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CULTIVO DE HONGOS CON PROPIEDADES FUNCIONALES Y
MEDICINALES: OBTENCION, SELECCION Y CARACTERIZACION
DE CEPAS DE Ganoderma SOBRE SUBPRODUCTOS DE
REGIONES FORESTALES

Teodoro Bernabé Gonzalez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015

En México hay pocos estudios sobre los recursos genéticos nativos de especies
de Ganoderma. Por otro lado, el acido acetilsalicilico (AAS) tiene efectos
metabolicos relevantes en especies vegetales y animales, pero no se conoce el
efecto que tiene sobre el desarrollo micelial y reproductivo en hongos. En este
estudio, nueve cepas nativas de Ganoderma se cultivaron sobre aserrin de
Quercus spp., en donde cinco de ellas formaron basidiocarpos, con ciclo de
cultivo de 160 a 187 dias, con eficiencia biologica (EB) entre 2.23 £ 1.02% y
11.02 = 3.34%. En el laboratorio, la cepa CP-145 de G. lucidum se cultivo en
medio liquido de papa y dextrosa (PDB) con adicion de AAS como inductor, en
concentracion 100 uM y en agitacion. La biomasa seca (pellets) del tratamiento
fue significativamente superior a aquella del control y registr6 8.9 + 0.88 U/mL
de lacasas a 40 dias de incubacion, mientras que el control no expreso lacasas.
Para corroborar el efecto mostrado en el laboratorio, la cepa CP-145 de G.
lucidum se cultivd en aserrin de Quercus spp. Con adicion de AAS en
concentraciones 10 mM, 100 uM y 1 uM. El tratamiento con AAS 100 uM
registro la mas alta EB con 5.78 £ 3.6%. El ciclo de cultivo fue de 130 a 145
dias. Es factible utilizar el AAS como una innovacion tecnoloégica para cultivar
recursos genéticos nativos de Ganoderma sobre subproductos forestales

regionales.

Palabras clave: acido acetilsalicilico, Ganoderma, lacasas, recursos genéticos.



CULTIVATION OF MUSHROOMS WITH FUNCIONAL AND MEDICAL
PROPERTIES: GETTING, SELECTION AND CHARACTERIZATION OF
Ganoderma STRAINS ON BY-PRODUCTS OF FOREST REGIONS

Teodoro Bernabé Gonzalez, Dr.

Colegio de Postgraduados, 2015

There are few studies in Mexico on native genetic resources of Ganoderma
species. The acetylsalicylic acid (ASA) has important effects on plants and
animals, but its effect on mycelial and reproductive development of fungi is
unknown. In this study, nine native Ganoderma strains were grown on
sawdust (Quercus spp.), of which five strains developed basidiocarps in a crop
cycle of 160-187 days and a biological efficiency (BE) ranging from 2.23 *
1.02% to 11.02 £ 3.34%. In the laboratory, the strain CP-145 of G. lucidum
was grown in flask using potato dextrose broth (PDB) with addition of ASA as
inducer in a concentration of 100 uM, under shaking conditions. Dry biomass
(pellets) production from the treatment was significantly higher than that of
the control, and 8.9 = 0.88 U/mL of lacasses were recorder after 40 days of
incubation, while the control did not express lacasses. In order to confirm the
effect shown in the laboratory, the strain CP-145 of G. lucidum was grown on
sawdust (Quercus spp.) with addition of ASA at 10 mM, 100 uM and 1 uM
concentrations. The highest BE of 5.78 + 3.6% was recorded on treatment with
ASA 100 uM. The cultivation cycle varied from 130 to 145 days. It is possible
to use the ASA as a technological innovation for the cultivation of Ganoderma

native genetic resources using regional by-products from forestry.

Key words: acetylsalicylic acid, Ganoderma, genetic resources, laccases.
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1. INTRODUCCION

Con base a que no se tienen en México suficientes investigaciones en el cultivo
de especies del género Ganoderma, se cultivaron en aserrin de encino (Quercus
spp.) nueve cepas de este género, de las cuales se desconocen las condiciones
ambientales para su fructificacion. Se experiment6 en el laboratorio en medio
liquido de papa dextrosa (PDB) el efecto del acido acetilsalicilico (AAS) en el
desarrollo del micelio y en la produccion de las enzimas lacasas y de proteinas
de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum. Por otra parte, esta misma cepa se
cultivo en aserrin de encino con la adicion de AAS en tres concentraciones con
la finalidad de corroborar el efecto que presenté el AAS en el laboratorio y para

determinar su efecto en la produccion de basidiocarpos.

Planteamiento del problema: Las especies de Ganoderma tienen compuestos
bioactivos que son eficientes en el tratamiento del cancer, diabetes,
hipertension, entre otros. En México, no se ha realizado el cultivo comparativo
de diversas especies de Ganoderma para conocer sus propiedades funcionales
y medicinales. Por otro lado, el acido acetilsalicilico (AAS) ha demostrado tener
efectos metabodlicos relevantes sobre especies vegetales y animales. Sin
embargo, se desconoce su efecto sobre el desarrollo micelial y reproductivo de

los hongos comestibles, particularmente del género Ganoderma.

Hipétesis

1. Las cepas de Ganoderma de recursos genéticos nativos, cultivadas en
aserrin de encino, desarrollan basidiocarpos bien diferenciados con
buenos rendimientos.

2. La adicion del acido acetilsalicilico en cultivo liquido de una cepa de G.
lucidum, tiene efecto positivo como inductor en la produccion de lacasas y
proteinas.

3. La adicion del acido acetilsalicilico en tres concentraciones en cultivo soélido
(aserrin de encino) de una cepa de G. lucidum incrementa el rendimiento

en la produccion de basidiocarpos.



Objetivos

1. Realizar el cultivo en aserrin de encino (Quercus spp.) de recursos genéticos
nativos del género Ganoderma para determinar las condiciones
ambientales en que se desarrollan y analizar sus rendimientos.

2. Cultivar una cepa seleccionada de G. lucidum en medio liquido (PDB) con la
adicion de AAS como inductor para determinar la actividad volumeétrica de
lacasas y proteinas.

3. Cultivar una cepa de G. lucidum en aserrin de encino con la adicién de tres
concentraciones de AAS para evaluar la produccion de basidiocarpos.

4. Formular una estrategia tecnologica con potencial de aplicacion en la

produccion comercial de especies de Ganoderma.

Resultados. De nueve cepas de Ganoderma, se logréo la formacion de
basidiocarpos en cinco de ellas sobre el aserrin de encino. No se tienen datos
de su cultivo en México, por lo que, es una aportacion importante. En los
estudios a nivel de laboratorio, el AAS 100 uM tuvo un efecto positivo en el
desarrollo micelial y en la produccion de lacasas y proteinas en la cepa CP-145
de G. lucidum en comparacion con el testigo. El cultivo de la cepa CP-145 de
G. lucidum en aserrin de encino con la adicion de AAS en tres concentraciones,
demostré que en la concentracion AAS 100 yM hubo un efecto altamente
significativo al lograr un mayor rendimiento de basidiocarpos que en el resto
de los tratamientos. Con base a los resultados, se puede tener la posibilidad
de cultivar cepas de Ganoderma en substratos forestales, en especial la cepa

CP-145 con AAS 100 pM en diferentes regiones del pais.



2. MARCO REFERENCIAL

2.1. Caracteristicas morfologicas de Ganoderma lucidum

Existe una gran confusion taxonomica asociada a Ganoderma lucidum (Curtis)
P. Karst. y sus especies afines. Los basidiocarpos tienen laca que varia de color
rojo-naranja a negro con varias graduaciones de color café. Los basidiocarpos
son estipitados o sésiles. El contexto es de color que va desde blanco a marron.
La superficie de los poros es de color claro. La capa exterior del pileo se
compone de pilocistidios. Las esporas tienen doble pared, poco a fuertemente
equinuladas y truncadas en el apice. Los primeros poliporaceos con laca
fueron descritos en Europa a finales del siglo XVIII. En 1881, Karsten
establecio el género Ganoderma con Boletus lucidus como las Gnicas especies,

de las cuales no se tiene material (Moncalvo et al., 1995a).

En los basidiocarpos de G. lucidum hay una gran diversidad morfologica, por
lo que, las descripciones son muy contrastantes, como lo senalaron Seo y Kirk
(2000): los basidiocarpos son sésiles, estipitados, imbricados y no imbricados.
El color de la superficie del pileo y del himenoéforo varia de rojo intenso, no
laqueado, laqueado y amarillo brillante a blanco. La variacion morfologica
parece estar afectada por las condiciones ambientales en el desarrollo del
basidiocarpo. Cuando el estipite esta presente puede ser excéntrico, central o
imbricado. Estos mismos autores hacen la comparacion de la morfologia y

otras caracteristicas de G. lucidum senaladas en otros trabajos (Tabla 1).

En G. tornatum el tamano de las basidiosporas varia con la altitud y la latitud;
en G. lucidum el color del contexto se torna moreno en colecciones procedentes

de latitudes del sur del continente Europeo (Moncalvo et al., 19935b).

G. lucidum crece en arboles de madera dura y en coniferas (Seo y Kirk, 2000);
en Acrocarpus sp., arboles deciduos, Betula sp., Quercus hypoleucoides y en
arboles de coniferas (Moncalvo et al., 1995a). De acuerdo a Guzman (1980), en

México crece en jacarandas, casuarinas, fresno y eucaliptos.



Tabla 1.
lucidum.

Comparacion de algunas caracteristicas de los basidiocarpos de Ganoderma

Caracteres
(Tamano, color)

Melo (1986)

Ryvarden (1994)

Pileo (tamano) Mas de 15 cm 2-16 cm
Estipite (Largo)y | (12.5 cm) (---) (1-3 cm) (1-3.5
(Diametro) cm)

Poros (tamano) 4-6 poros mm-! 4-6 poros mm-!
Color de la Blanco a crema Blanco-crema,

superficie de los
poros

café palido

Color del pileo

Rojo-purpura,
rojizo y rojo

Blanco, crema-
rojizo o rojo

negruzco negruzco.
Color del estipite | Parpura, café- Marron a
rojizo, rojizo- negruzco

negruzco

Color del contexto

Color madera, café
obscuro

Color madera a
café palido

Tamano y color de
esporas

8.2-13.5x 6.8-8.1
um, truncadas,
ovoides, café claro
a café obscuro

Fuente: Seo y Kirk (2000).

2.2. Taxonomia y distribucion

Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. pertenece a la Familia Polyporaceae (o
Ganodermaceae), al Orden Aphyllophorales y a la Clase Basidiomycetes. Otra
forma de clasificar a G. lucidum es la de pertenecer al Reino Fungi, Subreino
Dicaria, Division Basidiomycota y Familia Polyporaceae. El basidiocarpo es
conocido en Japon como “Reishi” o “Mannetake”, en China y Korea como “Ling
Zhi”, “Ling Chu” y “Ling Chih”. Es un hongo medicinal muy popular en China,
Japon, Korea y otros paises Asiaticos (Erkel, 2009; Zhou et al, 2012;
Manavalan et al., 2012).



La taxonomia tradicional de Ganoderma se basa en sus caracteristicas
morfologicas, tanto del basidiocarpo como del tamano y forma de las esporas,
entre otros aspectos (Ryvarden, 2000). Otro nombre en la categoria de Familia
es Ganodermataceae, la cual contiene cuatro géneros: Ganoderma,
Amauroderma, Haddowia y Humphreya. El género Ganoderma contiene al
subgénero Ganoderma, que incluye la seccion Ganoderma y seccion
Phaenema; al subgénero Elfvingia y subgénero Trachyderma (Zheng et al.,

20009).

Hay aceptacion general en el sentido de que el género Ganoderma incluye
especies con la textura de la superficie superior del basidiocarpo laqueada
(subgénero Ganoderma) y especies con la superficie opaca, no laqueada
(subgénero Elfvingia) (Moncalvo et al., 1995b, Smith y Sivasithamparam,
2000).

Algunos trabajos que reconocen a los subgéneros Ganoderma y Elfvingia, son
aquellos realizados en Sudamérica que incluyeron al subgénero Ganoderma
(complejo Ganoderma lucidum) (Gottlieb y Wright, 1999a), al subgénero
Elfvingia (Complejo de Ganoderma applanatum) (Gottlieb y Wright, 1999b), asi
como al subgénero Ganoderma en América Tropical (Ryvarden, 2000; Gottlieb

et al., 2000).

Cao et al. (2012), senalaron que el tipo genérico de G. lucidum (Curtis) P. Karst.
fue originalmente reportado de Peckham, Inglaterra, Reino Unido. Se
distribuye desde el Amazonas a regiones del sur de Norteamérica y gran parte
de Asia. Moncalvo y Ryvarden (1998), senalaron que su distribucion es en

regiones tropicales y subtropicales.

Los estudios en Meéxico comprendidos del ano 2002 al ano 2012 sobre la
distribucion de especies de Ganoderma y los substratos o tipos de vegetacion

en que se han colectado, se presentan en la Tabla 2.



Tabla 2. Distribucion en México de especies de Ganoderma, substratos o habitat en

que se desarrollan.

Morelos

encino

Estado/Entidad Especies Substrato/habitat Referencias
Colima, Guanajuato | G. lucidum)y G. En troncos de encino | Alvarado-Rosales
y Jalisco curtisii (Quercus) et al. (2007)
Sonora G. adspersum, G. Bosques de pino- Montafio et al

curtisiiy G. lucidum | encino, diversos (2006)
bosques, vegetacion
tipo matorral
Veracruz G. sessile (= G. No especificado Suarez-Medellin et
resinaceum) al. (2012)
Aguascalientes G. lucidum En arboles jovenes y Moreno-Rico et al.
maduros, vivos o (2010)
muertos de Quercus
potosina
Hidalgo G. applanatum, G. Bosque mesofilo de Romero-Bautista
brownii, G. curtsii, montana y en bosque | et al. (2010)
G. lobatum, G. de Abies
lucidum
Durango G. lucidum, G. Bosques de pino y Diaz et al. (2005)
applanatum, G. pino-encino
lobatum, G. curtisii,
G. tsugae
Chihuahua G. lucidum, G. Bosques de pino, Diaz-Moreno et al.
lobatum pino-encino, bosque (2009)
de tascate, selva baja
caducifolia
Querétaro y parte G. lucidum, G. En bosque de Valenzuela et al.
de Guanajuato lobatum, G. Quercus spp. (2002); Landeros
applanatum et al. (2006)
Jalisco, Hidalgo, G. curtisii Bosques de pino- Torres-Torres y

Guzman-Davalos
(2005)

Puebla, México,
Morelos

G. applanatum

En Quercus sp.,y
Pinus sp.

Guerrero, Morelos

G. curtisii

En Quercus sp.y
madera en
descomposicion

Morelos

G. subamboinense,
G. resinaseum, G.
sessile, G. lobatum,

En Quercus sp., en
Casuarina sp., en
Ficus sp. en

G. colossus Sphathodea
campanulata
Puebla, Jalisco, G. lucidum En Quercus sp.
Morelos
Veracruz Ganoderma spp. No especificado

Tello (2010)




2.3. Caracterizacion y analisis molecular

Debido a que las especies de Ganoderma son morfoléogicamente muy complejas
de definir, se han realizado estudios filogenéticos en los que se han empleado
métodos que se basan en la amplificacion de las secuencias del DNA, mediante
la técnica de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), en el analisis
molecular de la region ITS (Region de Espaciadores Internos Transcritos), por
el ADN polimorfismo amplificado al azar (DNA RAPD), por el polimorfismo de
longitud de fragmentos amplificados (AFLP), por marcadores moleculares de
secuencia amplificada de polimorfismo (SRAP), entre otros (Smith y
Sivasithamparam, 2000; Gottlieb et al.,, 2000; Sun et al., 2006; Zheng et al.,
2009; Yang y Feng, 2013).

Se ha realizado la caracterizacion de cepas de Ganoderma considerando la
morfologia micelial, los medios de cultivo sintéticos y las condiciones
ambientales en las que mejor se desarrollan. De esta manera se tiene la
caracterizacion de varias cepas nativas de México, en las que se incluyeron
dos cepas nativas de Ganoderma definidas como Ganoderma curtisii y
Ganoderma lucidum originarias del estado de Morelos, las que se encuentran
depositadas en el laboratorio de cultivo de hongos comestibles y medicinales

del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla (Sobal et al., 2007).

Se realizo el estudio macro y micromorfolégico de especimenes de Ganoderma
curtisii procedentes de Jalisco, Hidalgo y Morelos. Se encontréo que es una
especie muy variable macromorfologicamente (Torres-Torres y Guzman-

Davalos, 2005).

Se realizaron analisis moleculares de la region ITS-ADN de cepas de
Ganoderma, procedentes de varias regiones de Meéxico. Con ello, se
determinaron las relaciones filogenéticas de estos recursos genéticos nativos
empleando cepas de referencia (depositadas en Inglaterra) para el analisis

comparativo. Esto ha permitido establecer programas de mejoramiento con



una amplia base genética. Con el analisis, se identificaron tres sublinajes de
Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst. sensu lato en México. Asimismo, un
segundo linaje incluye cinco cepas de Ganoderma sp. que muestran distancia
genética con respecto a las especies mas cercanas, tales como G. australe, G.
gibbosum, G. lobatum, G. pfeifferi, G. resinaceum, G. tornatum y G. tsugae

(Morales et al., 2010).

Un espécimen de Ganoderma originario del estado de Veracruz se identifico de
acuerdo a su afinidad filogenética, combinando el enfoque molecular con el
morfologico tradicional. En la identificacion molecular se estudiaron las
regiones ITS1 e ITS2, incluyendo el gen 5.8S del ADNr. El espécimen fue
definido como Ganoderma sessile (= G. resinaceum) (Suarez-Medellin et al,
2012).

2.4. Composicion quimica

Mas de 180 substancias quimicas se han aislado de especies de Ganoderma,
las cuales mayormente incluyen: polisacaridos, triterpenos, nucleosidos,

ergosteroles, acidos grasos, proteinas/péptidos y elementos traza (Gao y Zhou,

2003).

Se tiene registrado que la composicion del extracto de Ganoderma (% de peso
seco) fue de material Folin-positivo (68.9%), glucosa (11.1%), proteina (7.3%) y
metales (10%) (K, Mg y Ca, principalmente, con Ge como quinto metal mas
abundante, con una concentracion de 489 ng/g) (Chiu et al.,, 2000). Sin
embargo, hay diferencias cualitativas y cuantitativas en la composicion
quimica de los productos de Ganoderma, dependiendo de las especies, el
origen, los procesos de extraccion y las condiciones del cultivo (Wasser y Weis,
1999).

Ganoderma contiene principalmente proteinas, grasas, hidratos de carbono y

fibra. Los componentes nutrimentales son similares entre especies silvestres y



cultivadas; en los extractos, aumentan significativamente las cantidades de
proteina y carbohidratos, y se elimina la fibra cruda. En la Tabla 3, se presenta

esta comparacion de acuerdo a Gao y Zhou (2003).

Se hizo el analisis de los componentes del basidiocarpo de G. lucidum que
incluyeron ademas las ramificaciones sin pileo. En el analisis, se hace la
comparacion de los componentes con G. tsugae en especies silvestres y
cultivadas, asi como en el extracto. Se presenta el analisis proximal (Tabla 4),
el contenido de azucares solubles (Tabla 5) y el contenido de aminoacidos

libres (Tabla 6) (Mau et al., 2001).

En fermentacion solida, G. lucidum mostré diferencias con el testigo sin
fermentacion. Con la fermentacion, hay aumento de proteinas y de azucares
reducidos, mientras que hay descenso en los almidones (Han et al., 2005)
(Tabla 7).

Tabla 3. Componentes nutrimentales de Ganoderma lucidum (g/100 g de materia
seca) comparados con hongos silvestres y cultivados, y en el extracto.

Ganoderma lucidum
Componentes Silvestre | Cultivada | Extracto
Humedad 10.0 9.80 4.0
Proteina cruda 11.82 9.71 23.70
Grasa cruda 2.51 6.21 2.40
Carbohidratos totales 25.5 22.90 59.10
Fibra cruda 48.80 41.0 ND
Ceniza cruda 1.63 1.41 4.2

ND = no detectada. Fuente: Gao y Zhou (2003).




Tabla 4. Composicion proximal (%) de Ganoderma lucidumy de las ramificaciones de
su estipite, en comparacion con Ganoderma tsugae.

Componentes G. lucidum G. lucidum, G. tsugae
ramificaciones
del estipite
Humedad 898 +£0.11 9.54 £ 0.06 546 +0.13
Materia seca 91.02 £0.11 90.46 £ 0.06 94.54 +£0.13
Ceniza 1.77 £ 0.05 1.70 £ 0.30 0.72 £ 0.01
Carbohidratos 26.02 £ 1.58 27.78 £ 1.71 21.83+£1.71
Grasa cruda 5.13+0.19 3.85 £ 0.06 4.62 £ 0.20
Fibra cruda 59.16 £ 0.85 59.49 + 1.51 65.29 + 1.36
Proteina cruda 7.92 £ 0.54 7.18 £0.42 7.54 + 0.44

Fuente: Mau et al. (2001).

Tabla 5. Contenido de aztcares solubles (mg/g en peso seco) de Ganoderma lucidum
y de las ramificaciones de su estipite, en comparacion con Ganoderma tsugae.

Azucar G. G. lucidum, G. tsugae
lucidum | ramificaciones
del estipite

Glucosa ND ND ND
Manitol 3.58 £1.01 ND ND
Myo-inositol ND ND 2.70+ 1.0
Trealosa 2.80 £ 0.24 1.68 £ 0.33 5.67 £ 1.26
Total 6.38 £ 1.06 1.68 £ 0.33 8.37 £ 1.48

ND = no detectada. Fuente: Mau et al. (2001).
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Tabla 6. Contenido de aminoacidos libres (mg/g de materia seca) de Ganoderma
lucidumy de las ramificaciones de su estipite, en comparacion con Ganoderma tsugae.

Aminoacidos | G. lucidum | G. lucidum, G. tsugae
ramificaciones
del estipite

L-Alanina 1.28 £ 0.02 0.25 £ 0.07 0.15+£0.03
L-Arginina 0.05 £0.01 0.07 £0.01 0.03 £<0.01
L-Acido 0.06 +<0.01 0.20 £ 0.08 0.22 £ 0.02
aspartico

L-Acido 0.11£0.01 | 0.21+0.04 0.06 £ 0.01
glutamico

Glicina 0.03 £ 0.01 0.37£0.11 0.04 £ 0.01
L-Histidina* ND ND 0.03 £<0.01
L-Isoleucina* 1.08 £ 0.37 0.16 £ 0.05 0.54 £ 0.02
L-Leucina* 1.32+£0.18 0.17 £ 0.06 2.40+0.14
L-Lisina* 3.96 £ 0.31 0.45 £ 0.05 3.66 £ 0.05
L-Metionina* 1.04 £ 0.02 0.75 £ 0.09 1.14 £ 0.05
L-Fenilalanina* 1.85+0.02 0.01 £<0.01 1.59 £ 0.02
L-Serina 0.04 +<0.01 0.08 £ 0.03 0.06 £ 0.01
L-Treonina* 0.03 £ 0.01 0.35£0.03 0.03 £<0.01
L-Triptofano* 0.48 £ 0.05 ND 0.32 £ 0.04
L-Tirosina 1.69 £ 0.29 0.75 £ 0.09 1.75+£0.21
L-Valina* 0.76 + 0.08 0.43 £ 0.06 0.68 £ 0.05
Total 13.8 £0.58 4.25+£0.17 12.70 £ 0.07

* Aminoacidos esenciales.
ND = no detectada. Fuente: Mau et al. (2001).
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Tabla 7. Componentes nutrimentales de Ganoderma lucidum con y sin fermentacion
solida, en base seca.

Componentes (%) | Testigo Con fermentacion
Proteinas 11.0+£ 0.5 16.5+0.7
Grasa cruda 10.3+£0.6 8.5%+0.3
Almidon 64.5+ 1.5 25.3+£0.8
Azucares reducidos | 4.2 £ 0.2 20.6+0.8

Fuente: Han et al. (2005).

2.5. Actividad biolégica y funciones farmacolégicas

G. lucidum ha sido usado por miles de anos en la medicina tradicional en
China, Japon y en otros paises de Asia para el tratamiento de varias
enfermedades que incluyen: cancer, desérdenes inmunolégicos, hepatitis,
artritis, nefritis, bronquitis, asma, arterioesclerosis, hipertension, ulcera
gastrica, insomnio, leucopenia, anorexia, diabetes, leucemia, entre otras. El
extracto de G. lucidum tiene compuestos con actividad antimicrobiana,
antioxidativa, antitumoral, cardiovascular, antialergénica, hepatoprotectora,
antidiabética; los cuales pueden ser una alternativa a los antibioticos,
antimicoticos, antioxidantes y citostaticos comerciales (Paterson, 2006;
Cilerdzi¢ et al., 2014; Cor et al., 2014; Heleno et al., 2012; Calvifo et al., 2012;
Zong et al., 2012).

Los polisacaridos y triterpenos han sido los compuestos mas investigados en
G. lucidum y especies relacionadas; sin embargo, los esteroles, lectinas y
proteinas también han sido estudiadas (Shiao, 2003; Paterson, 2006). Estos
compuestos estan relacionados con una gran actividad biologica. En la Tabla
8 se presentan algunos compuestos que tienen efecto terapéutico contra varias

enfermedades.
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Tabla 8. Algunos compuestos bioactivos y su efecto terapéutico contenidos en

Ganoderma lucidum.

Compuesto Efecto terapéutico/actividad Referencias
bioactivo biologica
Anticancerigeno, neurotrofico, Guan et al. (2008);
antiviral, antioxidante Trajkovic et al. (2009);
Thyagarajan et al. (2010);
Triterpenoides Li et al. (2013); Ruan et

al. (2014); Zhang et al.
(2014); Zhang et al.
(2011); Smina et al.
(2011)

Acido ganodérico

Apoptosis en cancer pulmonar,
células cancerosas

Tang et al. (2006); You et
al. (2012)

Ganodermanontriol

Cancer de mama

Jiang et al. (2011)

Acidos grasos

En esporas. Antitumor

Gao etal (2012)

Hepatoprotectora, antidiabético,
efecto inmuno-modulador,

Gao et al. (2005); De Silva
et al. (2012); Gao et al.

hidroxibenzoico y
acido cinnamico

Polisacaridos disminucion de estrés oxidativo | (2004); Zhonghui et al.
en musculo esquelético, (2014); Ma et al. (2013);
antioxidante, en tratamiento de | Cor et al. (2014)
Alzheimer

Acidos Antiinflamatorio, antitumor

triterpénicos y Akihisa et al. (2007)

esteroles

Proteoglucanos Antidiabético Pan et al (2015)

Fenoles Antioxidantes Heleno et al. (2012);

Chien etal. (2011)
Acido p- Antimicrobiano

Heleno et al. (2013)

Extractos

Anti-inflamatorio,
antiperoxidativo,
antimutagénico, antimicrobiano,
apoptosis en leucemia, mieloma
y linfoma, protector de células
renales, apoptosis en carcinoma
gastrico, antimicrobiano,
citotoxico, inhibidor de
tirosinasa

Lakshmi et al. (2003);
Ofodile et al. (2005);
Muller et al. (2006); Lai et
al. (2006); Jang et al.
(2010); Cilerdzi¢ et al.
(2014); Chien et al. (2008)
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2.6. Otras aplicaciones

Se han adicionado compuestos de G. lucidum a varios cosmeéticos con la
finalidad de revitalizar y fortalecer la piel, para evitar su envejecimiento y las

arrugas (Hyde et al.,, 2010).

G. lucidum en medios de cultivo liquido ha demostrado su capacidad para
biodegradar a dos hidrocarburos aromaticos policiclicos como son el
fenantreno y pireno (Ting et al., 2011) o en la decoloracion de recalcitrantes
tintes textiles como es el colorante de antraquinona Remazol Brillante Blue
(Murugesan et al., 2007) y la biodegradacion y decoloracion de tintes textiles

en aguas residuales (Selvakumar et al., 2013).

Por otra parte, se ha experimentado con G. lucidum para determinar su
resistencia a herbicidas como el bentazon y diuron, por lo que, se puede
utilizar para reducir la contaminacion por herbicidas (Da Silva Coelho et al.,
2010). Otro herbicida estudiado es el picloram que fue removido con la

biomasa de G. lucidum tratada con calor (Maciel et al., 2013).

Otra aplicacion de G. lucidum fue el adicionarlo en la fermentacion del vino de
arroz coreano (yakju) para darle un valor agregado e incrementar la
funcionalidad farmacéutica en sus propiedades antihipertensivas (Kim et al.,
2004). Un aspecto similar es el de utilizar los compuestos bioactivos de G.
lucidum en la industria cervecera como materia prima para la produccion de

cerveza con propiedades funcionales (Leskosek-Cukalovic et al., 2010).

Se experimento6 con los productos obtenidos en la fermentacion ({5-D-glucanos)
de G. lucidum en cultivo sumergido y se adicionaron al alimento de cerdos
destetados para observar el efecto en el crecimiento, rendimiento y la
inmunocompetencia. Se obtuvieron resultados positivos al aumentar los

anticuerpos y descender la glucosa en la sangre (Chen et al., 2008).
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2.7. G. lucidum como parasito en plantas

G. lucidum y otras especies de este género, son causantes de la pudricion de
la raiz y el tallo de muchas plantas tropicales perennes, lo que causa grandes
pérdidas en las cosechas. Algunas plantas hospederas son: la palma de aceite
(Elais guineensis), la palma de coco (Cocos nucifera), nuez de betel (Areca
catechu), té (Camellia sinensis) (Paterson, 2007; Glen et al.,, 2009; Kandan et
al., 2010; Rajendran et al,, 2014). Otras plantas o arboles que son atacadas
son las especies de los géneros: Acacia, Acrocarpus, Albizia, Anacardium,
Aquilaria, Artocarpus, Azaridachta, Bambusa, Bombax, Caesalpinia, Cajamus,
Cassia, Casuarina, Cedrus, Dalbergia, Delonix, Eucalyptus, Guazuma,
Jacaranda, Leucaena, Mangifera, Melia, Quercus, Tamarindus, Terminalia,

Theobroma, entre otros (Sankaran et al., 2005).

2.8. Las enzimas en G. lucidum y su aplicacién

G. lucidum pertenece al grupo de los hongos de podredumbre blanca. Este
hongo produce enzimas ligniloliticas extracelulares como son las lacasas,
lignino peroxidasas y Mn peroxidasas oxidantes que participan en la
modificacion y degradacion de la lignina, y de compuestos aromaticos

estructuralmente similares, de bajo peso molecular (Simoni¢ et al., 2010).

Las lacasas (bencenediol: oxigeno reductasa, EC 1.10.3.2.) pertenecen a la
familia multicobre oxidasas. Estas enzimas catalizan la oxidacion de diversos
substratos con la reduccion de oxigeno molecular a agua. Las lacasas fueron
descubiertas por Yoshida en 1883, después de observar el latex del arbol Rhus
vernicifera que se endurecia con la presencia del aire. La actividad de las
lacasas se ha encontrado en plantas, algunos insectos y bacterias. Sin
embargo, muchas lacasas se han reportado de hongos y la mayoria de las
lacasas tutiles son de origen fungico. Mas de 60 cepas pertenecientes a
Ascomyta, Zygomycota y especialmente Basidiomycota muestran actividad de

lacasas. Las lacasas fungicas son en su mayoria inducibles, extracelulares,
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glicoproteinas monomeéricas, con hidratos de carbono entre 10 y 20%, lo que
puede contribuir a su estabilidad. La cadena contiene alrededor de 520 a 550
incluyendo un péptido de secrecion N-terminal. Las lacasas son enzimas
multinucleadas. El sitio activo de la lacasa comprende cuatro atomos de cobre
en tres grupos, referidos como T1, T2 y T3. Los atomos de cobre difieren entre
si en sus senales de resonancia paramagnética. El cobre T1 es el responsable
del azul de la enzima y tiene una absorbancia alrededor de 610 nm. El cobre
T2 es incoloro y no se detecta espectrofotométricamente, pero si con la senal
de resonancia paramagnética. El cobre T3, es binuclear y diamagnético,
muestra una absorbancia espectral fluorescente en la region de 330 nm. Las
lacasas son las primeras enzimas ligniloliticas secretadas a los medios
circundantes del hongo, que normalmente oxida solo a aquellos compuestos
modelo de lignina que tienen un grupo fenodlico libre, formando radicales
fenoxi, como los mediadores que son compuestos organicos de bajo peso

molecular (Maciel et al., 2010).

Las enzimas lignino peroxidasas (EC 1.11.1.14, LiPs) pertenecen a la familia
de las oxidorreductasas y fueron descritas por primera vez en el basidiomiceto
Phanerochaete chrysosporium Burdsall (Orden Corticiales) en 1983. Esta
enzima (LiP) se ha registrado en hongos Basidiomycetes de podredumbre
blanca y en Actinomycetes. LiP es una hemoproteina extracelular, dependiente
de H2O2, con un alto potencial redox y con bajo pH 6ptimo, por lo cual es capaz
de oxidar una variedad de substratos, incluyendo la reduccion de polimero por
lo que, tiene un gran potencial para su aplicacion en diversos procesos
industriales. LiP muestra poca especificidad de substratos, reaccionando con
una amplia variedad de compuestos de lignina modelo e incluso con moléculas
no relacionadas. Es capaz de oxidar anillos aromaticos metoxilados sin un
grupo libre fenédlico, generando radicales de cationes que pueden reaccionar
por una variedad de vias, incluyendo la apertura del anillo, desmetilacion y

fenol dimerizacion. La LiP en contraste con las lacasas, no requiere de
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mediadores, pero necesita peroxido de hidrogeno para iniciar la catalisis

(Maciel et al., 2010).

Las enzimas manganeso peroxidasas (EC 1.11.1.13, MnP) pertenecen a la
familia de las oxidorreductasas. Estas enzimas se descubrieron en el mismo
hongo Phanerochaete chrysosporium después de la enzima LiP, como otra
enzima degradante de la lignina. La enzima MnP se encuentra en casi todos
los hongos de podredumbre blanca, oxida de Mn?* a Mn3* los cuales oxidan
estructuras fenolicas de los radicales fenoxilo. El1 producto Mn3* es altamente
reactivo con quelantes de acido organico, como oxalato o malato, los cuales
son producidos por el hongo. El potencial redox de la MnP es menor que la LiP
y tiene capacidad para oxidar substratos fenédlicos in vitro. Ademas puede
oxidar Mn2* sin H2O2 con la descomposicion de los acidos y la produccion
concomitante de radicales peroxilo que pueden afectar a la estructura de la

lignina (Maciel et al., 2010).

La posible aplicacion de las enzimas ligniloliticas en biotecnologia, ha
estimulado su investigacion, y la comprension de los mecanismos fisiologicos
que regulan su sintesis en la bioconversion de la lignocelulosa; podria ser util
para mejorar el proceso tecnolégico en la produccion de hongos comestibles y

medicinales (Songulashvili et al., 2007).

Las demandas fisiologicas para la produccion de enzimas ligninoliticas varian
entre las especies de hongos de podredumbre blanca, incluso entre cepas de
una especie. Los factores que afectan significativamente la produccion de
enzimas son el tipo de cultivo (sumergido o de estado soélido), fuentes y
concentraciones de carbono y nitrégeno, la presencia o ausencia de diferentes
inductores, el pH del medio, la temperatura, agitacion, periodo de cultivo, etc.
Diversos residuos agricolas y forestales son los mejores substratos para la
produccion de enzimas que la glucosa u otros sacaridos simples (Songulashvili

et al.,, 2006; 2007). Se ha observado que la lacasa se produce hasta cuatro
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veces mas en cultivos con alto contenido de nitrogeno (7.9% en tallo de maiz

contra 0.8% en aserrin de la vid) (Simonic et al., 2010).

El estudio y la aplicacion de las lacasas se ha extendido a procesos industriales
relacionados con la biorremediacion, delignificacion de compuestos
lignocelulésicos, blanqueado del papel, remocion de colorantes textiles,
pesticidas, tratamiento de aguas residuales, en la industria de alimentos o
bebidas, entre otros (Paterson, 2007; Rivera-Hoyos et al., 2013; Ma et al., 2014;
Desai y Nityanand, 2011; Ting et al.,, 2011; Majeau et al., 2010; Canas y
Camarero, 2010).

La produccion de enzimas (lacasa y manganeso peroxidasa) depende de las
especies y de las cepas. La fuente de carbono en el substrato lignocelul6sico
juega un papel crucial en la produccion de enzimas. Aumenta la produccion
de lacasas cuando la concentracion de glucosa desciende a niveles criticos
(como en Trametes pubescens). Los compuestos aromaticos regulan la sintesis
de las enzimas ligniloliticas, aunque su efecto es muy especifico dependiendo

de las peculiaridades fisiologicas del hongo (Elishasvili y Kachlishvili, 2009).

2.9. Inductores para incrementar lacasas en G. lucidum

En la naturaleza las especies de Ganoderma producen pocas cantidades de
lacasas. Por esta razéon, muchos inductores o mediadores se han estudiado y
agregado a los medios de cultivo. El primer inductor utilizado es el ABTS [(2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolona-6-acido sulfénico)]. Otros inductores que se
han utilizado para incrementar la produccion de las lacasas o la produccion
de metabolitos secundarios, son entre otros, el glicerol y cascara de mandarina
(Elisashvili y Kachlishvili, 2009), sulfato de cobre (Fonseca et al., 2010), acido
feralico y cobre (Kuhar y Papinutti, 2014), etanol, acido galico, alcohol veratril,
xilidina y cascara del fruto de tamarindo (Manavalan et al., 2013), coixenolida
(Zhou et al., 2014), fenobarbital (Liang et al., 2010) y aceite de maiz (Huang et
al., 2009).
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Al utilizar como inductor a residuos de alimentos como la cascara de
mandarina, aumenta considerablemente la produccion de lacasas (la
presencia de lignocelulosa es prerrequisito) en cepas de G. lucidum (Elishasvili

y Kachlishvili, 2009).

Se tiene el estudio de Spezzia (2012) quien desarrollo el micelio de una cepa
de G. lucidum en medio liquido con extracto de malta (EMB), suplementado
con 0.1 mM de sulfato de cobre como inductor, obteniendo un incremento poco
significativo al registrar s6lo 1 U/mL de actividad de lacasa, por lo cual, el

sulfato de cobre no fue un buen inductor para esta especie.

En la Tabla 9, se presentan algunos inductores que incrementaron la
produccion de lacasas en G. lucidum. Se incluyen ademas otras especies de
Ganoderma. Se senalan las condiciones del cultivo, los substratos enzimaticos
como son el ABTS, guayacol, o-dianisidina y 2,6-dimetoxifenol (DMP) y las
concentraciones que se utilizaron para determinar los valores de las lacasas.
De manera general, se observan incrementos en la actividad volumeétrica de

las lacasas.
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Tabla 9. Inductores que incrementaron la produccién de lacasas en Ganoderma

lucidum y en otras especies de este género.

Especie Condiciones de cultivo Actividad de lacasas Referencia
G. spp. 4 cepas, en cultivo liquido | Cepal: 0.581 U/mL, cepa De Souza
con agitaciéon. 1mM de o- 2: 6.057 U/mL, cepa 3: Silva et al.
dianisidina 49.519 U/mL y cepa 4: (2005)
2.561 U/mL
G. Fermentaciéon sumergida. | En el control 100 U/L. Con | Songulashvili
adspersum | Con cascara de cascara de mandarina: et al. (2006)
mandarina, salvado de 34,000 U/L. Con residuo de
trigo y residuo de grano grano: 8,000 U/L; salvado
en la produccion de de trigo: 600 U/L
alcohol. ABTS 1 mM
G. lucidum Fermentacién sumergida. | Con cascara de mandarina: | Songulashvili
Adicién de cascara de 35,980 U/L. Con residuo de | et al. (2007)
mandarina, salvado de grano: 57,740 U/L; salvado
trigo y residuo de grano de trigo: 97,340 U/L
en la produccion de
alcohol. ABTS 1 mM
G. sp. Cultivo liquido, con En testigo, 20 U/mL. Con Teerapatsakul
agitacién. Con adicién de | alcohol veratril, 240 U/mL et al. (2007)
alcohol veratril 0.85 mM.
ABTS 2.5 mM
G. lucidum Cultivo sumergido con Medio con glicerol = 0.1 a Elisashvili y
adicion de glicerol o 0.3 U/mL. Medio con Kachlishvili
cascara de mandarina. cascara de mandarina = 20 | (2009)
ABTS 1mM a75.4U/mL
G. lucidum Salvado de trigo como En el medio sélido: 2,540 Murugesan et
medio sélido. ABTS 1mM U/g de substrato seco al. (2007)
G. lucidum 10 cepas de diferentes En cepa China: 129.46 U/L | Simonic et al.
paises. Fermentacion en tallos de maiz, con 20 (2010)
sélida con residuos mM de concentracion de N.
agricolas. ABTS 50 mM En paja de arroz 129.01
U/L, con 10 mM de N
G. Cultivo liquido, estatico, En testigo, 44.89 U/L. Con | Fonseca et al.
applanatum | 10 dias de incubacién. 5 adicion de CuSO4 1,856.81 | (2010)
mM de DMP U/L
G. lucidum Cultivo salino con adicion | En el medio de cultivo Zilly et al.
de residuos del fruto utilizado: 9,600 U/L (2011)
amarillo de la pasion
(Passiflora edulis). ABTS
G. lucidum Cultivo liquido en Con etanol: 2.53 U/mL. Manavalan et
agitacién. Adicion de Con acido galico: 3.79 al. (2013)
etanol, CuSO4, acido U/mL. Con CuSOg4: 1.5
galico, alcohol veratril y U/mL. En mezcla con
cascara de tamarindo. cascara de tamarindo:
ABTS y guayacol 74.84 U/ml)
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2.10. El cultivo de G. lucidum en substrato sdlido

Con base a que las lacasas son secretadas por los hongos y tienen la capacidad
de degradar la lignina de diversos materiales lignocelulésicos, se ha realizado
el cultivo de hongos comestibles y medicinales utilizando como substrato
diversos subproductos agricolas, agroindustriales y forestales, ya sea solos o
en varias mezclas, con o sin adicion de suplementos al substrato. Algunos
ejemplos del cultivo de G. lucidum son la utilizacion de las cascaras de la
semilla del girasol, paja y cascarilla de arroz, bagazo de cana de azucar, paja
de trigo, residuos de la industria del café, entre otros (Gonzalez-Matute et
al., 2002; Postemsky et al., 2014; Manavalan et al., 2012; Cilerdzi¢ et al., 2014;
Jaramillo et al., 2010).

En la Tabla 10, se presentan algunos resultados del cultivo de G. lucidum en

substrato solido.

Tabla 10. Substratos utilizados en el cultivo de Ganoderma lucidum, tiempo de
colonizacion del micelio, ciclo de cultivo y eficiencia biolégica obtenida.

Colonizacion Formacion de primordios
micelial, dias y de fructificacion, dias,
temperatura temperatura en la Ciclo Eficiencia
de incubacién formacion y humedad de biologica
Substratos relativa (HR) cultivo (%) Referencias
Dias °C Dias °C HR (%) (dias)
Cascara de 10-13 | 24+1 NS 2443 90-95 20-25 7.6-10 Gonzalez-
semilla de Matute et
girasol y malta al. (2002)
Aserrin y NS* 252 NS 252 80-90 90 16.6-34.9 | Pekseny
residuos de té Yakupoglu
(2009)
Aserrines y 12 25+2 14-15 30-32 85-90 60 13.5-18.6 | Erkel
cereales (2009).
Subproductos 30-35 28 70 20 80-93 | 90-100 | 24.249.1 | Jaramillo et
de la industria al. (2010)
del café
Bagazo de 10-15 30 15-20 30£2 85-95 40 80%15 Manavalan
cana de azucar etal (2012)
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En cuanto al cultivo de G. lucidum sobre el substrato conformado por
aserrines, se tiene el estudio del aserrin de Acacia confusa suplementado con
residuo de soya, en donde los basidiocarpos se diferenciaron en las relaciones
C/N 80 y C/N 70. En la relacion C/N 60 se formaron estipites sin pileo,
mientras que en las relaciones entre 30 y 50 no hubo formacion de
basidiocarpos. Ademas, al comparar la composicion de los basidiocarpos en la
relacion 80, el contenido de los polisacaridos fue el doble del contenido en la

relacion 70 (Hsieh y Yang, 2004).

Se estudiaron los efectos de las mezclas de los aserrines del alamo, roble y
haya, suplementados con salvado de trigo, arroz y maiz. El mejor substrato

fue el aserrin de roble con los tres tipos de salvado (Erkel, 2009).

Dos cepas de G. lucidum se cultivaron en el aserrin de carpinus (Carpinus
betulus) en mezcla con residuos de hojas del té. La mejor proporcion fue la de

80:20 (Peksen y Yakopoglu, 2009).

Es importante considerar que en el cultivo de diversos hongos sobre substratos
solidos, el rendimiento depende de la especie, de la cepa, del substrato y de

las condiciones ambientales en que se lleve a cabo.

Los trabajos en México que hacen referencia a especies de G. lucidum, son
aquellos que muestran la factibilidad de realizar el cultivo artificial del hongo

en residuos agroindustriales (Rodriguez et al., 1997; Palacios y Ramirez, 2000).

Se realizo el cultivo de G. lucidum sobre bagazo de maguey tequilero combinado
con 5% de cascara de cacahuate o con 5% de cascara de algodon. La eficiencia
biologica obtenida fue de 5.06% para el bagazo de maguey, 7.84% para la
mezcla con cascara de cacahuate y de 8.46% para la mezcla con cascara de
algodon. Ademas, de los basidiomas se obtuvieron extractos que fueron
probados en cultivos de linfocitos. Se increment6 hasta en 600% la formacion

de linfocitos en presencia de los extractos probados (Soto-Velazco et al., 2002).
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Se obtuvieron basidiocarpos bien diferenciados de ocho cepas del subgénero
Ganoderma y una cepa del subgénero Elfvingia, al utilizar la formulacion
COLPOS-17 (Sobal et al.,, 2010) como substrato, conformada por bagazo de
cana de azucar, salvado de trigo, aserrin de encino y de Bursera, olote de maiz,
carbonato y sulfato de calcio. Los rendimientos maximos fueron de 202 g/kg
de peso seco del substrato para las ocho cepas del subgénero Ganoderma, y
para la cepa del subgénero Elfvingia fueron de 68 g/kg de peso seco del

substrato. La eficiencia biologica registrada no fue mayor al 10% (Tello, 2010).

Con base a Zhou et al. (2012), las condiciones ambientales para el cultivo de
G. lucidum son: para el desarrollo micelial, temperatura 6ptima entre 25 °C a
30 °C; para la formacion de primordios de fructificacion de 18 °C a 25 °C; para
el desarrollo de basidiocarpos entre 24 °C y 28 °C. A temperaturas inferiores a
20 °C, el basidiocarpo detiene su crecimiento. En el desarrollo micelial, la
humedad en el substrato debe estar entre 60% y 70%, la humedad relativa en
la formacion de primordios entre 85% a 90% y para el desarrollo de los
basidiocarpos entre 85% a 95% en el ambiente. Cuando la concentracion de
COz2 es inferior a 0.1%, el basidiocarpo tiene un desarrollo anormal. Durante
la formacion de los primordios de fructificacion, se requiere una iluminacion
de 500 a 1,000 Ix; en el desarrollo de basidiocarpos de 3,000 to 50,000 Ix; con
3,000-10,000 Ix, el estipite y el pileo se desarrollan normalmente. El valor

optimo del pH en el desarrollo micelial es de 5.0 a 5.5.

2.11. Produccion de Ganoderma en México

En México la produccion anual de hongos asciende aproximadamente a 47,468
ton de hongos frescos, por lo cual, es el mayor productor de Latinoamérica y
se ubica como el 16° productor mundial. El monto anual de las operaciones
comerciales supera los 200 millones de délares, generando 25 mil empleos
directos e indirectos. Con el cultivo de hongos se reciclan mas de 474,000

toneladas anuales de subproductos agricolas, agroindustriales y forestales.
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Los géneros de hongos que se cultivan comercialmente en México son Agaricus
(95.35%), Pleurotus (4.62%), Lentinula (0.038%), Ganodermay Grifola. De estos
dos ultimos géneros, no se tiene una produccion consistente, sélo se han
registrado pruebas comerciales. Para el caso de Ganoderma, se tiene su cultivo
en la empresa Cultivamex, S. P. R. (antes Hongos Michoacanos, S. A.; Acuitzio,
Michoacan) (Martinez-Carrera et al., 2007; Martinez-Carrera y Lopez-Martinez,

2010).

2.12. El acido salicilico (AS) y el acido acetilsalicilico (AAS)

Siglos antes de que cientificos médicos identificaran los numerosos efectos
terapéuticos de los salicilatos, los habitantes del viejo y nuevo mundo
descubrieron de forma independiente que las hojas y las cortezas del arbol del
sauce (Salix sp.) curaban dolores y la fiebre. En el siglo IV aC., Hipocrates les
daba a masticar hojas de sauce a las mujeres para calmar el dolor durante el
parto. Mucho antes de la llegada de Cristobal Colon, en América del Norte, los
indios usaban un puré de extractos de la corteza del sauce en forma de
compresas para aliviar dolores. Cientificos franceses y alemanes siguieron el
folclore, sobre los poderes curativos de la corteza del sauce. En 1828, Johann
Buchner, trabajando en Munich, aislé una pequena cantidad de salicina, un
glucoésido alcohol salicilico, que fue el principal salicilato en la corteza del
sauce. El nombre de acido salicilico (AS) proviene del latin Salix (del arbol del
sauce) y fue dado por Raffaele Piria en 1838. Durante el siglo XIX, el acido
salicilico y otros salicilatos, principalmente ésteres metilicos y glucésidos,
facilmente convertibles a acido salicilico, se aislaron de una variedad de
plantas, incluyendo a Spirea y Gaulteria. La primera produccion comercial del
acido salicilico sintético fue en Alemania en 1874. La aspirina, un nombre
comercial para el acido acetilsalicilico (AAS), fue producida por la compania
alemana Bayer en 1898 y rapidamente se convirtio en uno de los

medicamentos mas vendidos del mundo. La aspirina resulté tan efectiva como
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el acido salicilico, pero caus6 menos irritacion al sistema digestivo humano

(Raskin, 1992; Vlot et al., 2009).

El AS se considera como una hormona debido a sus diferentes papeles en la
vida de la planta. Tiene un papel regulador en varias etapas de crecimiento y
desarrollo de las plantas: germinacion de las semillas, flores y produccion de
frutos (Vlot et al., 2009; Rivas-San Vicente y Plascencia, 2011). El AS es un
compuesto fenolico que posee un anillo aromatico con un grupo hidroxilo o
sus derivados funcionales. En estado libre, se encuentra en forma de polvo
cristalino con punto de fusion entre 157-159 °C y un pH de 2.4 (Hayat et al,,
2010).

El AS se ha encontrado en 36 plantas pertenecientes a diversos grupos. En
plantas como el arroz, pastos, cebada y soya, el nivel del AS es
aproximadamente de 1 pg/g en peso fresco. En las piezas florales de siete
especies y en las hojas de 27 especies, se encontro una variacion substancial

en el nivel del AS (Hayat et al., 2010).

Un papel fundamental del AS, es la respuesta que ha demostrado al estrés
bidtico y abidtico. En particular, después de los ataques de patogenos, el AS
se acumula en grandes cantidades en los 6rganos de las plantas infectadas y
a la vez, activa una cascada de eventos biologicos que conducen a la iniciacion
de la respuesta hipersensible y a la activacion de la respuesta sistémica
adquirida (RSA). El AS desempena un papel en la respuesta de la planta a una
variedad de tensiones ambientales (metales pesados, temperatura, radiacion
UV y salinidad). Varios experimentos han demostrado que el AS alivia los
efectos toxicos o genera tolerancia a tales tensiones. Estos efectos a largo plazo
implican la regulacion de genes, pero ademas, a corto plazo afecta a procesos
fisiologicos tales como la absorcion y transporte de iones, la tasa de
fotosintesis, la transpiracion y la conducta estomatica. Por otra parte,

osmorregula el movimiento de los iones del pulvinulo del peciolo de las hojas
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(Rivas-San Vicente y Plascencia, 2011; Fu y Dong, 2013; Dédaldéchamp et al.,
2014).

Un patogeno no virulento no tan solo desencadena la respuesta de defensa a
nivel local, sino también induce la produccion de senales tales como el acido
salicilico, el acido metil salicilico, acido azelaico, glicerol-3-fosfato y abietano
diterpenoide dehidroabietinal. Estas senales conducen a la expresion
sistémica de los genes (patogénesis relacionada) en el tejido distal no
inoculado, para proteger al resto de la planta de infecciones secundarias. Este
fenéomeno es conocido como resistencia sistémica adquirida. Esta resistencia
también puede ser inducida por la aplicacion exogena del AS o sus analogos
sintéticos acido 2,6-dicloroisonicotinico y benzotiadiazol S-metil ester. La RSA
tiene un amplio espectro, proporciona resistencia contra hongos patogenos,
oomicetos, virus y bacterias. La RSA mantiene una “memoria” inmunoloégica
en las plantas, que puede durar semanas o meses, incluso en todo el tiempo

del crecimiento de la planta.

Por lo que respecta en la aplicacion en el hombre y en varios mamiferos, el
acido acetilsalicilico (AAS) se utiliza con el nombre comercial de aspirina, la
cual tiene propiedades antiinflamatorias y analgésicas, regula el sistema
cardiovascular, porque inhibe la produccion de la enzima ciclooxigenasa (COX
2), la cual sintetiza mediadores inflamatorios como son las prostaglandinas y

los tromboxanos (Gilroy, 2005; Dinarello, 2010).
2.13. Aplicacion del AS en plantas de importancia econémica

E1 AS participa en la respuesta de la planta al estrés causado por alta salinidad
(Munné-Bosch et al., 2007; Arfana et al.,, 2007). Al aplicarse de manera
exogena en plantas de cereales, leguminosas o en la postcosecha de frutos o
raices comestibles, disminuye el ataque por fitopatéogenos, hay un incremento
significativo en la cosecha y se prolonga la vida de anaquel de los frutos

(Popova et al., 2009; Wang et al.,, 2011; Luo et al., 2012; Fatemi et al., 2013;
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Reza et al.,, 2013; Gimenez et al.,, 2014). En la Tabla 11, se presentan algunas

aplicaciones del AS en plantas o frutos.

Tabla 11. Algunas aplicaciones y efecto del acido salicilico en plantas de importancia

economica.
Acido Aplicacion Efecto Referencia

Salicilico

100 uM En hojas de calabaza Reduccién de los sintomas Radwan et al.
(Cucurbita pepo cv. causados por el virus, en el (2000)
Eskandarani), contra el virus | pretratamiento y después de
del mosaico amarillo la inoculacién

1 y 2 mM | Planta y frutos de la fresa Disminucién del ataque del Babalar et al.

L1 (Fragaria ananassa cv. hongo y prolongacién de la (2007)
Selva), contra el hongo calidad de los frutos en
Botrytis cinerea postcosecha

1 mM Plantas de maiz (Zea mays Se incrementa el peso de Gunes et al.
L., Hamidiye F1) expuestas a | materia seca en condiciones | (2007)

40 mM de NaCl. Se reduce el | de salinidad
peso en la materia seca

100 mM En las hojas de haba (Vicia Reduce los sintomas, Radwan et al
faba cv Giza 461) contra el incremento en el niumero de | (2008)
virus del mosaico amarillo hojas y en la altura

1 mM Aplicacion foliar en la planta | Redujo el ataque de Chitra et al
de cacahuate Alternaria alternata (2008)

200 uM Aplicacioén foliar y a través Hubo una alta resistencia Mandal et al.
de la raiz, contra Fusarium sistémica adquirida (2009)
oxysporum f. sp. lycopersici
en tomate

500 uM Plantas de Chicharo (Pisum Las semillas pretratadas con | Popova et al.
sativum L., cv. Ran) AS, restauraron en 33% los (2009)
expuestas a 5 uM de niveles de clorofila
Cadmio, muestran los
efectos toxicos

1y 2mM En frutos de granada (Punica | Se redujo el dafo por la Sayyari et al.
granatum) puestos en refrigeracion y mantuvo su (2009; 2011)
refrigeracion calidad nutritiva

1, 0.01, Aspersion en plantulas de Se incremento la altura de la | Anchondo-

0.0001 pM | fresa (Fragaria ananassa) planta, namero de hojas y Aguilar et al.
variedad Aromosa a 20 dias flores. Con 0.0001 uM se (2011)
de cultivo, con tratamiento increment6 en 23% el
hasta 40 dias numero de frutos

50 mM En el desarrollo de las Increment6 el porcentaje de | Singhy
plantulas del pepino germinacion, la longitud de Chaturvedi
Cucumis sativus la raiz y la masa seca (2012)
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2.14. El efecto del AS en hongos fitopatogenos

El AS se ha adicionado a medios de cultivo solidos o liquidos en contra de
hongos fitopatogenos. Se ha sugerido que el AS no tiene actividad antifungica
directa, pero si altera varios niveles en el desarrollo del hongo. Se observo
inhibicion en la formacion de esclerocios en Sclerotium roffsii y en Sclerotina
minor (Georgiou et al., 2000). Inhibio el crecimiento micelial del hongo
fitopatogeno Eutypa lata. En una concentracion de 1 mM y a pH 5.5 actuo
como fungistatico ya que modifico estructuralmente la pared, mitocondrias,
vacuolas y nucleo del hongo. Entre las concentraciones de 2 a 10 mM y con

pH 4 tuvo un efecto fungicida (Amborabé et al., 2002).

El AS en concentraciones de 200 a 2000 ug ml-! y a pH 5.5 inhibi6 el desarrollo
micelial de Fusarium oxisporum (Saikia et al., 2003). En la concentracion de
800 mg L-! inhibi6 el crecimiento del micelio y redujo la germinacion de las
conidias. Sin embargo, en las concentraciones de 200 y 400 mg L-1 se observo
un efecto contrario, ya que estimulo el desarrollo micelial de F. oxisporum. En
la concentracion de 100 mg LI el AS redujo el peso de la biomasa seca del
micelio en un 52% (Wu et al., 2008). En la concentracion de 4 pmol ml-! redujo
el crecimiento micelial de los hongos Alternaria y Verticillum en 13% y en

Sclerotina en 17% (Forchetti et al., 2010).

En la concentracion de 800 uM a 1 mM de AS, no hubo germinaciéon de las
conidias de Fusarium graminearumy en concentraciones entre 3 a 20 mM, no
hubo desarrollo micelial de este fitopatogeno que parasita a la planta del trigo

(Qi etal, 2012).

2.15. Aplicacion y efecto del AAS

En la aplicacion del AAS en especies de Ganoderma, se tiene unicamente el

siguiente estudio:
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Se adiciono6 el AAS, como aspirina, a medios de cultivo papa dextrosa agar
(PDA) y medio liquido con dextrosa y papa (PDB) en el desarrollo micelial de
una cepa de G. lucidum. La finalidad fue inducir aumento en la produccion del
acido ganodérico, provocando la apoptosis celular. Sin embargo, en este
estudio no se determind la actividad volumeétrica de lacasas ni de proteinas

(You et al., 2013).

Finalmente, como se observo, existen pocos trabajos en el cultivo de especies
de Ganoderma en substrato sélido, igualmente en el desarrollo micelial y en la

produccion de lacasas y proteinas.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Meéxico tiene una gran cantidad de recursos genéticos nativos que deben ser
aprovechados para obtener de ellos los mejores beneficios. De manera
particular, los hongos pertenecientes al género Ganoderma se han estudiado
muy poco en México y no se ha realizado el cultivo comparativo de sus especies
para determinar sus propiedades funcionales y medicinales. Varias especies
de Ganoderma han adquirido alta relevancia en la medicina moderna, debido
a que presentan compuestos bioactivos, que han demostrado ser eficientes en
el tratamiento de varias enfermedades como el cancer, hepatitis, artritis,
leucemia, diabetes, hipertension, entre otras (Paterson, 2006; Cilerdzi¢ et al.,
2014; Cor et al., 2014; Postemsky et al., 2014; Heleno et al., 2012; Calvifio et
al., 2012; Zong et al., 2012).

Debido a la importancia que tiene G. lucidum como un hongo funcional con
propiedades nutra y nutricéuticas, se requiere de un intenso cultivo para
satisfacer la gran demanda que hay en los mercados internacionales.
Particularmente en Meéxico, anualmente se generan 474,000 ton de
subproductos agricolas, agroindustriales y forestales (Martinez-Carrera et al.,
2007) que en parte se pueden aprovechar para el cultivo de especies de

Ganoderma.

Por otro lado, el acido acetilsalicilico (AAS) ha demostrado tener efectos
metabolicos relevantes sobre especies vegetales y animales. Sin embargo, no
se ha investigado su efecto en las especies fungicas; se desconoce el efecto del
AAS sobre el crecimiento, desarrollo micelial y reproductivo de los hongos

comestibles, particularmente del género Ganoderma.

En esta investigacion se cultivaron comparativamente nueve cepas del género
Ganoderma en aserrin de encino; se estudio a nivel de laboratorio el efecto del
AAS como inductor en el desarrollo micelial y en la produccion de proteina y

enzimas (lacasas), de una cepa seleccionada, y el cultivo de esta misma cepa
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en substrato solido (aserrin de Quercus spp.) con la adicion de AAS en tres

concentraciones.

Con los resultados se puede tener la posibilidad de cultivar cepas de

Ganoderma en substratos forestales en diferentes regiones del pais.
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4. HIPOTESIS

4.1 Las cepas de Ganoderma de recursos genéticos nativos, cultivadas en
aserrin de encino, desarrollan basidiocarpos bien diferenciados con

buenos rendimientos.

4.2 La adicion del acido acetilsalicilico en cultivo liquido de una cepa de G.
lucidum, tiene efecto positivo como inductor en la produccion de lacasas y

proteinas.
4.3. La adicion del acido acetilsalicilico en tres concentraciones en cultivo

solido (aserrin de encino) de una cepa de G. lucidum incrementa el

rendimiento en la produccion de basidiocarpos.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Obtener basidiocarpos de cepas de Ganoderma de recursos genéticos nativos
y determinar el efecto del AAS en el cultivo de una cepa de G. lucidum tanto en
medio liquido como en medio solido, en la produccion de lacasas y proteinas,

y de basidiocarpos respectivamente.

5.2. Objetivos particulares

5.2.1. Realizar el cultivo en aserrin de encino (Quercus spp.) de recursos
genéticos nativos del género Ganoderma para determinar las condiciones

ambientales en que se desarrollan y analizar sus rendimientos.

5.2.2. Cultivar una cepa seleccionada de G. lucidum en medio liquido (PDB)
con la adicion de AAS como inductor para determinar la actividad

volumeétrica de lacasas y proteinas.

5.2.3. Cultivar una cepa de G. lucidum en aserrin de encino con la adicion de

tres concentraciones de AAS para evaluar la produccion de basidiocarpos.

5.2.4. Formular una estrategia tecnologica con potencial de aplicacion en la

produccion comercial de especies de Ganoderma.

33



6. MATERIALES Y METODOS

Cepas de Ganoderma

ETAPA I

ETAPA II

Cultivo de nueve cepas de
Ganoderma en aserrin de
encino

y

Incubacion en moédulo

A 4

Obtencién y cosecha
de basidiocarpos

v

Caracterizaciéon de
basidiocarpos,
eficiencia biologica,
ciclo de vida

Seleccionar una cepa
para continuar el
cultivo

Siembra en PDA y
PDB de la cepa CP-
145 con adicién de
AAS 100 uM

\ 4

Evaluacion del area
de crecimiento,
produccién de
lacasas y proteinas

\ 4

Determinar los
tiempos en la
produccién de
lacasas y proteinas.

\ 4

Figura 1. Diagrama de trabajo para el cultivo de nueve cepas de Ganoderma; la determinacién
del efecto del acido acetilsalicilico (AAS) en la produccion de lacasas y proteinas en la cepa CP-
145 de Ganoderma lucidum, asi como la obtenciéon de basidiocarpos en aserrin de encino con

A 4

Resultados y

ETAPA III

A 4

Cultivo en aserrin
de encino de la cepa
CP-145 con adicion
de AASen 3
concentraciones

\ 4

Incubacion en
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|

Obtencién y cosecha
de basidiocarpos

\ 4

A

discusion
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basidiocarpos,
eficiencia biolégica,
ciclo de vida

adicion de AAS en tres concentraciones.
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6.1. Material biologico

Se utilizaron nueve cepas del género Ganoderma que se encuentran
depositadas en la Unidad de Recursos Genéticos de hongos comestibles y
medicinales (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados Campus Puebla, las
cuales tienen las siguientes claves o registros: CP-145, CP-389, CP-395, CP-
399, CP-405, CP-434, CP-447, CP-450 y CP-514. La mayoria de las cepas

provienen del Estado de Morelos, México.

Con base al analisis de las secuencias de la region ITS-DNA, las cepas CP-145,
CP-389, CP-395, CP-399 y CP-405 estan identificadas como Ganoderma
lucidum (Curtis) P. Karst. y las cepas CP-434, CP-447, CP-450 y CP-514 como
Ganoderma sp. (Morales et al., 2010).

6.2. Analisis estadistico

En la realizacion de las experimentaciones se utilizo el disefio completamente
aleatorio. Los datos obtenidos, se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) y a los valores de medias se les aplico la prueba de rango multiple de
Tukey con a = 0.05 para determinar los mejores tratamientos. El analisis se

realizo con el programa de computo Statistical Analysis System (SAS, ver. 9.0).
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL

ETAPA 1

7.1. CULTIVO DE NUEVE CEPAS DE Ganoderma EN ASERRIN DE

Quercus spp.

7.1.1. Resumen

Se cultivaron en substrato soélido (aserrin de Quercus spp.) nueve cepas del
género Ganoderma. El cultivo se realizo en aserrin con adicion de cal y yeso.
Se hicieron reposiciones de las UP’s con desarrollo lento, sobre el substrato
sin cal y sin yeso o en la formulacion COLPOS-17. Todas las cepas tuvieron
un buen desarrollo y formaron primordios de fructificacion, pero sélo cinco de
ellas formaron basidiocarpos diferenciados. Durante la incubacion y la
formacion de primordios de fructificacion, las condiciones ambientales fueron:
temperatura de 24 £ 2.47 °C como maxima y 12.82 = 1.86 °C como minima,
con humedad relativa maxima de 54.81 + 6.77% y minima de 34.92 £ 5.61%.
En la maduracion de los basidiocarpos la temperatura fue de 25.5 + 1.02 °C
como maxima y 18.08 = 2.4 °C como minima, con humedad relativa maxima
de 90.2 + 7.76% y minima de 81.73 + 8.74%, con iluminacion natural difusa e
indirecta. El ciclo de cultivo requirioé de 160 a 187 dias; la maxima eficiencia
biologica fue de 11.02% y la minima de 2.23%; el mayor rendimiento fue de
111.53 g/kg de peso seco del substrato y el menor fue de 22.48 g/kg de peso
seco. El indice de degradacion del substrato oscilé entre 35.51% a 44.76%. Los
basidiocarpos presentaron la forma tipica de su estado silvestre. Los
resultados indican la posibilidad de realizar el cultivo de las cinco cepas de

Ganoderma en subproductos forestales a nivel regional.
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7.1.2. Introduccion

Como se senalo, hay muy pocos trabajos en México sobre el cultivo de especies
de Ganoderma en substrato solido. De ahi la importancia de cultivar cepas
nativas para conocer las condiciones ambientales en que se desarrollan. Por
lo cual, se hizo el cultivo de nueve cepas de Ganoderma con la utilizacion del

aserrin de encino (Quercus spp.) como substrato.
7.1.3. Materiales y métodos
7.1.3.1. Propagacion de cepas y obtencion de inoculos

El medio de cultivo utilizado para la propagacion de las cepas de Ganoderma
fue papa dextrosa y agar (PDA, Bioxon). La preparacion del medio se realizo de
acuerdo a las instrucciones del fabricante (39 g en 1000 mL de agua).
Enseguida, se disolvio al calentarse en un horno de microondas, se esterilizo
en olla de presion a 121°C durante 25 minutos. Una vez tibio el medio, se vacio
en cajas Petri de 60 x 15 mm o de 90 x 15 mm con aproximadamente 12 o 30
mL, respectivamente, en una camara de flujo laminar (VECO, México). Las
cajas Petri se incubaron por 48 h para asegurarse de que no habia

contaminacion.

Para obtener los inéculos, a las cajas Petri de 90 x 15 mm con medio PDA se
les coloco en el centro un disco de 5 mm de diametro y se incubaron a
temperatura ambiente por 12 dias. Una vez desarrollado el micelio, se procedio
a tomar nuevamente discos de 5 mm de diametro para inocularse en los
medios de cultivo PDA o medio liquido de papa y dextrosa (PDB), con o sin

adicion del AAS para continuar con el estudio de la o las cepas.

7.1.3.2. Preparacion del inoculo o “semilla”

En la preparacion de la “semilla”, se siguieron las siguientes etapas: a)

humedad y esterilizacion de grano de trigo, b) inoculacion de la “semilla”.
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a) Humedad y esterilizacion del grano de trigo. El grano de trigo se hirvio en
agua durante 20 minutos, tiempo en el que alcanzo buena hidratacion y se
dejo en el agua caliente por otros 20 minutos. Posteriormente, se coloco en
una canastilla de plastico con orificios para eliminar el exceso de humedad.
Enseguida, se coloco en una tina de plastico y se le agregaron 4 g de caly 12
g de yeso por cada kg de trigo en peso seco, se homogeneizé manualmente y
se colocaron aproximadamente 250 g de este grano en frascos de boca ancha
con tapa de plastico, los que se esterilizaron en olla de presion a 121°C durante
1.5 h; se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante 14 h para pasar a la

siguiente etapa.

b) Inoculacién de la “semilla”. A los frascos con grano esterilizado se les inoculo
con fragmentos del micelio previamente desarrollado en PDA de las cepas a
estudiar. Se incubaron a temperatura ambiente (22 *= 1.5°C) con 12 h de
iluminacion y 12 h de obscuridad durante 20 dias, tiempo en el cual el micelio
invadio totalmente al grano de trigo. Se prepararon tres frascos con semilla
por cada una de las cepas. A estos frascos con micelio, se les conoce como

micelio master o F1.
7.1.3.3. Preparacion del substrato

De cada una de las nueve cepas se prepararon 4 réplicas (UP = unidades de
produccion) en aserrin de encino (Quercus spp.) con 1000 g en peso humedo.
Al aserrin de encino se le agregd cal y yeso. Sin embargo, al haber algunas
UP’s con crecimiento micelial lento, se hizo la reposicion de ellas utilizando

aserrin de encino sin cal y sin yeso o con la formulacion COLPOS-17.

Preparacion del aserrin con cal y yeso. Se pesaron 20 kg de aserrin de encino
(Quercus spp.) y se colocaron en una tina de plastico, se agregaron 615.2 g de
cal [Ca(OH)2] y 2,460.6 g de yeso (CaSO4) y se homogeneizé agregando 27.34
L de agua para obtener 65% de humedad. Enseguida, de esta mezcla humeda

se colocaron 1000 g en bolsas de polipropileno de 13.5 x 47 cm con filtro
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(Unicorn Imp. E. U. A.), las cuales se cerraron con pinzas metalicas y se
esterilizaron en ollas de presion a 121°C durante 1.5 h; se dejaron enfriar

durante 14 h para continuar con la siguiente etapa.

Preparacion de la formulacion COLPOS-17. Esta formulacion se prepar6 de
acuerdo a Sobal et al. (2010), que contiene los siguientes componentes (kg en
peso seco): 1.280 de bagazo de cana de azucar, 2.970 de salvado de trigo, 6.430
de aserrin de encino, 1.230 de aserrin de Bursera, 2.720 de olote de maiz,
0.450 de hidroxido de calcio [Ca(OH)2] y 1.800 de sulfato de calcio (CaSO4). Se
agregaron 26 L de agua para alcanzar 64.4% de humedad. Una vez
homogeneizados, se colocaron 1000 g de este substrato en bolsas de
polipropileno de 13.5 x 47 cm con filtro (Unicorn Imp. E. U. A.), se cerraron y

esterilizaron de la misma manera en que se realizo con el aserrin de encino.

7.1.3.4. Siembra en el substrato

A cada bolsa con substrato esterilizado, se le agregoé aproximadamente 100 g
de inoculo (F1) que se distribuyé homogéneamente en todo el substrato. En la
resiembra de las UP’s en aserrin de encino (Quercus spp.) sin cal y sin yeso, se
tiene las siguientes cepas: CP-395, CP-434 y CP-514. Con la formulacion
COLPOS-17 se resembraron las cepas: CP-389, CP-399 y CP-514.

Todas las bolsas (UP’s) se sellaron en la parte superior con un sellador
termoeléctrico (Impulse Sealer, UL) y en su parte externa se les anoto el tipo
de substrato, la clave de la cepa, fecha de siembra y niumero secuencial. Todo

este proceso se realizé en una camara de flujo laminar.
7.1.3.5. Determinacion del peso seco, pH y temperatura del substrato

Peso seco. El peso seco del substrato (aserrin de Quercus spp.) se determino

después de su esterilizacion. Se tomaron cinco muestras con 10 g en peso
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humedo por cada una, se deshidrataron en un horno (Felisa, México) a 95°C

durante 24 h. Enseguida se registro el peso seco de cada muestra.

pH. La determinacion del pH del substrato se realizo después de su
esterilizacion. Se hicieron repeticiones con 10 g en peso humedo del substrato
y se agregaron 10 mL de agua destilada y estéril (Hycel). En las lecturas se
utilizo un potenciometro (Conductronic 20) previamente calibrado con pH 7 y

con pH 4 (J:T: Baker, México). Al mismo tiempo se tomo la temperatura en °C.

Ademas en el substrato residual, después de la cosecha, se midi6 el pH y la
temperatura en 3 UP con 5 g de substrato himedo y 10 mL de agua destilada,

por cada cepa cultivada.

7.1.3.6. Incubacion de las unidades de produccion

Las cepas se incubaron en las condiciones ambientales de un modulo
construido con material de herreria de acero inoxidable y laminas de
policarbonato, cuyas medidas son de 3.5 m de largo x 3.0 m de anchoy 2.5 m
de altura. Durante la incubacion se observo el porcentaje y los dias en los que
el micelio cubrio al substrato, los dias para la formacién de primordios de

fructificacion y los dias para la abertura de las UP’s.

7.1.3.7. Fructificacion y cosecha de los basidiocarpos

Tres de las nueve cepas, fueron mas precoces en la colonizaciéon micelial y
formacion de los primordios de fructificacion y se llevaron al moédulo de
produccion del COLPOS Campus Puebla. Las seis cepas restantes
permanecieron en el modulo de herreria con laminas de policarbonato, hasta
la diferenciacion de basidiocarpos en algunas cepas. Al formarse los
primordios de fructificacion, a las bolsas se les eliminaron las partes
superiores con unas tijeras y se inicié6 un riego fino con agua purificada.

Cuando los basidiocarpos alcanzaron su estado adulto se cosecharon con un
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cuchillo eléctrico (Cuisinart) cortandolos al ras del substrato, incluyendo la

biomasa que algunos de ellos formaron.

La biomasa es el micelio compactado que tiene forma plana, semiplana a
semiesférica, blanquecina o blanco grisacea, de la cual surgen los primordios

de fructificacion para formar los basidiocarpos.

El basidiocarpo y la biomasa se pesaron por separado en una balanza
(METTRIA, TH-II) y ambos se cortaron en fragmentos de 1 a 1.5 cm con el
cuchillo eléctrico y se deshidrataron en un horno (Felisa, México) a 35 °C
durante 48 h. Se obtuvo el peso seco de ambos y por separado se colocaron
dentro de una bolsa plastica, la cual se etiquetdé y selld6 con un sellador

termoeléctrico (Impulse Sealer, UL) y se refrigeraron a -20 °C.

7.1.3.8. Caracterizacion de los basidiocarpos

En los basidiocarpos cosechados se consideraron las caracteristicas
macroscopicas del pileo como son la forma, color, ancho, largo, grosor, y color
del himenio. Del estipite se considero el color, largo, ancho y grosor. En las

UP’s se observo el numero de basidiocarpos bien diferenciados.

7.1.3.9. Rendimiento, eficiencia bioldogica e indice eficiente de

degradacion

El rendimiento de la produccion de los basidiocarpos se determiné mediante
la formula:

Y =X/S
En la que se expresa el peso en gramos del basidiocarpo por kilogramo de
substrato en peso seco (g/k Ps). El rendimiento (Y) es el promedio de los
basidiocarpos o biomasa (X) de cada UP multiplicado por 1000 entre el peso

seco del substrato (Pss) (Sanchez y Royse, 2001).
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La eficiencia biologica (EB) se calculo de acuerdo a Royse y Sanchez (2008) y
se determina como la relacion entre el peso fresco de los basidiocarpos
producidos (Pfb) y el peso seco del substrato (Pss), expresado en porcentaje.
La formula es la siguiente:

EB= (Pfb/ Pss) x 100

Se determind el indice eficiente de degradacion del substrato, y para ello, se
tomaron muestras residuales de cada una de las cepas en estudio. La formula

para la determinacion es:

Peso seco inicial del substrato — peso seco final después de la cosecha X 100
Peso seco inicial del substrato

7.1.4. Resultados

Las cepas en estudio forman parte de la Unidad de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles y Medicinales (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados
Campus Puebla. En la Tabla 12, se presenta el numero de registro, la especie,

procedencia y el substrato en que se encontraron creciendo los especimenes.
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Tabla 12. Cepas de Ganoderma utilizadas en el presente estudio.

Cepa Especie Procedencia msnm Substrato
CP-145 | Ganoderma Estado de Morelos 2000 | Madera en
lucidum (Curtis) P. descomposicion
Karst.
CP-389 | G. lucidum (Curtis) | Buena Vista del 2300 | Quercus sp.
P. Karst. Monte, Morelos
CP-395 | G. lucidum (Curtis) | Buena Vista del 2300 | Quercus sp.
P. Karst. Monte, Morelos
CP-399 | G. lucidum (Curtis) | Cd. Chapultepec, 1200 | Casuarina sp.
P. Karst. Morelos
CP-405 | G. lucidum (Curtis) | Estado de Morelos 1800 | Quercus sp.
P. Karst.
CP-434 | Ganoderma sp. Sierra Norte, Puebla | 3100 | Pinus sp.
CP-447 | Ganoderma sp. Mexicalcingo, Estado | 3200 | Quercus sp.
de México
CP-450 | G. lucidum (Curtis) | Tepoztlan, Morelos 2000 | Quercus sp.
P. Karst.
CP-514 | Ganoderma sp. Reserva La Mancha, 0 No determinado
Veracruz

7.1.4.1. Variables evaluadas
Incubacién y formacion de primordios de fructificacion

Las temperaturas en el interior del modulo de herreria durante la incubacion
y formacion de primordios de fructificacion, fueron de 24 = 2.47 °C como
maxima y de 12.82 + 1.86 °C como minima, con humedad relativa maxima de
54.81% 6.77% y minima de 34.92 + 5.61%, con 12 h de luz natural difusay 12
h de obscuridad.

Las cepas que formaron primordios de fructificacion sembradas en aserrin con
cal y yeso fueron: CP-145, CP-389, CP-447, CP-450, CP-434, CP-405; las
sembradas en aserrin solo: CP-395 y CP-514; en la formulacion COLPOS-17:
CP-399. A pesar de lo anterior, no todas las cepas formaron basidiocarpos

adultos.
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A quince dias de incubacion, el micelio de las cepas CP-145 y CP-450 cubrio
al substrato en un 100%, mientras que en las cepas CP-395 y CP-405 el
micelio lo cubrio en un 90% a los 11 y 20 dias, respectivamente. El resto de
las cepas requirieron de 20 a 35 dias para la colonizacion e inclusive formaron

primordios con el substrato parcialmente cubierto por el micelio.

Las primeras cepas en presentar primordios de fructificacion fueron: CP-145,
CP-405 y CP-450, entre 20 y 33 dias de incubacion y las bolsas se abrieron
entre 50 y 53 dias, con los primordios bien desarrollados y se colocaron en el
interior del modulo de cultivo del COLPOS, Campus Puebla, para promover la
formacion de basidiocarpos. Sin embargo, a los 10 dias, los primordios
detuvieron su crecimiento y murieron (excepto la cepa CP-405, que logro

formar segundos primordios) a pesar de que se rehidrataron con agua fria.

Las condiciones ambientales en el moédulo del COLPOS fueron: temperatura
de 20.87 £ 2.34 °C como maxima y 15.5 £ 1.83 °C como minima, con un

promedio de 72.9 £ 9.53% de humedad relativa.

Las seis cepas restantes formaron primordios entre los 38 y 72 dias de
incubacion y la abertura de las bolsas fue entre 83 y 87 dias (Tabla 13, Figura
2). Estas cepas (incluyendo la cepa CP-405) permanecieron en el interior del

modulo de herreria hasta la formacion y diferenciacion de basidiocarpos.

Las cepas CP-389, CP-434, CP-447 y CP-514 primeramente formaron masas
a manera de costras (biomasa) con poros diminutos en la superficie superior

y de aqui, posteriormente surgieron los basidiocarpos (Figura 2).
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Tabla 13. Dias de incubacién, colonizacion del substrato (aserrin de Quercus spp.) y
formacion de primordios de fructificacion de nueve cepas de Ganoderma.

% y (dias de

Dias para la

colonizacion formacioén de Dias de abertura de
Cepa micelial) primordios de las UP’s
fructificacion

CP-145 100 (195) 23 a 25 53
CP-389 95 (395) 50 a 65 85
CP-447 95 (23) 41 a 43 86
CP-450 100 (195) 31 a 33 53
CP-399 90 (25) 45-48 87
CP-434 80 (20) 38 a 47 83
CP-405 90 (20) 20 50
CP-395 90 (11) 25 a 27 53 a55
CP-514 50 (11) 47 a 51 72

45




Figura 2. Primordios de fructificacion de cepas de Ganoderma cultivadas en aserrin
de encino (Quercus spp.), excepto la cepa CP-399 cultivada en la formulacion
COLPOS-17. 1: CP-145; 2: CP-405; 3: CP-450; 4: CP-395; 5: CP-399; 6: CP-434; 7:
CP-514; 8: CP-389 y 9: CP-447.
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Fructificacion y rendimiento de las cepas

Cinco cepas formaron basidiocarpos diferenciados en una sola produccion, de
las cuales, las cepas: CP-389, CP-405 (segundos primordios), CP-434 y CP-
447, fueron sembradas en aserrin con cal y yeso; las cepas CP-395 y CP-434
fueron sembradas en aserrin solo. Como se observa, la cepa CP-434, produjo
basidiocarpos en ambos substratos. En el ciclo de cultivo, la cepa CP-395, fue
la mas precoz al requerir de 160 dias para la cosecha de los basidiocarpos,

mientras que en las otras cepas el ciclo fue entre 183 y 187 dias (Tabla 14).

La cepa CP-405 form6 mas de cuatro primeros primordios de fructificacion a
los 20 dias de incubacion, mientras que las cepas restantes formaron de uno

a dos primordios entre 25 y 65 dias.

Las condiciones ambientales durante la maduracion de los basidiocarpos en
el médulo de herreria, fueron de 25.5 £ 1.02 °C como maxima y de 18.08 + 2.4
°C como minima, con una humedad relativa maxima de 90.2 + 7.76% y minima

de 81.73 £ 8.74%, con iluminacioén natural difusa e indirecta.

El maximo rendimiento fue para la cepa CP-434 con 111.53 + 33.8 g/kg de
peso seco del substrato y el minimo fue para las cepas CP-395 y CP-405
(segundos primordios) con 22.48 + 10.28 g/kgy 41.0 + 10.2 g/kg de peso seco
del substrato, respectivamente; mientras que las cepas CP-447 y CP-389
mostraron buenos rendimientos con 94.77 + 14.7 g/kgy 92.31 £+ 24.9 g/kg de

peso seco del substrato, respectivamente.

Las eficiencias biologicas fueron bajas, los valores estuvieron entre 2.23 *
1.02% y 11.02 + 3.34 %. En el indice de degradacion del substrato, las cepas
CP-434, CP-389 y CP-447, alcanzaron 43.37 = 1.6%, 44.7 £ 6.0% y 44.76 t
1.9%, respectivamente y las cepas CP-395 y CP-405, obtuvieron 35.51 +4.7%
y 37.84 + 0.3%, respectivamente (Tabla 14).

47



Tabla 14. Dias del ciclo de cultivo, eficiencia biologica, rendimiento e indice de
degradacion del substrato (aserrin de encino, Quercus spp.) en cinco cepas de

Ganoderma con n = 4.

Cepa Ciclo Eficiencia Rendimiento Indice de

de biologica (%) (g/kg Pss¥) degradacion
cultivo (%)
(dias

CP-389 187 9.29+2.5 92.31 +24.9 44.7 £ 6.0
CP-395 160 2.23+1.02 | 22.48£10.28 | 35.51+4.7
CP-405 184 4.1 £1.02 41.0 £ 10.2 37.84 +0.3
CP-434 183 [11.02+3.34| 111.53+33.8 | 43.37%£1.6
CP-447 187 9.6 £ 1.5 94.77 + 14.7 44.76 + 1.9

*Pss = peso seco del substrato
Para calcular la eficiencia biologica, se tom6 como promedio del peso seco en 1000 g

de aserrin de encino humedos la cantidad de 439.59 g.

Caracterizacion de los basidiocarpos

La morfologia de los basidiocarpos fue como de abanico, de rin6n y auriculada.
El color del pileo fue variable, café amarillento, grisaceo y rojizo; el himenio fue
blanquecino y blanco-grisaceo. El diametro del pileo fue variable y algunos
basidiocarpos no presentaron estipite. Las medidas del pileo y del estipite, se

presentan en la Tabla 15.

Al parecer, los basidiocarpos obtenidos presentaron la forma tipica de los
especimenes silvestres (Figura 3). Esto corrobora que las condiciones
ambientales para el cultivo y las fructificaciones de las cepas fueron

adecuadas. No asi para aquellas cepas que no lograron formar basidiocarpos.
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Figura 3. Basidiocarpos adultos de las cepas de Ganoderma cultivadas en aserrin de
encino (Quercus spp.). CP-434:1 y 2 cara superior del pileo, 3 cara inferior. CP-405:
4 y 5 cara superior del pileo, 6 cara inferior. CP-389: 7 y 8 cara superior del pileo, 9
cara inferior. CP-447: 10 y 11 cara superior del pileo, 12 cara inferior. CP-395: 13
cara superior del pileo, 14 cara inferior.
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Tabla 15. Caracteristicas morfologicas y medidas de los basidiocarpos de las cepas
cultivadas en aserrin de encino (Quercus spp.), pertenecientes al género Ganoderma.

Largo,
Largo, ancho y anchoy
Tipo de Formadel | Color del pileo Laca Cuticula | Color del grosor del pileo grosor del
Cepa crecimiento pileo himenio (cm) estipite (cm)
46x3.6x2
CP-389 Solitario Abanico Café rojizo Ausente Lisaa Blanco 9.2x9.8x1.9 2.8x2.2x2
rugosa 4X6.4X1.7
CP-395 Solitario Abanico Rojizo Presente Lisa Blanco 85x6.7x2.1 94x2x1.4
Blanco, 45x25x0.8
CP-405 Agregado | Auriculada | Rojo obscuro | Presente Lisa n:::fdiillr 25x24x09 Sin estipite
74x104x1.6
CP-434 Solitario Reniforme Café rojizo Ausente Lisa Blanco 24x28x0.9 4x3x1.6
45x5x1.1
- . - . . Blanco . -
CP-447 Solitario Abanico Griséaceo café | Ausente Lisa griséceo 1.8x2.7x15 Sin estipite

pH inicial y final en los substratos

En la Tabla 16 se presentan los valores del pH y la temperatura en °C, en el

substrato esterilizado antes de inocularlo y en el substrato residual después

de la cosecha de los basidiocarpos. El pH inicial fue cercano a 7, mientras que

el pH final descendi6 a valores cercanos a 4, lo que significa que el micelio fue

acidificando el substrato a medida que se desarrollaron los basidiocarpos.

Tabla 16. Valores de pH y temperatura en el substrato de aserrin de Quercus spp.
antes de la siembra y después de la cosecha de los basidiocarpos en cepas de

Ganoderma.
Cepa | pH inicial | Temperatura inicial °C | pH final | Temperatura final °C
CP-389 6.7 23.1 3.8 25.3
CP-395 6.92 20.15 4.05 24.9
CP-405 6.92 20.15 4.35 24.5
CP-434 6.92 20.15 4 24.9
CP-447 6.7 23.1 4.32 23.9
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7.1.5. Discusion

Los resultados aqui obtenidos, son similares en parte con reportes previos en
el cultivo de G. lucidum sobre aserrin de diferentes plantas o en residuos
agroindustriales, pero son inferiores en el ciclo de cultivo (en este estudio: 160-
187 dias contra 20-25 dias presentados por Gonzalez-Matute et al., 2002) y en
la EB (en este estudio: 2.23%-11% contra 34.9% y 80%, registradas por Peksen
y Yakupoglu, 2009; Manavalan et al., 2012, respectivamente) (Tabla 10).

Probablemente, la variacion en la temperatura (25.5 + 1.02 °C como maxima y
de 18.08 + 2.4 °C como minima), la concentracion de CO2 (no registrada) y la
iluminacion (luz natural y difusa), fueron factores determinantes en el ciclo de
cultivo y en la formacion y maduracion de los basidiocarpos, ya que no se
mantuvo la temperatura entre 24 °C y 28 °C durante el desarrollo de los
basidiocarpos como lo senialaron Zhou et al. (2012) (seccion 2.10). Tal vez la
no maduracion de basidiocarpos en las cuatro cepas, fue afectada por las

condiciones ambientales anotadas y por la falta de algin suplemento.

Se ha comprobado que al agregar salvado de trigo o malta al aserrin, se eleva
el rendimiento (Gonzalez-Matute et al,, 2002; Yang et al., 2003; Erkel, 2009)
(Tabla 10). Es importante considerar que en el cultivo sobre substratos
solidos, el rendimiento depende de la especie, de la cepa, del substrato y de
las condiciones ambientales en que se lleve a cabo, tal y como lo senalaron

Zhou et al. (2012).

En este estudio, el valor del pH inicial del substrato fue entre 6.7 y 6.92; el
final fue entre 3.9 y 4.35 (Tabla 16). Peksen et al. (2011) cultivaron G. lucidum
sobre aserrin de Quercus sp. y senalaron que los valores del pH descendieron

al final del cultivo, lo cual coincide con el presente trabajo.

La morfologia de los basidiocarpos fue como de abanico o de rinon. El color del
pileo fue café amarillento, grisaceo o rojizo; predominé la cuticula lisa; el

himenio fue blanquecino y blanco-grisaceo. Las medidas del pileo fueron entre
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1.8cmx2.7cmx1.5cmy9.2cmx9.8cmx 1.9 cm (largo, ancho y grosor),
mientras que las medidas del estipite cuando estuvo presente fueron entre 2.8
cmx22cmx2cmy94cmx?2cmx 1.4 cm (largo, ancho y grosor) (Figura

3, Tabla 15).

Las medidas del pileo coinciden en parte con trabajos previos en el cultivo de
G. lucidum en aserrin de Acacia confusa y residuo de soya, cuyas medidas
fueron de 7 cm de largo x 5 cm de ancho (Hsieh y Yang, 2004), y en el cultivo
sobre aserrin de Acacia confusa en diferentes mezclas con grano de vinaza y
salvado de trigo, fueronde 4.1 cmx 3.2cmyde 11 cm x 7.5 cm (largo y ancho)

(Yang et al., 2003).

Con el presente estudio, al obtener basidiocarpos diferenciados en cinco cepas
de Ganoderma, se logr6 un avance importante en el conocimiento de las
condiciones ambientales en que se obtuvieron los basidiocarpos. Las cepas
CP-434, CP- 447 y CP-389, mostraron potencial para continuar con el cultivo

sobre subproductos forestales.
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ETAPA 11

7.2. EFECTO DEL ACIDO ACETILSALICILICO EN EL DESARROLLO
MICELIAL Y EN LA ACTIVIDAD DE LACASAS Y PROTEINAS EN LA CEPA
CP-145 DE Ganoderma lucidum, CULTIVADA EN PDB CON AGITACION

7.2.1. Resumen

Se realizo el cultivo de la cepa CP-145 de G. lucidum en el medio PDB con
testigo y un tratamiento con acido acetilsalicilico (AAS) en concentracion 100
MM puestos en agitacion a 120 rpm y temperatura entre 28 °C y 29.5 °C. Para
determinar el efecto del AAS como inductor en el desarrollo micelial y en la
produccion de lacasas y proteinas, se hicieron muestreos cada 5 dias hasta el
dia 40 de incubacion. El tratamiento tuvo un efecto positivo en el desarrollo
micelial, ya que el peso deshidratado de los pellets, fue estadisticamente
superior a aquellos del peso del testigo. Para la determinacion de las lacasas,
se utilizo como substrato el ABTS a 5 mM, las cuales se detectaron en los dias
35 y 40 de incubacion en el tratamiento con AAS registrando valores de 8.99
+0.09 U/mL y 8.9 £ 0.88 U/mL, respectivamente; mientras que en el testigo
no se detecto su presencia durante los 40 dias de incubacion. En la produccion
de proteinas, los valores entre el testigo y el tratamiento no mostraron
diferencias estadisticas, excepto en el dia 30 de incubacion, en donde el
tratamiento mostré el maximo valor con mas de 60 ug/mL, que supero al valor
del testigo con 70%. Los resultados indican la posibilidad de utilizar el AAS
100 uM como un agente que estimula el desarrollo micelial, la produccion de

lacasas en el micelio de los hongos pertenecientes al género Ganoderma.
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7.2.2. Introduccion

En la aplicacion del acido acetilsalicilico (AAS) en hongos macromicetos, existe
un solo trabajo en donde se adicion6é como aspirina a los medios de cultivo de

una cepa de G. lucidum para incrementar la produccion del acido ganodérico.

En el presente estudio se determino el efecto del AAS en el desarrollo micelial
(pellets) y en la produccion de la enzima lacasa y proteinas, en el cultivo de la

cepa CP-145 de G. lucidum en medio PDB y en agitacion.

7.2.3. Materiales y métodos

7.2.3.1. Medios de cultivo, inoculacion e incubacion

El medio PDB (Difco) para el testigo y el tratamiento, se preparo siguiendo las
instrucciones del fabricante (24 g en 1000 mL de agua). Al agua destilada y
estéril para el tratamiento, se le adicioné el AAS en concentracion 100 uM. Una
vez disuelto el medio, se vaciaron 30 mL en matraces Erlenmeyer de 125 mL
con tapa de baquelita y se esterilizaron en autoclave a 12 °C durante 25
minutos. Los matraces se incubaron 48 h para estar seguros de que no habia
contaminacion. Se prepararon 50 matraces para el testigo y 50 para el

tratamiento (n = 50).

Los matraces del testigo y del tratamiento se inocularon en condiciones de
esterilidad con tres discos de 5 mm de diametro con micelio de la cepa CP-145
de G. lucidum desarrollado previamente en papa dextrosa agar (PDA) y
enseguida se colocaron en un equipo termo-agitador (Max? 4000,
Barnstead/Lab-Line) a 120 rpm a temperatura entre 28 °C y 29.5 °C, con 12

h de luz natural y 12 h de obscuridad, durante 40 dias de incubacion.

7.2.3.2. Obtencion de muestras

El muestreo se realizo en el testigo y en el tratamiento a partir del dia de la

inoculacion (dia 0) y después a cada S dias, hasta los 40 dias de incubacion.
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Se utilizaron 4 matraces del testigo y 4 del tratamiento, en donde los pellets

estuvieron mas desarrollados.

El contenido de los matraces seleccionados del testigo y del tratamiento (n =
4), con los pellets en desarrollo, se filtr6 en papel filtro (peso conocido) del
numero 2 colocado en un embudo de cola larga y éste en el interior de un
matraz quitazato, el cual se conect6 a una bomba de vacio para facilitar la
filtracion. La cola del embudo se introdujo a la vez en un tubo de ensayo en el
cual se recolecto6 el filtrado. El sobrenadante obtenido, se coloco en viales de
vidrio, los que se etiquetaron con la fecha del muestreo, senalando ademas, si
procede del testigo o del tratamiento. Enseguida, se realizé la determinacion
de las lacasas y de las proteinas. Todo este proceso se hizo en condiciones de
esterilidad en una camara de flujo laminar. Después los viales con el

sobrenadante se llevaron a refrigeracion a 4 °C.

7.2.3.3. Determinacion del peso de los pellets

El papel filtro (con peso conocido) con los pellets de las muestras procesadas,
se llevo a deshidratacion en un horno (Felisa) a 90 °C durante 24 o mas horas,

hasta obtener un peso seco constante (biomasa seca).

7.2.3.4. Determinacion de pH

Se midi6 el pH antes y después de ser esterilizado el medio PDB en el testigo y
en el tratamiento. Después se midié durante los dias del muestreo hasta el dia
40 de incubacién. Las lecturas se hicieron en el potenciometro Conductronic

20.

7.2.3.5. Determinacion de lacasas

En la determinacion de la actividad volumétrica de la enzima lacasa, se siguio
la metodologia de Bourbonnais y Paice (1990). Se preparé buffer de acetato de
sodio (J.T. Baker) 0.1 M con pH 5. Para ello, se prepararon y mezclaron dos

soluciones: la primera contuvo 3.4012 g de acetato de sodio (0.1 M) que se
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disolvio en 100 mL de agua destilada, la segunda tuvo 0.572 mL de acido
acético grado reactivo (0.1 mM) (J.T. Baker) en 100 mL de agua destilada.
Enseguida, la segunda solucion se agregb lentamente a la primera, hasta que
el pH fue de 5. La primera solucion estuvo en agitacion y la lectura se hizo en
el potenciometro Conductronic pH 120. Hecha la mezcla, se aforé a 250 mL
con agua destilada y se coloco en un frasco que se etiqueto con el nombre de

la solucion y la fecha de su preparacion.

Para la reaccion y determinacion de la lacasa, se utiliz6 como substrato
indicador la sal diaménica del acido 2, 2-Azino-bis (3-etilbenzo-tiazolin-6-
sulféonico) (ABTS, Sigma) en una concentracion de 5 mM. El ABTS se disolvio
en 10 mL de etanol grado reactivo. La soluciéon se resguardo6 en un contenedor

ambar y se mantuvo a 4 °C.

Una vez obtenida la muestra a analizar, se determiné la enzima lacasa en
microplacas de 96 pozos con fondo en “U”. El procedimiento se hizo por
columnas. En los pozos de la primera columna se colocaron 160 pL de buffer
de acetatos; 20 pL de agua (blanco) en los pozos A y E; 20 pL de cada muestra
en el resto de los pozos; 20 pL de ABTS (5 mM) en toda la columna e
inmediatamente se hizo la lectura a 420 nm de absorcion en el
espectrofotometro (lector de microplacas, Epoch BioTek), a través del programa
de analisis GEN 5. La oxidacion del substrato enzimatico se llevdé a cabo en
aproximadamente 8 minutos para presentar las lecturas. La unidad de
actividad enzimatica de la lacasa se definié como la cantidad de enzima que se

requiere para oxidar 1 pM de substrato por minuto y se expresé en U/mL.
7.2.3.6. Determinacion de proteinas

Para la determinacion de las proteinas, se siguio la metodologia propuesta por
Bradford (1976). Para ello, primero se hizo una curva de calibracion con
concentraciones que van de 0, 10, 20, 40, 60, 80 y 100 pg/mL de albumina

bovina (BSA) (Sigma). Se utilizé una microplaca de 96 pozos en forma de “U”.
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De cada concentracion se colocaron 80 uL en los siguientes pozos: del pozo 1
A al pozo 4 A se agrego6 el blanco; del pozo 1 B al pozo 4 B se agrego la
concentracion 10, del pozo 1 C al pozo 4 C se agrego la concentracion 20 y asi
sucesivamente hasta llegar a los pozos 1G al 4 G con la concentracion 100; en
los pozos 1 H al 4 H se agregé agua destilada. A partir de la columna 5, en
cada uno de sus pozos se agregaron 80 uL de cada una de las muestras.
Enseguida, a todos los pozos de las columnas utilizadas, se les agregaron 20
uL de colorante Bio-Rad Protein Assay, y la microplaca se dejo reposar durante
30 minutos en obscuridad. Al término del tiempo, se hizo la lectura en el
espectrofotometro Epoch BioTek a 595 nm. Las concentraciones de proteinas

se reportaron en ug/mkL.

7.2.4. Resultados

7.2.4.1. Variables evaluadas
Desarrollo y caracteristicas de los pellets

En los primeros S y 10 dias de incubacion se observo que los pellets del
tratamiento con AAS 100 M se desarrollaron de mejor manera. A los 20 dias
de incubacion, los pellets del testigo y del tratamiento se mostraron como
pequenas masas globosas a semiglobosas de color café-blanquecinas y
formaron una especie de costra café obscura en las paredes del matraz.
Ademas, el color del medio fue tornandose de amarillo claro a blanco
amarillento. A los 25 y 30 dias de incubacion, los pellets llenaron por completo
el medio PDB, el cual presentdé consistencia gelatinosa y se redujo

considerablemente la cantidad del medio liquido.

A los 35 y 40 dias de incubacion, practicamente el medio estaba semisolido,
los pellets se transformaron en grandes masas globosas y semiesféricas de
color café claro a blanco grisaceo e invadieron aun mas las paredes del matraz

(Figura 4).
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Dia

10

40

Testigo

Tratamiento con AAS 100 uM

Figura 4. Efecto del AAS 100 uM en el desarrollo micelial (pellets) de la cepa CP-145
de Ganoderma lucidum cultivada en PDB en agitacion a 120 rpm y temperatura entre
28 °C a 29.5 °C. Fotografias a partir del dia 10 al dia 40 de incubacién. En el testigo
numeros: 1-3, pellets en matraces; 4-6, pellets en papel filtro. En el tratamiento con
AAS 100 yM numeros: 7-9, pellets en matraces; 10-12, pellets en papel filtro.
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Efecto del AAS 100 UM en el peso deshidratado (biomasa) de los pellets

El tratamiento con AAS tuvo un efecto positivo en el desarrollo de los pellets,
ya que practicamente en todos los dias de muestreo, los pesos (g
deshidratados fueron significativamente superiores a aquellos del testigo

(Figura 5).

En el porcentaje de dominancia, el tratamiento con AAS supero al testigo a
partir del dia 15 al dia 30 con 25% a 9.7%; sin embargo, a los 35 dias de

incubacion, ya no hubo dominancia del tratamiento.
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Figura 5. Efecto del AAS 100 uM en el peso del micelio deshidratado de la cepa CP-
145 de Ganoderma lucidum cultivada en medio PDB con agitacion a 120 rpm, entre
28 °C y 29.5 °C, en comparacion con el testigo, durante 35 dias de incubacion. Se
realizo el ANOVA con n = 4; la comparaciéon de medias fue con la prueba de Tukey
con a= 0.05 (SAS, ver. 9.0).
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pH del medio PDB y del tratamiento, antes y después de esterilizados

En la Tabla 17, se presentan los respectivos valores del pH en el medio PDB

solo y con la adicion del AAS 100 uM, antes y después de haberse esterilizado.

pH en testigo y tratamiento durante la incubacion

El pH inicial (dia 0) en el testigo y en el tratamiento fue similar al pH del medio
de cultivo esterilizado. En los siguientes dias de muestreo, en el testigo a partir
del dia S al dia 35 de incubacién, el pH mostré valores de 3.53 a 4.36 y para
el dia 40, mostré un valor cercano a 5. En el tratamiento con AAS 100 uM a
partir del dia 5 al dia 25 de incubacion, el pH descendi6 con valores de 4.99 a
3.75 y del dia 30 al dia 40 de incubacion, los valores del pH aumentaron de

5.24 a 6.41 (Tabla 18, Figura 6).

Tabla 17. Valores de pH y temperatura en el medio de cultivo PDB solo y con adicion
de AAS 100 uM antes y después de su esterilizacion.

No esterilizado Esterilizado

Medio pH | Temperatura °C | pH | Temperatura °C
PDB 5.23 24 5.38 24.9
PDB+AAS 100 UM 5.07 22.8 5.10 23.9

Tabla 18. pH en el testigo y en el tratamiento con AAS 100 uM en la cepa CP-145 de
Ganoderma lucidum cultivada en PDB con agitacion a 120 rpm, entre 28 °C a 29.5 °C,
durante 40 dias de incubacion.

Dias de muestreo Testigo Tratamiento con AAS 100 yM
pH Temperatura °C pH Temperatura °C
0 5.31 24.1 5.09 23.2
5 5.1 £0.04 23.2 £ 0.09 4.99 + 0.06 22.6+0.14
10 4.06 + 0.02 23.8 £ 0.22 4.35£0.16 20.5+ 0.96
15 4.28 + 0.08 23.7 £0.15 3.79+0.2 24.25 + 0.86
20 4.09 £0.19 22.5+0.21 3.79 £ 0.02 23.6+0.17
25 3.53+£0.01 26.6 £ 0.2 3.75 % 0.03 23.55 + 0.07
30 4.54 £ 0.54 22.45 + 0.07 5.25+0.12 23.8+0.72
35 4.36 £ 0.47 22.9 + 0.95 5.24 + 0.49 23.77 £ 0.74
40 4.99 £ 0.31 22.02 £0.17 6.41 £0.41 23.35 £ 0.05
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0.06 0.16 b 0.02 0.03 0.12 0.49 0.41
b a a a a a a

Figura 6. Efecto del pH en el tratamiento con AAS 100 UM en relacion con el testigo, en la
cepa CP-145 de Ganoderma lucidum cultivada en PDB con agitacion a 120 rpm entre 28 °C a
29.5 °C, durante 40 dias de incubacion. Se realiz6 el ANOVA con n = 4, la comparacién de
medias fue con la prueba de Tukey con a= 0.05 (SAS, ver. 9.0).
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Determinacion de lacasas

La presencia de lacasas se detecto en los dias 30, 35 y 40 de incubacion en el
tratamiento con AAS 100 yM, con valores de 1.6 £ 0.5 U/mL, 8.99 + 0.09 U/mL
y 8.9 £ 0.88 U/mL, respectivamente (Figura 7).

En el testigo, durante los 40 dias de incubacion, no se detecto la presencia de
lacasas. Por lo cual, el AAS definitivamente tuvo efecto positivo en la
produccion de lacasas en la cepa CP-145 de G. lucidum, por lo que, se
considera un buen inductor que puede incrementar la produccion de lacasas

en especies del género Ganoderma.
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Figura 7. Efecto del AAS 100 uM en la produccién de la enzima lacasa en la cepa CP-
145 de Ganoderma lucidum, cultivada en PDB con agitacion a 120 rpm y a
temperatura entre 28 °C y 29.5 °C, durante 40 dias de incubacion.
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Determinacion de proteinas

Los valores de proteinas en el testigo como en el tratamiento con AAS 100 uM
no mostraron diferencias estadisticas entre si, excepto en el dia 30 de
incubacion, en donde el tratamiento mostré 63.4 ug/mL, con lo cual supero al
testigo en un 70% cuyo valor fue de 18.6 ug/mL. En el dia 25 de incubacion
hubo un descenso en los valores del testigo y del tratamiento y después en los

dias 35 y 40 mostraron ligero incremento (Figura 8).
7.2.5. Discusion

Los valores aqui obtenidos de las lacasas, no tienen comparativo, ya que no
existen estudios previos sobre la utilizacion del AAS como inductor para la
produccion de lacasas en especies de Ganoderma. Sin embargo, fueron
superiores a aquellos obtenidos con otros inductores, como el sulfato de cobre
(Spezzia, 2012), o-dianisidina (De Souza Silva et al.,, 2005), DMP (Fonseca et
al., 2010), residuos agricolas (Simonic et al., 2010), residuos del fruto amarillo
de la pasion (Zilly et al.,, 2011) y etanol, acido galico y sulfato de cobre
(Manavalan et al., 2013) (Tabla 9).

Por otra parte, el pH del tratamiento con el AAS, comenzo a incrementarse
hacia el valor de pH 6 en los dias 30, 35 y 40 de incubacion, precisamente
cuando se detecto la presencia de las lacasas. Probablemente hay una relacion

entre los valores cercanos a pH 6, con la produccion de lacasas (Figura 6).

De igual manera, no se tienen comparativos en la produccion de proteinas con
la adicion de AAS al medio de cultivo. Sin embargo, los valores de este estudio
superaron a aquellos (0.022 mg/mL y 0.025 mg/mL) registrados por De Souza
Silva et al. (2005) en el cultivo de dos cepas de Ganoderma spp. en medio
liquido con adicion de salvado de trigo. Pero son inferiores a aquél obtenido en
medio liquido con adicion de CuSO4 en concentracion 0.5 mM, con un valor

60 ug/mL (Fonseca et al., 2010).
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Figura 8. Efecto del AAS 100 UM en la produccion de proteinas en la cepa CP-145 de
Ganoderma lucidum, cultivada en PDB con agitacion a 120 rpm y a una temperatura entre 28

°C y 29.5 °C. Se realizé el ANOVA con n = 4, la comparacién de medias fue con la prueba de
Tukey con a= 0.05 (SAS, ver. 9.0).

NOTA: La metodologia y los resultados del cultivo de la cepa CP-145 de

G. lucidum en PDA, y en medio liquido PDB sin agitacion, se presentan

en el Anexo 1.
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ETAPA III

7.3. EFECTO DEL ACIDO ACETILSALICILICO EN EL CULTIVO DE LA
CEPA CP-145 DE Ganoderma lucidum EN SUBSTRATO SOLIDO

7.3.1. Resumen

Para corroborar el efecto del acido acetilsalicilico (AAS) mostrado a nivel de
laboratorio (Etapa II), se cultivo la cepa CP-145 de G. lucidum en 2000 g de
aserrin de encino (Quercus spp.) en peso humedo por cada réplica (n = 14), con
un testigo y tres tratamientos con la adicion del AAS en tres concentraciones
(10 mM, 100 uM y 1 pM). Las condiciones ambientales en la incubacion fueron
de 25.85 £ 2.09 °C como maxima y de 13.95 £ 1.64 °C como minima, con
humedad relativa maxima de 55.48 + 5.94% y 33.67 £ 7.45% como minima,
con 12 hdeluzy 12 h de obscuridad; mientras que en la etapa de fructificacion
fueron de 25.49 + 0.95 °C como maxima y de 18.07 £ 2.43 °C como minima,
con humedad relativa maxima de 90.92 + 6.05% y 82.68 + 5.6% como minima,
con luz natural indirecta y difusa. El testigo y los tratamientos formaron
primordios de fructificacion, pero no todos lograron el estado adulto. El
tratamiento con AAS 100 pM mostré un efecto positivo en la produccion de
basidiocarpos al alcanzar una eficiencia biolégica de 5.78 = 3.6%, un
rendimiento de 58.88 + 36.8 g/kg de peso seco del substrato y un indice de
degradacion de 41.16 + 3.12%, en comparacion con el testigo y con los otros
dos tratamientos cuyas eficiencias biolégicas oscilaron entre 3.13 + 1.84% y
4.83 t 2.6%, los rendimientos entre 31.6 + 18.7 g/kg de peso seco y 45.92 +
24.37 g/kg de peso seco del substrato y el indice de degradacion entre 26.2 +
2.45y 33.68 + 5.9%. El ciclo de cultivo fue de 130 a 145 dias. Los resultados
indican la factibilidad de realizar el cultivo de la cepa CP-145 de G. lucidum
sobre subproductos forestales regionales con la adicion de AAS en

concentracion 100 yM.
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7.3.2. Introduccion

No se tienen referencias sobre el cultivo en aserrin de encino de la cepa CP-
145 de G. lucidum y se desconoce el efecto que pueda tener el AAS en la
produccion de basidiocarpos. En este estudio, se realizo el cultivo de esta cepa
con la adicion del AAS en tres concentraciones, para determinar el efecto en la

produccion de basidiocarpos.

7.3.3. Materiales y métodos

7.3.3.1. Material biolégico
Se cultivo la cepa CP-145 de G. lucidum en aserrin de encino (Quercus spp.).
7.3.3.2. Preparacion de las UP’s

Preparacion de testigo. Cada réplica se preparé de manera individual. En una
tina de plastico, se coloco 1 kg de aserrin en peso seco, se le adicionaron 1300
mL de agua purificada (de garrafon) y se homogeneizé manualmente. De este
substrato humedo se colocaron 2000 g en una bolsa de polipropileno de 13.5
X 47 cm con filtro (Unicorn Imp. E. U. A.), se cerr6 en la parte superior con

pinzas metalicas.

Preparacion de tratamientos con AAS. Las bolsas de los tratamientos se
prepararon de manera similar a la del testigo, excepto que en el agua
purificada (1300 mL) se adicion6 el AAS en cada una de las tres
concentraciones requeridas. De igual manera, el peso del substrato fue de
2000 g humedos. El resto de las etapas fue como se describe en la preparacion

del testigo.

Las bolsas del testigo y de los tratamientos una vez esterilizadas (secciones
7.1.3.3y 7.1.3.4) se inocularon con 200 g de in6culo preparado previamente y

se distribuy6 homogéneamente en el substrato. Todo este proceso se realizé en
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una camara de flujo laminar. En el testigo y en los tres tratamientos con AAS,

se trabajo con n = 14.
7.3.3.3. Determinacion de las variables de estudio

Las determinaciones del peso seco del substrato, pH y temperatura,
incubacion de las UP’s, fructificacion y cosecha de basidiocarpos,
caracterizacion de los basidiocarpos, el rendimiento, la eficiencia biologica y el
indice de degradacion del substrato, se realizaron de la misma manera en que

se presentaron en la Etapa I, desde la seccion 7.1.3.5 hasta la seccion 7.1.3.9.

7.3.4. Resultados

Incubacién y formacion de primordios de fructificacion

El substrato del testigo y de los tratamientos fue colonizado por el micelio al
100% entre 11 y 20 dias de incubacion. Entre los 18 a 30 dias de incubacion,
se formaron masas semiglobosas (biomasa) blanco grisaceo, que
posteriormente se tornaron café rojizas y de ellas surgieron los primordios de
fructificacion. A los 45 y 47 dias de incubacion, se diferenciaron los primordios
y fue cuando se eliminé la parte superior de la bolsa plastica para permitir la

formacion de basidiocarpos (Tabla 19 y Figura 9).

Durante la incubacion, las condiciones ambientales dentro del modulo fueron:
temperatura maxima de 25.85 + 2.09 °C, minima de 13.95 * 1.64 °C; humedad
relativa maxima de 55.48 + 5.94% y minima de 33.67 £ 7.45%; con 12 h de luz
natural difusa y 12 h de obscuridad.

Fructificaciéon y cosecha de basidiocarpos

La fructificacion se llevo a cabo bajo las siguientes condiciones ambientales:

temperatura maxima de 25.49 = 0.95 °C, minima de 18.07 += 2.43 °C; con
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humedad relativa maxima de 90.92 + 6.05% y minima de 82.68 £ 5.6%. La

iluminacion fue natural, indirecta y difusa.

En la cosecha, el peso fresco de la biomasa fue superior al peso de los
basidiocarpos humedos. Esto es porque la biomasa se form6 en varias partes

del substrato pero no siempre surgieron basidiocarpos en ella.

El tratamiento con AAS 100 pM tuvo efecto positivo, ya que el peso de la
biomasa y de los basidiocarpos fue superior a aquellos pesos del testigo, y a la
vez, mantuvo una proporcion equilibrada entre los basidiocarpos diferenciados
y no diferenciados. Los tratamientos con el AAS 10 mM y AAS 1 uM no
mostraron efecto positivo, ya que no superaron a aquellos valores del testigo
en el peso de la biomasa, ni en el peso y numero de basidiocarpos diferenciados

(Tabla 20).

Tabla 19. Colonizacion, formacion de primordios de fructificacion y abertura de las
unidades de produccion en el cultivo de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum en
aserrin de encino como testigo y en los tratamientos con adicion de AAS 10 mM, AAS
100 uM y AAS 1 uM (2000 g de substrato en peso humedo con n = 14).

Tratamiento %, (dias de Dias para la Dias de
colonizacion | formacion de abertura de
micelial) primordios de | las unidades
fructificacion | de produccion

Testigo 100% (11) 19 a 22 47
AAS 10 mM 100% (20) 23 a 30 45
AAS 100 uM 100% (11) 18 a 22 46
AAS 1 uM 100% (11) 18 a 22 47
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Figura 9. Primordios de fructificacion a 63 dias de incubacion de la cepa CP-145 de
Ganoderma lucidum cultivada en aserrin de encino (Quercus spp.). Los primordios
surgen de la biomasa color café rojiza. A: testigo; B: tratamiento con AAS 10 mM; C:
tratamiento con AAS 100 uM y D: tratamiento con AAS 1 uM. Con n = 14 y 2000 g en
peso humedo de substrato en cada réplica.
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Tabla 20. Produccién de biomasa y basidiocarpos de la cepa CP-145 de Ganoderma
lucidum en el testigo y en los tratamientos con AAS 10 mM, AAS 100 uM y AAS 1 uM
cultivada en aserrin de encino, con n =14 y 2000 g en peso humedo de substrato por
cada réplica.

Tratamiento Peso Peso humedo Peso Basidiocarpos| Basidiocarpos
humedo de de deshidratado | diferenciados no
biomasa (g) [basidiocarpos de diferenciados

(g) basidiocarpos
(8)

Testigo 944.2 591.6 250.6 14 5
AAS 10 mM 671.4 407.3 251.5 6 15
AAS 100 pM 1244.6 758.6 350.9 9 9

AAS 1 uM 837.7 529.3 240.4 9 16

Ciclo de cultivo, eficiencia biolégica y rendimiento

El ciclo del cultivo del testigo y de los tratamientos fue entre 130 a 145 dias.
La diferencia que se observa, es por haber realizado los cortes y la

deshidratacion de los basidiocarpos en dias espaciados para cada tratamiento.

La eficiencia biologica se determiné solo para los basidiocarpos, ya que son el
objeto del cultivo, no asi las biomasas. Las eficiencias biologicas alcanzadas
por el testigo y por los tratamientos, se consideran bajos, ya que no rebasaron
el 6%. La mejor eficiencia biologica fue para el tratamiento con AAS 100 uM
con 5.78 £ 3.6%, seguido por el testigo y el tratamiento con AAS 1 UM, con
4.83 £2.6% y 4.03 + 3.24%, respectivamente. El valor mas bajo lo presento el

tratamiento con AAS 10 mM con 3.13 £ 1.84%.

El mayor rendimiento fue para el tratamiento con AAS 100 uM con 58.88 *
36.8 g/kg de peso seco del substrato, y el menor fue para el tratamiento con

AAS 10 mM con 31.6 + 18.7 g/kg de peso seco del substrato. Los rendimientos
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para el testigo y el tratamiento con AAS 1 uM fueron de 45.92 + 24.37 y 41.08
*+ 33.14 g/kg de peso seco del substrato, respectivamente (Tabla 21).

Tabla 21. Dias del ciclo de cultivo, eficiencia biolégica, rendimiento e indice de
degradacion del substrato de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum cultivada en
aserrin de encino (Quercus spp.) como testigo y en los tratamientos con AAS 10 mM,
AAS 100 uM y AAS 1 pM, con n = 14 y 2000 g en peso humedo de substrato en cada

réplica.

Promedio del Eficiencia

Tratamiento Ciclo de | peso seco (g) biolégica (%) | Rendimiento | Indice de

cultivo del substrato de (g/kg Pss*) | degradacion
(dias) en 2000 g basidiocarpos (%)
hamedos

Testigo 130 874.84 4.83 £2.6 ab 45.92 26.2+2.4
AAS 10 mM 145 929.13 3.13+£1.84Db 31.6 £ 18.7 32.32+0.7
AAS 100 uM 137 939.6 578+ 3.6 a 58.88+36.8 | 41.16 + 3.12
AAS 1 uM 139 937.6 4.03 £ 3.24 ab 41.08 £ 33.68+ 5.9

*Pss = peso seco del substrato

Caracterizacioén de los basidiocarpos

Todas las UP’s del testigo y de los tratamientos formaron primordios de
fructificacion en la biomasa cercana al filtro de la bolsa. En el substrato se
formaron de uno a dos basidiocarpos y en algunos casos el estipite se bifurco
pero generalmente un solo pileo se diferencio. Los estipites tuvieron un
alargamiento que al parecer no es normal. Los pileos se desarrollaron de
manera tipica de acuerdo a la especie, manteniendo la forma de abanico. Los
basidiocarpos jovenes presentaron en la parte superior del pileo hacia el

margen, un color rojo amarillento y en su borde externo un color blanquecino.

71



En estado adulto, el pileo adquirié un color café rojizo con la superficie lisa,
con bandas concéntricas bien marcadas. El himenio fue blanco, con pequenos
poros. Los basidiocarpos diferenciados produjeron esporas, las cuales en
esporada son de color rojo intenso. Fue caracteristica de los basidiocarpos la

presencia de laca (Figura 10).

En lo que respecta al estipite, el menor tamano fue de 2.7 cm de largo x 2.0
cm de ancho x 2.0 cm de grosor y el mayor fue de 26.5 cm de largo x 4.1 cm
de ancho x 2.1 cm de grosor. El menor tamano del pileo fue de 3.0 cm de largo
x 2.4 cm de ancho x 1.7 cm de grosor y el mayor fue de 9.0 cm de largo x 4.5

cm de ancho x 1.6 cm de grosor (Tabla 22).

Determinacion de pH y temperatura inicial y final

El pH y la temperatura inicial en el testigo y en los tratamientos se
determinaron en el substrato esterilizado. El pH final y la temperatura se
determinaron enseguida de haberse realizado la cosecha de los basidiocarpos.

El pH al final del cultivo fue acido en comparacion con el pH inicial (Tabla 23).
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Figura 10. Basidiocarpos de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum, cultivada en
aserrin de encino (Quercus spp.) como testigo y con adicion de AAS 10 mM, AAS 100
uM y AAS 1 uM. A: basidiocarpos del testigo. B: basidiocarpos en el tratamiento con
AAS 10 mM. C: basidiocarpos en el tratamiento con AAS 100 uM. E: basidiocarpos en
el tratamiento con AAS 1 uM.
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Tabla 22. Medidas del estipite y del pileo de los basidiocarpos obtenidos en el cultivo
de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum en aserrin de Quercus spp. como testigo y
con adicion de AAS 10 mM, 100 uM y AAS 1 uM. Con n = 14 y 2000 g en peso humedo

por tratamiento.

Tratamientos | Medidas del estipite (largo Medidas del pileo (largo x
x ancho x grosor) en cm ancho x grosor) en cm

Testigo 4x19x2.3 3x24x1.7
22.8x3.2x1.6 9x4.5x1.6
AAS 10 mM 6.8x2x1.6 46x4x1.6
22x3.4x1.6 6.6x59x1.8
AAS 100 uM 11x1.5x1.2 5x6.4x1.8
26.5x4.1x2.1 89x88x1.8
AAS 1 uM 2.7x2x2 41x25x1.4
16.5x2.2x 1.6 7.7%x9.3x1.9

Tabla 23. pH inicial y final del substrato conformado por aserrin de encino (Quercus
spp.) en el cual se desarrollo la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum con tres

concentraciones de acido acetilsalicilico.

Tratamiento pH Temperatura pPH Temperatura
inicial inicial (°C) final final (°C)
Testigo 4.63 24.4 3.78 25.3
AAS 10 mM 4.93 22.6 3.84 24.5
AAS 100 uM 5.37 23.8 3.77 25.5
AAS 1 yM 5.07 23.4 3.91 24.56
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7.3.5. Discusion

El cultivo de la cepa CP-145 de G. lucidum se realizo en las mismas condiciones
ambientales en que se cultivaron las nueve cepas de Ganoderma. El ciclo de
cultivo de esta cepa fue de 130 a 145. En el cultivo de las nueve cepas de
Ganoderma (Etapa I), se hizo la comparacion con trabajos previos, en los que
se utilizaron como substrato diferentes tipos de aserrin con adicion de

suplementos y en varias condiciones ambientales de cultivo (Tabla 10).

El pH inicial del substrato fue entre 4.93 y 5.3; el pH final fue entre 3.77 y
3.91, por lo que, el substrato se acidifico durante el cultivo de la cepa CP-145

de G. lucidum (Tabla 23), lo cual coincide con Peksen et al. (2011).

El tamano del pileo fue entre 3.0 cmx2.4cmx 1.7cmy9.0cmx4.5cm x 1.6
cm (largo, ancho y grosor); el tamano del estipite fue entre 2.7 cm x 2.0 cm x
20cmy26.5cmx 4.1 cm x 2.1 cm (largo, ancho y grosor) (Tabla 22). Estas
medidas coinciden con aquellas registradas por Yang et al. (2003) en el cultivo
de G. lucidum en la mezcla de aserrin de Acacia confusa con residuos del grano
de destilados y salvado de trigo en diferentes proporciones. Estos mismos
autores senalaron que la formacion de basidiocarpos diferenciados se presento
en la proporcion 80:20:00, mientras que entre las proporciones 70:20:10 y
50:50:0, los basidiocarpos fueron pequenos, algunos se ramificaron y no
formaron pileo. La alta concentracion del grano de destilados provoco

anormalidades en los basidiocarpos.

Por otra parte, Hsieh y Yang (2004) en el cultivo de G. lucidum sobre aserrin
de Acacia confusa con adicion de residuo de soya, determinaron que en la
relacion C/N 80 (control) y C/N 70, se formaron cuerpos fructiferos
diferenciados entre 30 y 33 dias, respectivamente; mientras que en la relacion
C/N 60 se formaron estipites sin pileo. En relaciones inferiores de C/N 50, no

se formaron cuerpos fructiferos.
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En el presente estudio, la formacion de cuerpos fructiferos con estipite
ramificado (sin pileo), puede atribuirse en parte al efecto que causo la adicion
del AAS. En el testigo, los basidiocarpos diferenciados registraron una
proporcion 3:1 con aquellos no diferenciados. En la concentracion AAS 100
uM, la proporcion fue 1:1, mientras que en las concentraciones AAS 10 mM y
AAS 1 uM, las proporciones de basidiocarpos diferenciados fueron de 1:3y 1:2

con aquellos no diferenciados, respectivamente (Tabla 20).

76



8. CONTRASTACION DE HIPOTESIS

En relacion a la primera hipotesis sobre el cultivo de las nueve cepas de
Ganoderma, se planted6 que se obtendrian basidiocarpos con buenos
rendimientos; sin embargo, solamente cinco de ellas formaron basidiocarpos
adultos, con diferencias en la colonizacion del substrato (aserrin de encino),
en la formacion de primordios de fructificacion, en el ciclo de cultivo y en el
rendimiento. Es probable que las bajas temperaturas durante el cultivo hayan
sido determinantes para la no maduracion de los basidiocarpos en las cuatro
cepas restantes, ademas de que el aserrin de encino requiera de alguna

suplementacion.

De las cinco cepas que formaron basidiocarpos, tres de ellas mostraron
potencial para continuar con su cultivo y proceden de altitudes entre 2300 y

3200 msnm.
Por lo tanto, la hipotesis planteada no se sostiene.

En la segunda hipoétesis, se corroboré que el acido acetilsalicilico en cultivo
liquido tuvo efecto positivo como inductor en la produccion de lacasas. EI AAS
tal vez alteré uno o varios procesos metabélicos e influencié la via o ruta de
algan precursor para la expresion de las lacasas. Se sugiere también que el
AAS fue un substrato para algunas enzimas o coenzimas que regularon el
metabolismo intracelular y tal vez estimularon la expresion de uno o mas

genes.

Entre las lacasas de los hongos, hay una gran variabilidad de isoenzimas
dependiendo del mecanismo de induccion, siendo algunas constitutivas y otras
inducibles. En algunas especies de hongos, la adicion de inductores a los
medios de cultivo, resultan en la biosintesis de nuevas formas extracelulares

(Saraiva et al., 2012), lo que probablemente sucedi6é en la cepa CP-145.
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Por otra parte, el AAS no tuvo efecto positivo en la produccion de proteinas, ya
que los valores entre el testigo y el tratamiento no tuvieron diferencias
significativas, excepto en el dia 30 de incubacion en donde fue mejor el

tratamiento. Por lo anterior, la segunda hipotesis no se sostiene.

Por lo que respecta a la tercera hipotesis, se planteé un efecto igual en todas
las concentraciones del AAS adicionadas al aserrin de encino. Sin embargo, la
concentracion 100 UM registréo el mejor rendimiento y el mayor indice de
degradacion del substrato en comparacion con las concentraciones 10 mM y

1 yM e inclusive con aquellos del testigo.

La adicion del AAS 100 uM tuvo una actividad como inductor, ya que
incremento la secrecion de lacasas y probablemente la produccion de otras
enzimas oxidativas como las celulasas y hemicelulasas, lo cual se corrobora

con el mayor porcentaje alcanzado en el indice de degradacion del substrato.

Sin embargo, la hipotesis no se sostiene ya que que hubo un efecto

diferenciado en la adicion del AAS en los tratamientos estudiados.
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9. CONCLUSIONES

1. Por primera vez en México se realizo el cultivo de nueve cepas de recursos
genéticos nativos de Ganoderma, en donde se logré la obtencion de
basidiocarpos en cinco de ellas en substrato solido conformado por aserrin de
encino (Quercus spp.). Con lo anterior, se hace una contribucion al

conocimiento de las condiciones ambientales en que se desarrollan.

2. Se determiné por primera vez, que el AAS 100 uM a nivel de laboratorio, es
un buen inductor para la produccion de lacasas en el cultivo de la cepa CP-

145 de G. lucidum en el medio PDB puesto en agitacion.

3. De igual manera, por primera vez se logro el cultivo de la cepa CP-145 de G.
lucidum sobre substrato solido (aserrin de Quercus spp.) con la adicion del AAS
en concentraciones 10 mM, 100 uM y 1 uM. Con ello, se contribuye al
conocimiento sobre las condiciones ambientales en que se desarrollaron los

basidiocarpos y a los tiempos en que se lleva a cabo el ciclo de cultivo.
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10. ESTRATEGIA PROPUESTA

Con los resultados obtenidos, es posible la aplicacion del AAS 100 uM en el
cultivo de cepas de Ganoderma spp. a nivel de laboratorio y en cultivo en
substrato solido en subproductos forestales. Sin embargo, antes de la
aplicacion de la metodologia para sectores sociales, se proponen algunas

actividades a realizar.

10.1. Actividades a realizar

» Realizar el cultivo de diferentes especies de Ganoderma en medios
liquidos (PDB, EMB, entre otros).

» Determinar otros tipos de enzimas que probablemente sean estimuladas
por el AAS.

» Realizar estudios para determinar el efecto antioxidante y
antimicrobiano en los basidiocarpos producidos en substrato s6lido con
la adicion del AAS.

» Realizar el cultivo en substratos soélidos, diferentes al aserrin de Quercus
Spp-

» Determinar la inocuidad de los compuestos bioactivos obtenidos en los

basidiocarpos cultivados con adicion de AAS.

10.2. Desarrollo de la estrategia

El conocimiento generado sobre el AAS en el cultivo de G. lucidum se llevo a
cabo en el laboratorio de hongos comestibles y medicinales del COLPOS
Campus Puebla, por lo cual, es esta institucion la que debe realizar la
transferencia de tecnologia considerando los siguientes aspectos, que entre

otros son:
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» Contar con personal altamente calificado para el manejo de las cepas de
Ganoderma y contar con las habilidades para proporcionar asesoria al
personal interesado en el cultivo de hongos, en las diferentes etapas para
obtener los basidiocarpos.

» Dedicar infraestructura, equipo, reactivos, etc., para la produccion de
basidiocarpos en substratos adicionados con AAS.

» Obtener finalmente los compuestos bioactivos para su venta o

distribucion.
10.3. Los actores de la estrategia

Es deseable que el conocimiento generado en esta investigacion sea
directamente dirigido a los sectores sociales que viven en zonas rurales, para
que obtengan un beneficio econoémico con la produccion de estos hongos

medicinales.

Sin embargo, se necesita de la participacion de diversas instituciones
gubernamentales y de las organizaciones interesadas en el cultivo de
Ganoderma para obtener apoyo financiero e implementar la infraestructura
necesaria para el cultivo del hongo. Pero sobre todo, tener un amplio mercado

para la venta del o de los productos del hongo.

También es importante la participacion de investigadores que se encuentran

en centros académicos como son las universidades publicas o privadas.

El conocimiento generado en esta investigacion, abre la posibilidad de
aprovechar los recursos genéticos nativos para incrementar la produccion de
los basidiocarpos de especies de Ganodermay por ende, una mejor produccion

de compuestos bioactivos.
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10.4. Paquete tecnolégico

En la realizacion del cultivo en substrato sé6lido de especies de Ganoderma, se
requiere de manera fundamental tener el inoculo o “semilla”. Para esto, es
recomendable establecer convenios con los productores del hongo para que
adquieran el inoculo en el laboratorio de hongos del Colegio de Postgraduados

Campus Puebla.

N
Personal para la Personal capacitado
produccién de indculos

con especies de o e?,aé?fjﬁ\s,gré?ﬁgﬂgfs KActores de la estrategiax
Ganoderma J productores de hongos
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gubernamentales,
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Institutos,

) organizaciones no

l gubernamentales,
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Imparticion de ursos Qompradores del hongo/

o talleres l

Infraestructura para
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l
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Figura 11. Diagrama propuesto para la estrategia a desarrollar en el cultivo de
especies de Ganoderma.
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En el cultivo sobre substrato solido (aserrin de Quercus spp.), se requiere tener

las siguientes areas, materiales y equipo:

1. Area de almacenamiento y preparacién del substrato
Se requiere de una especie de almacén para guardar y conservar en buen
estado los materiales forestales a utilizar. Puede ser un area de 4 m de largo x
3.5 m de ancho y 2.80 m de altura. Para esta area se recomienda que se tengan
unas dimensiones de 3 m de ancho por 3 m de largo y la altura de 3 m. Es
necesario mantener bajas humedades relativas. Un espacio al lado de esta
area, para preparar (cortar o aserrar los troncos del encino), humectar y llenar
las bolsas a sembrar con la cepa o cepas de Ganoderma. El area puede ser de
3 m largo x 2.5 m de ancho x 2.5 m de alto, con ventilacion, de preferencia con
extractor eléctrico.
Material:

» Maquina cortadora de lefios para obtener el aserrin de encino.

» Cajas de plastico para guardar el aserrin.

» Bascula granataria para pesos de substrato de 1 a 10 kg.

» Tina de plastico grande para humectar y homogeneizar el aserrin.

» Pala de metal para mezclar los diversos ingredientes

» Bascula granataria con capacidad maxima de 2 kg.

» Ollas de presion de 21 litros o de preferencia 1 autoclave.

» 4 Parrillas con quemadores para gas LP.

» Bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm (Unicorn Imp. E.U.A).

*» Pinzas de presion metalicas.

* Probetas graduadas de 500 a 1 litro.

* Pinzas metalicas para cerrar las bolsas ya con el substrato.

» Marcadores de tinta negra.

» Masking Tape.

» Mesa metalica para colocar las bolsas mientras se preparan antes de su

esterilizacion.
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En cuanto al peso recomendado del substrato formado por el aserrin de encino,

se propoene que sea de 2000 g humedos, sin adicion de cal o yeso.

2. Area de inoculacién o siembra en el substrato
Se requiere de un espacio de 3 m de largo x 2.5 m de ancho. Se debe evitar la
entrada de aire ambiental. Esta area de preferencia debe estar desinfectada.

Aun mas, el aire circulante, de ser posible que sea estéril.

Materiales y equipo:
*» Campana de flujo laminar con norma ISO 9002 (filtro tipo HEPA).
» Balanza granataria de 1 a 10 kg.
*» Desinfectante (alcohol o hipoclorito de sodio al 5%).
» Papel absorbente (toallas o servilletas).
*» Frascos o bolsas con el indculo o semilla (200 g humedos) para 2000 g
de substrato.
» Sellador eléctrico (para sellar las bolsas inoculadas).
* Tijeras.
» Marcadores de tinta indeleble.
» Libreta o cuaderno.

» Masking tape.
3. Cuarto para incubacion de las bolsas inoculadas

Es un cuarto de 3 m de largo x 3.5 m de ancho x 2.5 m de alto. Se debe evitar
la entrada de polvo, insectos y sobre todo de roedores. En el interior, debe

haber una iluminacion natural pero indirecta.

Material:
» Estantes metalicos con 3 o 4 entrepanos.
* Termometro

= Higrometro
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4. Area de fructificacién y cosecha

En esta area debe haber el suficiente espacio para almacenar y permitir la

fructificacion de las bolsas con el substrato plenamente colonizado por el

micelio del hongo Ganoderma. El area seria de 4 m de largo x 4 m de ancho y

3 m de alto. La iluminacion debe ser natural e indirecta.

Materiales:

Estantes metalicos con entrepanos

Cuchillo de acero o eléctrico para cortar y fragmentar los hongos
Mesa para colocar los hongos cosechados

Horno de mas de 100 °C para deshidratar los hongos

Bolsas de plastico para almacenar los hongos deshidratados
Aspersora para el riego de los substratos y de los hongos.

De preferencia con riego automatizado.

Extractor de aire eléctrico.

Hidrémetro

Termometro de temperatura maxima y minima.
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12. ANEXOS

ANEXO 1

12.1. EFECTO DEL ACIDO ACETILSALICILICO EN EL DESARROLLO
MICELIAL Y PRODUCCION DE LACASAS Y PROTEINAS EN LA CEPA CP-
145 DE Ganoderma lucidum, CULTIVADA EN PDA, Y EN PDB SIN
AGITACION

12.1.1. Resumen

Se realizo el cultivo de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum en los medios de
cultivo PDA y PDB solos y con adicion de AAS en concentracion 100 uM. La
incubacion y desarrollo del micelio en el medio PDB fue en condiciones
estaticas. Inicialmente se incluyo la adicion del AAS en concentracion 10 mM
en ambos medios. Sin embargo el medio PDA no gelifico, por lo que, se agrego
10% de agar base y aun asi, no logro la consistencia normal. A pesar de ello,
el micelio se inocul6 en ambos medios preparados con AAS 10 mM, pero no
hubo crecimiento micelial. Las muestras (sobrenadantes) que se obtuvieron de
las cajas de Petri o de los matraces Erlenmeyer, dependiendo de la forma en
que se manejo el micelio, se denominaron con micelio homogeneizado (MH) o
no homogeneizado (MNH). Los muestreos se realizaron en los dias 0, 7, 14, 21
y 28 de incubacion. En el medio PDA, se evaluo el crecimiento del area micelial
y en el medio PDB se evaluo el peso deshidratado del micelio. En ambos medios
se determino el efecto del AAS 100 uM en la produccion de lacasas y proteinas.
En los resultados, en el medio PDA y en el tratamiento, no hubo diferencia
significativa en el crecimiento del area micelial. En el medio PDB hubo un
mejor desarrollo en el micelio no homogéneo (MNH) en el testigo y en el
tratamiento con AAS 100 uM, pero sin diferencias estadisticas entre ambos. El
testigo y el tratamiento con AAS 100 UM con el micelio homogeneizado (MH),

mostraron valores menores que en el MNH, sin diferencia estadistica entre
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ellos. Las lacasas y proteinas, fueron evidentes hasta el dia 28 de incubacion,
con valores para las lacasas de 2.36 y 1.78 U/mL y para las proteinas de 23.28

y 26.04 ug/mL, para el testigo y el tratamiento, respectivamente.

12.1.2. Introduccion

Con base a que no se tienen estudios a nivel de laboratorio sobre la aplicacion
del acido acetilsalicilico, se realizaron las presentes investigaciones a manera
de ensayo para definir las condiciones, los medios de cultivo en los que mejor
se desarrolla el micelio de la cepa CP-145 de G. lucidum y en los que se

determine de mejor manera la presencia de lacasas y proteinas.

12.1.3. Materiales y métodos

12.1.3.1. Material biologico

Se cultivo la cepa CP-145 de G. lucidum que se encuentra depositada en el
CREGENHC del laboratorio de hongos comestibles y medicinales del Colegio
de Postgraduados Campus Puebla, que proviene del Estado de Morelos,

México.

12.1.3.2. Medios de cultivo

Se utilizaron los medios papa dextrosa agar (PDA, Bioxon) y caldo de papa y
dextrosa (PDB, Difco). Su preparacion fue de acuerdo a las instrucciones del
fabricante. Para los tratamientos en PDA y PDB, al agua destilada y estéril
para su preparacion, se le adicion6 el AAS en las concentraciones 10 mM y
100 pM. Todos los medios se disolvieron al calentarse en un horno de
microondas; enseguida, del medio PDB se midieron 30 mL y se vaciaron en
matraces Erlenmeyer de 125 mL con tapa de rosca de baquelita; del medio
PDA se midieron otros 30 mL y se vaciaron en tubos de ensayo de vidrio con
tapa de rosca de baquelita. Los matraces y tubos con los medios PDB y PDA

se esterilizaron en autoclave a 121°C durante 25 minutos. El medio de los
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tubos de ensayo, se vacio en cajas Petri de 92 mm x 15 mm. El medio de los
matraces, permanecio en ellos. Cabe senalar que el medio PDA con la
concentracion 10 mM no gelifico, por lo que, se preparéo nuevamente con la
adicion de agar base al 10% y con ello, gelifico sin alcanzar totalmente la

solidez normal del medio de cultivo.

12.1.3.3. Inoculacion e incubacion

A las cajas Petri con PDA (testigo y tratamientos) se les inocul6 en la parte
central un disco de 5 mm de diametro, con micelio de la cepa CP-145 de G.
lucidum desarrollado previamente. A los matraces Erlenmeyer con PDB (testigo
y tratamientos) se les inoculd con tres discos de 5 mm de diametro. Todo esto
se realizo bajo la camara de flujo laminar. Las cajas Petri y los matraces se
incubaron a temperatura ambiente y en obscuridad. Los matraces
permanecieron de manera estatica. El micelio comenzé a desarrollarse
normalmente en los testigos y en el tratamiento con AAS 100 uM, no asi en el
tratamiento con AAS 10 mM, en donde definitivamente el micelio no se

desarrollo.

12.1.3.4. Dias de muestreo

El muestreo se realiz6 durante los dias: 0, 7, 14, 21 y 28 de incubacion. En el
muestreo del dia O en el medio PDA (testigo y tratamiento) se utilizé una caja
Petri. Se agreg6 al medio de cultivo un inéculo de 5 mm de diametro, con
micelio previamente desarrollado y se procesé para obtener la muestra
(sobrenadante). Para el resto de los dias de muestreo, se procesaron 3 cajas
Petri (n = 3) con el micelio del testigo y 3 cajas Petri (n = 3) con el micelio del

tratamiento.

Para el muestreo del dia O en el medio PDB (testigo y tratamiento) se utilizo el
contenido de un matraz Erlenmeyer al que se le agregaron tres inéculos de 5
mm de diametro, con micelio de la cepa CP-145. Enseguida se proces6 para

obtener la muestra. En el resto de los dias de muestreo, 6 muestras se
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procesaron de tal manera que el micelio se homogeneizo y en otras 6, el micelio

no se homogeneizo. En ambos casos 3 muestras del testigo y 3 del tratamiento.
12.1.3.5. Obtencion de muestras en PDA

En cada dia de muestreo se seleccionaron 3 cajas Petri del testigo y del
tratamiento con micelio en desarrollo. El medio de cultivo contenido en la caja
Petri se corto en cuadros de 2 cm? aproximadamente, se vaciaron en un vaso
metalico (estéril) y se agregaron 3 mL de buffer de acetato de sodio 0.1 M, pH
S, preparado fresco y ajustado con acido acético glacial 1 M. Se homogeneizo
el medio de cultivo en el equipo PRO SC-250 al colocar dentro del vaso metalico
un rotor (estéril) de 2 cm de diametro que se hizo girar a 15,000 rpm y en 2 a
3 minutos se obtuvo una mezcla semisolida, la cual, con la ayuda de una
espatula metalica (estéril), se pasé6 a un tubo (estéril) de plastico duro y
resistente de 50 mL de capacidad con tapa de baquelita (Oak Teflon FEP,
Thermo Scientific Nalgene). Enseguida, los tubos se centrifugaron a 10,000
rpm durante 5 minutos (centrifuga SIGMA 4K15 Laboratory centrigufes). De
cada tubo se extrajeron de 2.0 a 2.5 mL de sobrenadante y se colocaron en un
vial de vidrio (estéril) con tapa de rosca, el cual se etiqueté con los datos
correspondientes. El material sedimentado en el tubo se desech6. La muestra
obtenida (sobrenadante) se destiné para determinar la presencia de lacasas y
proteinas; el resto del sobrenadante en el vial se llevo a refrigeracion a 4°C.

Todo el proceso se hizo en una camara de flujo laminar.
12.1.3.6. Obtencion de muestras en PDB
La obtencion de la muestra se realizo de dos formas:

1. El liquido y el micelio contenido en el matraz, se vaciaron dentro del vaso
metalico (estéril), y se homogeneizé en el equipo PRO SC-250 de la misma
manera en que se realizo para el medio PDA. La fase semiliquida se vacio en el
tubo (estéril) de plastico de 50 mL, el cual se centrifugé a 10,000 rpm durante

15 minutos. Del sobrenadante se extrajeron 3 mL y se colocaron en un vial de
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vidrio (estéril) con tapa de rosca de baquelita. Las muestras obtenidas (3 del
testigo y 3 del tratamiento), se denominaron como micelio homogeneizado
(MH). Por otra parte, el material sedimentado en el tubo de plastico de 50 mL,
se filtré en papel filtro estéril del numero 2 con peso conocido y se deshidrato
en un horno (Felisa, México) a 95°C durante 24 h para obtener el peso seco
del micelio. Todo el procedimiento se realiz6 dentro de una camara de flujo

laminar.

2. La fase liquida con el micelio de otros 3 matraces del testigo y 3 del
tratamiento, se filtro en papel filtro estéril del numero 2 (con peso conocido),
colocado en un embudo de vidrio de cola larga (estéril). Del liquido filtrado se
extrajeron de 2 a 3 mL y se colocaron en un vial de vidrio (estéril) con tapa de
rosca de baquelita y se etiquetdo con los datos correspondientes. Estas
muestras se denominaron como micelio no homogeneizado (MNH), ya que no

se utilizé el equipo PRO SC-250.

El material residual que quedo6 en el papel filtro, se deshidratéo en un horno
(Felisa) a 95°C durante 24 h para obtener el peso seco del micelio. El proceso

para obtener la muestra se llevo a cabo dentro de una camara de flujo laminar.

12.1.3.7. Variables a evaluar
Determinacion del crecimiento del area micelial en el medio PDA

Se tomaron fotografias del micelio en crecimiento en las cajas Petri con PDA
(testigo y tratamiento) durante los dias en que se obtuvieron las muestras.
Para determinar el area de crecimiento micelial se utilizé el programa de

computo denominado ImageJ (National institutes of Health, ver. 2012).

Caracteristicas de las colonias

Se considero la forma, color, textura y densidad del micelio de los testigos y de

los tratamientos en el medio PDA. Para el caso del micelio desarrollado en el
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medio PDB, se tomaron fotografias para definir el color del micelio y del medio

liquido.

Determinaciéon de lacasas y proteinas

Para determinar la actividad volumétrica de la enzima lacasa, se siguio la
metodologia de Bourbonnais y Paice (1990). En la determinacion de proteinas
se sigui6 la metodologia de Bradford (1976). La técnica para las

determinaciones se presenta en las secciones 7.2.3.5.y 7.2.3.6.).

Medicién de pH

Se midi6 el pH inicial y la temperatura en el medio de cultivo de una caja Petri
con el medio PDA solo y con el medio PDA adicionado con AAS 100 uM. En
otro matraz Erlenmeyer se midio el pH y la temperatura inicial del medio PDB

en el testigo y en el tratamiento.

12.1.4. Resultados

Area de crecimiento micelial en PDA

El area de crecimiento del micelio en el testigo y en el tratamiento con AAS 100
MM en PDA fue similar y no hubo diferencias estadisticas entre los valores
obtenidos durante los muestreos. Por lo cual, el AAS 100 yM no mostro6 efecto
positivo en el crecimiento del area micelial. Los datos que se presentan
corresponden hasta la lectura del dia 21, porque el micelio cubri6 totalmente
el medio de cultivo entre los 15y 17 dias de incubacioén, por lo que, ya no habia

mas area que medir (Figural?2).

Simbologia de la Figura 12:

T PDA 7 = Testigo en PDA dia 7

T PDA 14 = Testigo en PDA dia 14
T PDA 21 = Testigo en PDA dia 21
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AAS 100 uM PDA 7 = Acido acetilsalicilico 100 uM en PDA dia 7
AAS 100 uM PDA 14 = Acido acetilsalicilico 100 uM en PDA dia 14
AAS 100 uM PDA 21 = Acido acetilsalicilico 100 uM en PDA dia 21

__70

E 59.4 59.4

L 60

= 49.7 49.3

@ 50 L _
0

€

40 —

2 31.8 2728

(]

2 3p —
E

(8]

220 _—
(8]

(]

@

g
\< 0

TPDA7 TPDA 14 TPDA21 AAS100puM AAS 100 uM AAS 100 p
PDA 7 PDA 14 PDA 21
Tratamientos y dias de incubacion.
Dias de incubacion
Tratamientos 7 14 21

Testigo PDA 31.8+58a(49.7+19a|59.4+0a
PDA + AAS 100 uM | 27.8+3.4a|49.3+£09a|594+t0a

Figura 12. Efecto del AAS 100 uM en el crecimiento del area micelial de la cepa CP-
145 de Ganoderma lucidum cultivada en medio PDA, con mediciones del dia 7 al dia
21 de incubacion. Se realizé el ANOVA con n = 3, la comparacién de medias fue con
la prueba de Tukey con a= 0.05 (SAS, ver. 9.0).
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Caracteristicas de las colonias

En el testigo y en el tratamiento con el medio PDA, las caracteristicas fueron
similares, por lo que, el AAS 100 UM no mostré efecto alguno en las colonias
con respecto al testigo. En los primeros 7 dias de incubacion, la densidad fue
regular, con textura fibrosa a ligeramente lanosa, con un color blanquecino.
Para el dia 14 de incubacion, la densidad fue abundante, la textura fibrosa a
ligeramente lanosa y color blanco con tonalidades amarillentas. Finalmente en
el dia 21 de incubacion, la densidad fue abundante, con textura fibrosa y color

café amarillento con tonalidades blanquecinas (Figura 13).
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Figura 13. Caracteristicas del micelio de la cepa CP-145 de Ganoderma lucidum
desarrollada en PDA y con la adicion de AAS 100 pM. Dia 7 de incubacion: 1 (testigo)
y 2 (tratamiento): densidad regular, textura fibrosa a ligeramente lanosa, color
blanquecino. Dia 14 de incubacion: 3 (testigo) y 4 (tratamiento): densidad abundante,
textura fibrosa a ligeramente lanosa, color blanco con tonalidades amarillentas. Dia
21 de incubacion: S (testigo) y 6 (tratamiento): densidad abundante, textura fibrosa y
color café amarillento con tonalidades blanquecinas.
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Caracteristicas del micelio en PDB

En el dia 7 de incubacion, el micelio del tratamiento con AAS 100 uM se
observo un poco mas desarrollado que el micelio del testigo. En el dia 14 de
incubacion, los micelios del testigo y del tratamiento cubrieron totalmente la
superficie del medio PDB y ya no se observo diferencia en el crecimiento,
ademas de que presentaron densidad abundante, textura algodonosa y color
blanquecino. Para los dias 21 y 28, el micelio en el testigo y en el tratamiento
se torn6 muy denso, compacto, con color blanquecino y manchas café
amarillentas. El medio PDB se redujo considerablemente, inclusive al tomar
las muestras, se obtenia mas o menos 1 mL de sobrenadante; se espeso, tenia
consistencia gelatinosa, el color cambi6é de amarillo claro a café amarillento.
En el dia 28 de incubacion, el micelio del tratamiento con AAS 100 uM crecio
sobre las paredes del matraz en mayor cantidad que el micelio del testigo.
Probablemente hubo estimulacion del AAS 100 UM en el desarrollo micelial de

la cepa CP-145 de G. lucidum (Figura 14).
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Figura 14. Efecto del AAS 100 UM en el desarrollo micelial de la cepa CP-145 de
Ganoderma lucidum cultivada en PDB. Dia 7 de incubacion: 1 (testigo) y 2
(tratamiento). Dia 21 de incubacién: 3 (testigo) y 4 (tratamiento). Dia 28 de
incubacién: 5 (testigo) y 6 (tratamiento).
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Peso micelial en el medio PDB

El testigo y el tratamiento con AAS 100 M con el micelio no homogéneo (MNH),
mostraron un incremento en el peso micelial que fue significativamente
superior al peso micelial del testigo y el tratamiento con AAS 100 uM con el

micelio homogéneo (MH).

En el testigo y en los tratamientos, el peso micelial fue en aumento hasta el
dia 21 del muestreo, con un ligero descenso en el dia 28. El peso del testigo
con MNH fue significativamente superior al peso del testigo con MH. El peso
del tratamiento con MNH fue estadisticamente superior al peso del tratamiento

con MH (Figura 15).

A continuacion, se presenta la simbologia para interpretar las abreviaturas de

la Figura 15:

SIMBOLOGIA:

T PDB 7 MH = Testigo en caldo de papa dextrosa agar PDB, con muestreo a los 7 dias
de incubacion y la muestra tomada con micelio homogéneo.

T PDB 7 MNH = Testigo en PDB, con muestreo a los 7 dias de incubacion y la muestra
tomada con el micelio entero, no homogéneo.

ASS100 uM PDB 7 MH= Tratamiento con acido acetilsalicilico en concentracion AAS
100 uM, en PDB, con muestreo a los 7 dias de incubaciéon y la muestra tomada con
el micelio homogéneo.

AAS100 uM PDB 7 MNH= Tratamiento con acido acetilsalicilico en concentracion AAS
100 uM, en PDB, con muestreo a los 7 dias de incubacion y la muestra tomada con

el micelio entero, no homogéneo.
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Figura 15. Efecto del AAS 100 uM en el peso del micelio seco de la cepa CP-145 de
Ganoderma lucidum cultivada en el medio PDB, durante 28 dias de incubaciéon. Se
realizo el ANOVA con n = 3, la comparacion de medias fue con la prueba de Tukey
con a= 0.05 (SAS, ver. 9.0).
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Determinacion de lacasas

a) En PDA (testigo y tratamiento con AAS 100 uM)

En los muestreos de los dias 7, 14 y 21 de incubacion, no hubo lacasas; fue
hasta el dia 28 del muestreo cuando en el testigo y en el tratamiento se
determiné la presencia de esta enzima. El testigo mostré 2.36 U/mL de
actividad volumétrica de la lacasa, valor que es superior al mostrado por el
tratamiento que fue de 1.78 U/mL; sin embargo, no fue posible determinar su
diferencia estadistica, debido a que de tres lecturas, solo una fue positiva. Por
lo que, se puede inferir que la enzima lacasa es producida en minimas
cantidades por el micelio de la cepa CP-145 de G. lucidum en el medio de cultivo
con varios dias de incubacion. Tal vez influya que el micelio en su desarrollo
consume y agota los nutrimentos del medio, y esto obliga al micelio a liberar
la enzima lacasa. Por los resultados obtenidos se puede determinar que hubo

poco efecto positivo del AAS 100 uM en la produccion de la lacasa (Figura 16).
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Figura 16. Determinacion de la enzima lacasa en el testigo (PDA) y en el tratamiento
PDA con adicion de AAS 100 uM, en el micelio de la cepa CP-145 de Ganoderma
lucidum a los 28 dias de incubacion.
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b) En PDB (testigo y tratamiento con AAS 100 uM)

Durante los dias 7, 14 y 21 de incubacion y del muestreo, hubo variabilidad
en los valores de las lacasas. Sin embargo, para el dia 28 del muestreo, los

valores fueron estables y consistentes en todos los tratamientos (Figura 17).

Los valores de la actividad volumétrica de las lacasas, fueron similares en el
testigo con el micelio homogéneo (T MH), en el tratamiento con AAS 100 yM
con el micelio homogéneo (AAS 100 yM MH) y en el tratamiento con AAS 100
MM con el micelio no homogéneo (AAS 100 uM MNH), con 3.87, 3.73 y 3.85
U/mL, respectivamente. El valor mas bajo se presentd en el testigo con el
micelio no homogéneo (T MNH) con 0.24 U/mL de actividad volumeétrica de

lacasas.
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T=Testigo; AAS 100 uM = Tratamiento; MH = Micelio homogéneo;
MNH = Micelio no homogéneo

*Datos de 1 -2 réplicas

Figura 17. Efecto del AAS 100 uM en la produccién de lacasas de la cepa CP-145 de
Ganoderma lucidum empleando micelio homogéneo y no homogéneo (n = 3), cultivado
en medio liquido PDB sin agitacion a los 28 dias de desarrollo en condiciones de
laboratorio (25 = 2 °C; en obscuridad).
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Determinacion de proteinas

a) En PDA (testigo y tratamiento con AAS 100 uM)

Los valores mas altos de las proteinas se presentaron al dia 28 del muestreo
en el testigo y en el tratamiento. El tratamiento con AAS 100 uM presento
26.04 ug/mL de proteinas que supero en 10.6% al valor del testigo, el cual fue
de 23.28 ug/mL; sin embargo, estadisticamente no hay diferencia significativa
entre ellos. Con base a lo anterior, no hay un efecto positivo del tratamiento

con AAS 100 uM en la produccion de proteinas en el medio PDA (Figura 18).
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Figura 18. Efecto del AAS 100 uyM en la produccion de proteinas de la cepa CP-145
de Ganoderma lucidum cultivada en el medio PDA a los 28 dias de desarrollo en
condiciones de laboratorio (25 £ 2 °C; en obscuridad).
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b) En PDB (testigo y tratamiento con AAS 100 uM)

Los mas altos valores de la proteina en el dia 28 de incubacion,
correspondieron al testigo con el micelio homogéneo (MH) con 100 ug/mL,
seguido por el tratamiento con AAS 100 M con 60.5 ug/mL. Los valores
obtenidos en el testigo con el micelio no homogéneo (MNH) y los valores del
tratamiento con AAS 100 UM con el micelio no homogéneo (MNH), fueron bajos,

ya que presentaron 33.4 pg/mL y 27.9 ug/mL de proteinas, respectivamente
(Figura 19).
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Figura 19. Efecto del AAS 100 uM en la producciéon de proteinas de la cepa CP-145
de Ganoderma lucidum empleando micelio homogéneo y no homogéneo (n = 3),
cultivado en el medio PDB sin agitacion a los 28 dias de desarrollo en condiciones de
laboratorio (25 + 2 °C; en obscuridad).
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12.1.5. Discusion

De manera general, en el medio PDA con la adicion del AAS 100 yM, no hubo
efecto positivo en la produccion de lacasas y proteinas. Por lo cual, el medio
PDA al parecer no es adecuado para que el hongo G. lucidum produzca lacasas
y proteinas. Por otra parte, las lecturas de las lacasas y proteinas no fueron lo
suficientemente consistentes en los primeros dias del desarrollo micelial. Lo
fueron hasta el dia 28 de incubacion. Esto fue mucho después de que el micelio

ya habia cubierto la superficie del medio de cultivo.

En el medio PDB sin agitacion, el medio liquido se agotoé de manera rapida y
el micelio se compact6. También las lacasas se presentaron en los ultimos dias
del muestreo. Es probable que el micelio al permanecer estatico no produzca

lacasas.

En cuanto a la determinacion de las proteinas, éstas se encuentran
mayormente en el micelio y al haber una homogeneizacion, son liberadas

totalmente y con ello, hay un aumento considerable en su deteccion.

En el MNH la determinacion de las proteinas se realizé en el sobrenadante sin
haber homogeneizacion y por lo tanto, la mayoria de las proteinas
permanecieron dentro del micelio, por lo cual, no fue posible determinar su
totalidad y por ello, los valores son menores que aquellos del micelio

homogeneizado (MH).

En esta experimentacion, el tratamiento con AAS 100 pM con micelio
homogéneo (MH) y con micelio no homogéneo (MNH), no mostré un efecto
positivo al compararse con el testigo, ya sea con el micelio homogéneo (MH) o

con el micelio no homogéneo (MNH).

A pesar de lo anterior, los valores del presente estudio superaron a aquellos
obtenidos por Spezzia (2012) quien registré 1 U/mL de actividad volumétrica

de lacasas en el cultivo de la cepa CP-205 de G. lucidum en el medio liquido
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EMB adicionado con CuSO4 0.1 mM, entre los 8 y 9 dias de incubacion, con el

medio en agitacion.
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