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EL ACIDO ACETILSALICILICO COMO INDUCTOR DE ENZIMAS LACASAS
PARA DESARROLLAR LAS APLICACIONES DE GANODERMA EN MEXICO

Ivan Omar Castillo Sebastian, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2016

México posee una megadiversidad de recursos genéticos, dentro de los que destacan
los recursos fungicos comestibles por su uso alimenticio y medicinal. G. lucidum
(Curtis) P. Karst. es un hongo que crece de manera silvestre en diversas regiones de
nuestro pais. El cultivo de este hongo en residuos agroindustriales es una alternativa
para la obtencibn de compuestos bioactivos con propiedades medicinales y su
aprovechamiento como productor de enzimas lignoceluldsicas. Una estrategia para
aumentar la producciéon de lacasas en el proceso de fermentacidn es la optimizacion
del substrato y el uso de inductores como el acido acetilsalicilico (AAS). En este trabajo
se estudié a nivel laboratorio, en medios de cultivo semisdlido papa dextrosa agar
(PDA) y medio liquido papa dextrosa (MLPD), la biomasa seca, pH, conductividad y la
actividad volumétrica de lacasas de tres cepas nativas de Ganoderma spp. El ABTS
se utilizé como indicador cualitativo de referencia de lacasas. La CP-145 de G. lucidum
mostro la mayor area de crecimiento en todos los tratamientos estudiados en PDA en
un rango de 54.64 — 55.49 cm? a los 8 dias de crecimiento. También mostré6 mayor
produccién de biomasa seca (11.61 + 1.61 mg/mL) a 40 dias en MLPD adicionado con
AAS 100 uM. Se encontré que la CP-834 de Ganoderma spp., en los diversos
tratamientos produjo el valor mas alto de actividad volumétrica de lacasas de 9.51 +
0.43 U/mL a 8 dias de incubacién en medio PDA adicionado con ABTS 0.5 mM + AAS
100 pM, y 49.38 + 3.4 U/mL a 40 dias de incubacion en medio de cultivo liquido
adicionado con AAS 100 uM. La induccion del AAS 100 uM en la produccion de
lacasas fue de entre 190% y 250% en medio semisolido y de entre 160% y 400% en
medio de cultivo liquido respecto al testigo. Se propone una estrategia que permita un
aprovechamiento integral del cultivo de recursos genéticos de G. lucidum en México y

el uso del AAS como inductor de la actividad volumétrica de lacasas.

Palabras clave: ABTS, biotecnologia, fisiologia, hongos comestibles, recursos

geneticos.



ACETYLSALICYLIC ACID AS AN INDUCER OF LACCASE ENZYME FOR
DEVELOPING TO GANODERMA APLICATIONS IN MEXICO

Ivan Omar Castillo Sebastian, M.C.
Colegio de Postgraduados, 2016

Mexico has mega diversity, in particular those of fungal genetic recourses because of
their nutritional and medicinal use. G. lucidum (Curtis) P. Karst. is a mushroom that
grows wild in diverse regions in our country. The cultivation of this mushroom on agro-
industrial waste is an alternative for obtaining bioactive compounds with medicinal
properties and its use as a producer of lignocellulosic enzymes. A strategy to increase
the production of laccases in the fermentation process is the optimization of the
substrate and the use of inducers such as acetylsalicylic acid (ASA). In the present
work, at laboratory level, the dry biomass, pH, conductivity and volumetric activity of
laccases of three native strains of Ganoderma spp. on media semisolid culture (PDA)
and liquid (PDB) was studied. The ABTS was used as an indicator laccasse qualitative
reference. The CP-145 G. lucidum showed the largest growth area in all treatments
studied in PDA with a range of 54.64 - 55.49 cm? at 8 days of growth. It also showed
the highest production of dry biomass (11.61 + 1.61 mg / mL) at 40 days in PDB,
supplemented with 100 uM ASA. It was found that CP-834 Ganoderma spp., in various
treatments produced the highest volumetric activity of laccases with 9.51 + 0.43 U / ml
at 8 days of incubation on PDA medium supplemented with ABTS 0.5mM + ASA 100
uM and 49.38 £ 3.4 U / mL to 40 days of incubation in liquid culture medium
supplemented with 100 uM ASA. Induction ASA 100 uM in the production of laccase
was between 1.9 and 2.5 times in semisolid medium and between 1.6 and 4 times in
liquid culture medium compared to the control. A strategy that allows full utilization of
genetic resources cultivation of G. lucidum in Mexico and the use of ASA as an inducer

of the volumetric activity of laccases is proposed.

Keywords: ABTS, biotechnology, edible fungi, genetic resources, physiology.
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I. INTRODUCCION

El hombre ha aprovechado los hongos silvestres durante miles de afios ya sea como
alimento o medicamento. De las 1.5 millones de especies de hongos estimadas,
alrededor de 10,000 producen cuerpos fructiferos a los que llamamos setas. Mientras
gue la recoleccidn de hongos silvestres continla en la actualidad, la mayor parte de la

oferta mundial proviene de productores comerciales de hongos (Barney, 1997).

En México el cultivo de los hongos comestibles inicié a mediados de la década de los
30’s; sin embargo, la actual industria en el pais data de apenas 40 afos, y a partir de
1974 se empezé con las orejas blancas o setas (Pleurotus ostreatus). Cultivar hongos
comestibles en residuos agroindustriales ha demostrado sus bondades y siendo
México un pais esencialmente agricola, en el que se producen millones de toneladas
anuales de residuos, cuenta con un potencial enorme para el cultivo de los hongos en

tales desechos (Guzman et al., 1993).

En la actualidad el cultivo de hongos comestibles es una actividad que se ha
manifestado como una alternativa para la obtencion de alimentos para el consumo
humano y se puede lograr mediante técnicas sencillas de bajo costo y en cortos
periodos de tiempo (Martinez-Carrera et al., 2000). En cuanto al proceso de
produccion de alimentos, el objetivo del cultivo de hongos debe seguir el concepto
holistico de la produccion. Este enfoque intenta conectar diferentes objetivos, calidad
y seguridad del producto, alta eficiencia de produccion y aspectos medioambientales
en el desarrollo de productos y la produccién de alimentos. En la practica, la gestidon
integrada del cultivo de hongos es el uso de substrato gastado, que es el medio de
cultivo residual después de la cosecha. Uno de sus usos potenciales es el
aprovechamiento de las enzimas lignocelulésicas (Rinker, 2002; Laufenberg et al.,
2003).

Actualmente, uno de los hongos comestibles con mas propiedades es Ganoderma
lucidum (Fr.), el cual es un basidiomiceto que pertenece a los Polyporaceae (0
Ganodermataceae), con propiedades medicinales muy ampliamente conocido en

China, Japon, Corea, y otros paises asiaticos. Su produccion en fermentacion en



estado solido incluye ademas de la obtencion de cuerpos fructiferos, enzimas

lignocelulésicas del substrato residual para usos industriales (Zhou et al., 2012).

Ganoderma es también un hongo de pudricién blanca, éstos microorganismos son los
mas eficientes degradadores de biopolimeros, debido a su capacidad para sintetizar
importantes enzimas extracelulares hidroliticas (celulasas y hemicelulasas) y
oxidativas (ligninoliticas), éstas a su vez poseen la capacidad de transformacion de
contaminantes organicos a moléculas mas simples (Mougin et al., 2009; Philippoussis,
2009). Sin embargo, una limitacion para las aplicaciones industriales de estas enzimas
es su elevado costo. Por lo tanto, una buena estrategia para aumentar la productividad
en el proceso de fermentacidon seria la optimizar el substrato y usar inductores para

aumentar la actividad de dichas enzimas (Manavalan et al., 2013).



Il. MARCO TEORICO
2.1 Biotecnologiay desarrollo

La aplicacion de la biologia en la transformacién natural es una tecnologia muy
antigua. Tiene como epicentro el uso de procesos biolégicos como herramientas de
transformaciéon de materias primas en productos finales. Esos procesos fueron
desarrollados a partir de mecanismos de pruebay error y “afinados” desde el siglo XIX
con diversas técnicas. La Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo Econémico
(OECD, por sus siglas en inglés) define a la biotecnologia moderna como la aplicacion
cientifica y tecnoldgica de organismos vivientes, sus partes, productos y modelos
destinados a modificar organismos vivos y/o materiales aplicados a la producciéon de
conocimientos, bienes y servicios. Se trata de conocimientos que tienen un conjunto
de principios cientificos y técnicos comunes y una larga lista de especificidades
técnicas aplicables a desarrollos especificos. Es una plataforma tecnoldgica que sirve
de base para tecnologias especificas de uso concreto en actividades productivas
(Bisang et al., 2009). Asi la biotecnologia radica en un gradiente de tecnologias (Fig.
1), que van desde las técnicas establecidas desde hace tiempo y ampliamente
utilizadas en la biotecnologia tradicional, hasta las técnicas nuevas y en continua
evolucion de la biotecnologia moderna.

A

Biotecnologia moderna

Gendmica

Ingenieria genética de animales
Ingenieria genética de plantas
Tecnologia de ADN recombinante
Costo Produccion de anticuerpos monoclonales y policlonales
Transferencia de embriones en animales

Cultivo de tejidos de plantas

Fijacion biologica de nitrégeno

Fermentacion microbiologica

Biotecnologia tradicional

v

Complejidad
Figura 1. Gradiente de biotecnologias (Nangju, 2001).



La biotecnologia, como nueva tecnologia tiene un amplio impacto en muchos sectores
productivos, sera determinante para los logros de los objetivos de competitividad,
sostenibilidad y equidad que exige el desarrollo de América Latina. Ello es
particularmente valido para la agricultura y la agroindustria, industrias biolégicas por
excelencia llamadas a desempefiar un papel crucial en las perspectivas de desarrollo
de la region. El aprovechamiento del potencial de la biotecnologia para el desarrollo
agricola y agroindustrial de la América Latina implica, en una primera etapa, la rapida
incorporacion a los procesos productivos de estos productos hacia el desarrollo de
capacidades productivas locales en biotecnologia, requisito indispensable para
convertirla en una herramienta para la construccion de nuevos modelos de produccién
agricola competitivos y ecolégicamente sustentables. La necesidad de adaptacién de
los productos de la biotecnologia a la especificidad geogréfica de las situaciones
productivas para capturar localmente el maximo del valor agregado es determinante
(Jaffé, 1993).

2.1.1. Biotecnologia de hongos comestibles

El término hongo se ha utilizado de manera general aunque su uso mas restringido
incluye s6lo a aquellos especimenes grandes que son comestibles o de valor
medicinal. El término basidiocarpo se define como "un cuerpo fructifero distintivo que
puede ser epigeo (encima del suelo) o hipogeo (bajo tierra) y lo suficientemente grande
como para ser visto a simple vista y para ser recogido a mano” (Miles y Chang, 2004).
El nimero de hongos filamentosos que son macrohongos en el sentido de esta
definicion es de al menos 14,000 y quiza tantos como 22,000. Sin embargo, el nimero
real de dichas especies en la Tierra es, sin duda, mayor. Se conoce que la proporcion
de hongos aprovechados por el hombre es del 5%, esto sugiere que existen 7000
especies sin aprovechar que posiblemente aportarian beneficios a la humanidad.
Desde el punto de vista taxonémico, los basidiomicetos y ascomicetos de algunas
especies pertenecen a la categoria de los macrohongos, los cuales estan ampliamente
distribuidos en la tierra y aproximadamente el 10% de ellos se estudian (Hawksworth,
2001). La literatura menciona alrededor de 2,000 especies de hongos comestibles,

pertenecientes a 31 géneros. Se han cultivado experimentalmente alrededor de 100



especies, 50 se utilizan econdmicamente y 20-30 especies se cultivan en diferentes

partes del mundo (Upadhyay y Singh, 2010).

La biologia de hongos consiste en dos componentes principales: la ciencia de hongos,
la cual se ocupa de la produccion de hongos y abarca los principios y técnicas de la
tecnologia de compostaje, la ingenieria ambiental, y la microbiologia; y la
biotecnologia de hongos, que se ocupa de los productos de hongos y abarca los
principios y practicas de la tecnologia de fermentacion y procesamiento, y también la
microbiologia. Ademas, la comercializacion y la gestion son segmentos importantes

tanto para la ciencia como para la biotecnologia de hongos (Miles y Chang, 2004).

Ahora ya pueden distinguirse dos grandes tendencias en la biotecnologia de hongos
comestibles a nivel mundial: 1) Biotecnologia aplicada, y 2) Biotecnologia moderna.
La biotecnologia aplicada en hongos comestibles se ha derivado de las técnicas
tradicionales, enriquecidas con innovaciones biolégicas, mecanicas, y experiencias
locales derivadas de un contexto social, econémico y ecoldgico. En cambio, la
biotecnologia moderna se ha desarrollado y visto fortalecida con poderosas
tecnologias que permiten el estudio y manipulacion directa del material genético de

los hongos comestibles, concretamente del acido desoxirribonucleico (ADN).

Actualmente, aunque con menor grado de desarrollo, pueden identificarse en México
las tendencias predominantes a nivel mundial. La biotecnologia aplicada cuenta con
mayor desarrollo y ha dado lugar a la producciéon comercial de hongos comestibles, a
pequefia o gran escala, por parte de los sectores privado y social. El sector privado lo
ha hecho en mayor medida durante los ultimos 70 afios, mientras que el sector social
inici6 mas recientemente apoyandose en el sector publico, tanto académico como de
programas de desarrollo gubernamentales. La biotecnologia moderna se ha iniciado
recientemente en el sector académico, aunque su impacto potencial en el largo plazo
es también bastante prometedor ya que se dispone de sistemas de transformacién

genética (Martinez-Carrera et al., 2007).



2.1.2 Aprovechamiento de los hongos comestibles

Desde hace varios miles de afios, se conoce la existencia de hongos comestibles y no
comestibles, los cuales han atraido la atencion de los seres humanos, no solo por sus
fascinantes formas, tamafios, colores y estructuras, sino también debido a sus
propiedades nutracéuticas y sus aplicaciones practicas en diversos productos
industriales. Los hongos son una fuente de nutrientes y de minerales, hoy en dia
también se valoran a causa de sus moléculas bioactivas empleadas en el tratamiento
de varias enfermedades. Dentro de las especies no comestibles, conocidas sélo por
sus propiedades medicinales se incluyen Ganoderma lucidum y Trametes ssp., estas
destacan por ser gruesas, de textura dura, y poseer un sabor amargo (Ganeshpurkar
et al., 2010; Upadhyay y Singh, 2010).

La produccion de hongos comestibles inici6 como una auténtica biotecnologia
tradicional, basada en técnicas sencillas de propagacién, hace aproximadamente
1,000-1,400 afios en China, con el cultivo empirico de las “orejas de ratdon” (Auricularia
spp.) y del “shiitake” [Lentinula edodes]. De la misma forma, aungue como proceso
independiente, también comenzé en Francia hace mas o menos 350 afios con el
cultivo del champifion (Agaricus spp.). A través del tiempo, ha sido posible la
incorporacion y desarrollo de tecnologias que han mejorado substancialmente la
produccién comercial a gran escala no tan so6lo de los hongos comestibles
mencionados, sino también de otras especies potencialmente cultivables (Martinez-
Carrera et al., 2007).

Los hongos comestibles no sélo pueden llegar a ser alimentos nutritivos ricos en
proteinas, también pueden proporcionar productos nutracéuticos y farmacéuticos. Los
hongos tienen un gran potencial para el consumo interno del pais, asi como para la
exportacion. El aspecto mas significativo es el reciclaje de subproductos en cada etapa
de la produccion de hongos y la creacion de un ambiente libre de contaminacién. Por
lo tanto, las setas con su gran variedad de especies complementan la nutricion y alivian
el sufrimiento causado por ciertos tipos de enfermedades mediante sus propiedades
medicinales, sus derivados nutracéuticos y farmacéuticos. Por los avances en el

conocimiento biolégico basico y los de la tecnologia practica en la industria relacionada



con los hongos, donde se utilizan los materiales celulésicos de desecho que se
encuentran en abundancia en las zonas rurales y urbanas pueden tener un impacto
global positivo a largo plazo en la conservacion del medio ambiente (Miles y Chang,
2004).

2.2 Recursos genéticos de Ganoderma lucidum en México

Por "recursos genéticos" se entiende el material genético de valor real o potencial
(ONU, 1992). G. lucidum (Fr.), es un basidiomiceto que pertenece a los Polyporaceae
(o Ganodermataceae). Los hongos poliporales son clasificados por tener muchos
poros pequefios en la parte inferior del cuerpo fructifero, los cuales contienen las
esporas, y una apariencia lefilosa o coridcea. Las especies de Ganoderma pertenecen
al reino Fungi, division Basidiomicota, clase Homobasidiomicetes, orden
Aphylloporales, familia Ganodermataceae y género Ganoderma (Chang, 1995;
Wasser y Weis, 1999). Crecen sobre madera en descomposicion absorbiendo los
nutrientes a través de sus hifas y desarrollan el cuerpo fructifero sobre troncos. Las
especies de Ganoderma estan entre los hongos que pueden crecer bajo condiciones
elevadas de calor y humedad y, son usualmente encontrados en regiones tropicales y
subtropicales (Moncalvo y Ryvarden, 1997). El género Ganoderma se conoce desde
hace poco mas de 100 afios; fue presentado por el micologo finlandés Peter Adolf
Karsten, en 1881. Con el desarrollo de métodos para la clasificacion natural y nuevos
datos moleculares, se han evidenciado las relaciones filogenéticas de algunas
especies de Ganoderma de diversas regiones geograficas. El nUmero de especies
conocidas de Ganoderma se puede estimar en alrededor de 60-80 especies lacadas
y 10-30 especies no lacadas, es probable que los nuevos taxones estan aun por
descubrirse en las regiones tropicales no muy estudiadas (Moncalvo y Ryvarden,
2001).

Ganoderma, es probablemente el género morfologicamente mas complejo de los
poliporaceos. Los cuerpos fructiferos son estipitados, dimidiado, o reniformes y rara
vez suborbicular. Son gruesos y de color amarillento en los margenes de crecimiento
y marrén en la parte madura con brillo lacado en la superficie. El margen de los cuerpos

fructiferos suele ser delgado o trunco y, a menudo ligeramente encorvado hacia



dentro. El estipite es lateral y rara vez excéntrico. Es espeso y oscuro, Yy luego se
vuelve un color parpura-marrén. El pie lacado es mas visible y brillante que el pileo.
Los poros son de color blanco en un primer momento y se vuelven de color marrén
claro en una etapa posterior. Las esporas son de color marrén, ovoide y truncan en un
extremo. Aunque la taxonomia del género Ganoderma todavia no esta claramente
definida, el analisis de las secuencias de la region ITS-ADN ha permitido identificar

tres linajes de G. lucidum (Curtis) P. Karst. sensu lato en México (Morales et al., 2010).
2.3 Actividad enzimatica de G. lucidum

Los hongos de la pudricion blanca comprenden a las especies cultivadas como
Ganoderma spp. Su estrategia general en la obtencion de fuentes de carbono consiste
en descomponer la lignina de la madera para tener acceso a la celulosa y
hemicelulosa. Sin embargo, la expresion de las lacasas en los hongos esta
influenciada por las condiciones de cultivo, tales como la naturaleza y concentracion
de las fuentes de carbono y nitrdgeno, composicién de los medios, pH, temperatura,
presencia de inductores y materiales lignocelulésicos, etc. Muchos estudios han
identificado el papel de la maquinaria enzimatica (lacasas, lignina peroxidasa y la
peroxidasa dependiente de Mn) de los hongos ligninoliticos en la capacidad de
transformacion de contaminantes orgéanicos (Mougin et al., 2009; Philippoussis, 2009).
La produccién de enzimas ligninoliticas por G. lucidum ha sido estudiada en las ultimas
décadas, con especial énfasis en la actividad de las lacasas, debido a su eficacia como
degradador de lignina y su baja produccion de Mn peroxidasa y lignina peroxidasa
(Kuhary Papinutti, 2014). Extensos estudios realizados sobre las lacasas fungicas han
demostrado su potencialidad para el blanqueo de pasta de papel, decoloracion de
tintes sintéticos, biorremediacion, biosensores e inmunoensayos, deslignificacion de
compuestos lignocelulésicos, biopulping o bioblanqueo, transformacion de colorantes
en la industria textil, el tratamiento de aguas residuales y la degradacion de explosivos
y pesticidas (Janusza et al., 2013; Manavalan et al., 2013; Rivera-Hoyos et al., 2013;
Sharma et al., 2013).

Los hongos de pudriciéon blanca se consideran el grupo mas prometedor de los

microorganismos que degradan la lignina ya que éstos producen polifenol oxidasas



extracelulares, particularmente peroxidasas de lignina, manganeso peroxidasa y
lacasas que son muy eficaces en la degradacion de la lignina. Los estudios
demuestran que bajo ciertas condiciones las lacasas y manganeso peroxidasas son
capaces de oxidar tanto substratos fendlicos como no fendlicos. Recientemente, los
hongos de pudricion blanca estdn ganando mucha importancia a causa de su
capacidad de degradar un amplio espectro de productos quimicos organicos debido a
la baja especificidad y fuertes capacidades oxidativas de su sistema de degradacion
de la lignina por hongos (Revankar y Lele, 2006). Los hongos pueden detectar e inducir
respuestas celulares apropiadas para muchos componentes de su entorno, tales como
nutrientes, temperatura, feromonas, luz, y también xenobiéticos. Se requiere una
respuesta adecuada a diversos factores ambientales para la supervivencia de hongos,

en particular bajo condiciones de estrés (Maciel et al., 2013).

G. lucidum es uno de los hongos de pudricion blanca més importantes y ampliamente
distribuidos en el norte América y se asocia con la degradacion de una amplia variedad
de maderas duras. Los estudios previos de G. lucidum se han concentrado
principalmente en las propiedades medicinales de este hongo y, a excepcion de dos
informes preliminares breves, poco se sabe sobre el sistema ligninolitico de este

organismo (D’Souza et al., 1999).
2.4 Uso deinductores parala produccién de enzimas

Una limitacién para las aplicaciones industriales de lacasas es su elevado costo. Por
lo tanto, una buena estrategia para aumentar la productividad en el proceso de
fermentacién seria la optimizacion del medio y el uso de inductores. Muchos
compuestos aromaticos se han utilizado ampliamente para estimular la produccién de
lacasas. Por ejemplo, el &cido ferulico y pirogalol han sido reportados como inductores
eficaces para la produccion de lacasas por G. lucidum y Pleurotus sajor-caju.
Desafortunadamente, la mayoria de estos compuestos aromaticos son o muy dafinos
para los humanos o bastante caros, lo que impide su uso de aplicaciones industriales
(Manavalan et al., 2013). El cobre es otro substrato que puede inducir la produccion
de lacasas debido a que este metal es parte de la estructura de la enzima (Valeriano

etal., 2009). Ademas de estar relacionado con la regulacion de la expresion de lacasas



en basidiomicetos (Giardina et al., 2010). Kuhar y Papinutti (2014), evaluaron la
capacidad de cepas de G. lucidum para producir lacasas con metales pesados y
compuestos fendlicos, encontrando que entre las sustancias ensayadas, el cobre y el
acido ferulico son los mejores inductores de éstas enzimas. También se observo que
los dos tipos de inductores (fendlicos y metalicos) producen diferentes patrones
electroforéticos de lacasas. A la par encontraron que la enzima es mas termoestable

a valores de pH mas altos.

2.5 Propiedades del 4cido acetilsalicilico (AAS) como inductor de actividad

enzimatica

El acido salicilico ha sido reconocido por tener un papel en la capacidad de defensa
de las plantas ante el ataque de patdégenos. Por el contrario, las propiedades
terapéuticas humanas del &cido salicilico (acido 2-hidroxi-benzoico) se conocen desde
hace mas de 25 siglos. En medicina tradicional la corteza de los arboles de sauce
(Salix spp.) se masticaba para proporcionar alivio del dolor y la inflamacion, como se
describe en los escritos por el médico griego, Hipdcrates (Siglo V a. C.) y el médico y
botanico Dioscérides (Siglo | d. C.). El acido salicilico, componente terapéutico en la
corteza de sauce, fue identificado por primera vez y aislado durante el siglo XIX y
modificado quimicamente en lo que se conoce hoy en dia como la aspirina o acido

acetilsalicilico (Delaney, 2010).

El AAS es un metabolito secundario de sintesis organica, derivado del grupo de los
fenilpropanoides o también llamados compuestos fendlicos, descendientes del fenol,
dichos compuestos estan ligados a las actividades de defensa de las plantas, asi como
al endurecimiento de la pared -celular (ligninas), actividad antimicrobiana
(furanocumarinas, isoflavonoides y estirpenos), repelentes (taninos) y en procesos de
sefalizacion. Actualmente, se ha considerado al AAS como un biorregulador del
crecimiento de las plantas (Taiz y Zeiger, 2006). Se ha propuesto un modo de accién
para el AAS basandose en el hallazgo de que se une e inhibe a la enzima catalasa.
La inhibicion de la catalasa podria conducir a un incremento en la concentracion del
peroxido de hidrogeno (H20:2) o de otras especies reactivas de esta molécula. El H202

podia tener una actividad antibiética en contra de patégenos. Otro mecanismo de

10



accion del acido acetilsalicilico podria estar en la capacidad que posee para formar
por si mismo radicales libres de AAS por medio de la inhibicibn de enzimas que
contienen grupos hemo, como la peroxidasa y catalasa. Tales radicales fendlicos libres
podrian activar reacciones de defensa (Rangel, 2010).

Renddn-Hernandez (2015), indico que el acido acetilsalicilico tiene un efecto en la
fisiologia de los hongos Fistulina guzmanii, Volvariella bombycina y Hericium
erinaceus, asi como en su eficiencia biologica y en el contenido de proteinas a una
concentracion de AAS 100 uM. You et al. (2013), usaron aspirina a una concentracion
de 0.5-8 mM en medio de cultivo liquido papa y dextrosa durante 4 dias para inducir
la apoptosis de G lucidum y obtener &cidos ganodéricos, metabolitos secundarios con

propiedades funcionales.

Martinez-Carrera et al. (2016), emplearon AAS p100 uM en el cultivo de la CP-145 de
G. lucidum en condiciones de laboratorio in vitro reportando la induccion de la
expresion de enzimas lacasas a 40 dias de cultivo. En tanto que Meneses et al. (2016),
sefialaron las propiedades hipocolesterolemiantes (reduccion de nivel de colesterol en
suero) y efectos prebidticos de extractos estandarizados de G. lucidum cultivado en
substratos adicionados con acido acetilsalicilico en una concentracion de 10 mM en

modelo animal (ratones, cepa C57BL/6) después de 43 dias de dieta experimental.
2.6 Lacasas: origen, andlisis y aplicaciones

Las lacasas (bencenodiol: oxigeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) representan una
familia de polifenol oxidasas que contienen cobre y generalmente son llamadas
oxidasas multicobre. Las lacasas catalizan la oxidacibn monoelectronica de moléculas
de substrato a radicales reactivos con la ayuda de cuatro &tomos de cobre que forman
el ndcleo catalitico de la enzima, acompafiado de la reduccién de una molécula de
oxigeno a dos moléculas de agua y la oxidacién analoga de cuatro moléculas de
substrato para producir cuatro radicales. Las lacasas se detectaron por primera vez
en los exudados del arbol de la laca japonesa Rhus vernicifera. Entre los hongos de
la pudricion blanca los basidiomicetes, ascomicetes y deuteromicetes se han

encontrado como los productores mas eficientes de lacasas. Estudios recientes
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relacionados con los elementos de respuesta a produccion de lacasas, sugieren una
vision compleja de la regulacion de la expresion de las mismas. Dado que la expresion
de las lacasas es a menudo inducida por diversos factores fisiol6gicos diferentes, su
region promotora puede contener elementos que intervienen en los mecanismos de
respuesta a metales, a xenobiéticos, de choque térmico o al estrés oxidativo (Baldrian,
2006).

Las lacasas presentan una amplia gama de substratos que varian de una lacasa a
otra. A pesar de que se sabe que es difenol oxidasa, los monofenoles como fenol 2,6-
dimetoxi o guayacol son mejores substratos que los fenoles (por ejemplo, catecol o
hidroguinona). Las lacasas pueden oxidar, polimerizar y escindir una amplia variedad
de fenoles bioldgicos y sintéticos asi como compuestos no fendlicos (Upadhyay et al.,
2016). Los tratamientos enziméaticos tienen amplio potencial en diversos campos
industriales. Estos sistemas enzimaticos tienen ventaja respecto a los tratamientos
fisicos y quimicos puesto que las enzimas son catalizadores biodegradables y de

accion especifica. Su empleo actual es el siguiente:

Deslignificacion. La presencia de lignina en el forraje utilizado como alimento para
rumiantes afecta a su digestibilidad. La deslignificacion de tales materiales
lignoceluldsicos agricolas también mejora su valor nutricional. La fermentacion de la
lignocelulosa para generar combustibles tales como etanol o butanodiol también
requiere deslignificacion (Mayer y Staples, 2002).

Biopulping y biolixiviacién. Las lacasas de los hongos de pudricion blanca se pueden
aplicar como agentes de biopulpeo a las astillas de madera antes de la fabricacion de
pasta, ya que degradan parcialmente la ligninay la suavizan. Esto mejora la resistencia
del papel, ahorra energia eléctrica, mejora las propiedades, ademas es amigable con
el medio ambiente debido a la menor toxicidad de los efluentes (Thakur et al., 2012).

Transformacion del tinte textil. La utilizacién de lacasas con la combinacion de
mediadores y celobiosa deshidrogenasa para la decoloracion de los colorantes

azoicos textiles ha demostrado ser una alternativa a los tratamientos quimicos mas
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costosos, y menos favorables al medio ambiente de los residuos de colorantes textiles
(Novotny et al., 2000; Hou et al., 2004).

Tratamiento de efluentes residuales. Las lacasas son empleadas en procesos de
biorremediacion mediante la polimerizacion entre si o de copolimerizacion con otras
sustancias no téxicas tales como materiales humicos contaminantes, lo que facilita
una facil extraccion por medios tales como la adsorcién, la sedimentacion, o filtracion
(Couto y Herrera, 2006).

Biosolubilizacion del carbon. La solubilizacion de carbén ofrece la posibilidad de
convertir el carbon en una amplia gama de productos quimicos organicos que incluyen
minerales de bajo peso y combustibles liquidos. La compleja estructura y naturaleza
insoluble del carb6n hacen que sea mucho menos susceptible. Las lacasas que
utilizan so6lo oxigeno molecular como un cofactor pueden resultar en un sistema
econdémico. Las lacasas son capaces de decolorar acidos humicos derivados del
carbon en condiciones en que la actividad de las lacasas son minimas (Fakoussa y
Hofrichter, 1999).

La degradacion de los herbicidas. Los herbicidas con base fenol-urea son
ampliamente utilizados para el control de hierbas y malas hierbas de hoja ancha en
cultivos de cereales de invierno. Junto con otros xenobi6ticos los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, son las principales fuentes de contaminacién en el suelo. Las
lacasas pueden utilizarse para degradar tales moléculas recalcitrantes (Mayer y
Staples, 2002).

El tratamiento de alimentos. Las lacasas son aplicables en la eliminacion de
compuestos fendlicos no deseables responsables de pardeamiento y el desarrollo de

turbidez en zumos de frutas, cervezay vino (Minussi et al., 2002).

Aplicaciones en medicina. Las lacasas son empleadas para sintetizar productos de
importancia farmacéutica. Las lacasas pueden ser usadas en la sintesis de
compuestos medicos complejos como anestésicos, antiinflamatorios, antibidticos,

sedativos, etc. (Nicotra et al., 2004). Las capacidad de oxidacion de las lacasas
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también puede emplearse para producir yoduro de potasio, un reactivo ampliamente

utilizado como desinfectante (Xu, 1999).

Biosensor e inmunoquimicos. Un biosensor es un dispositivo que detecta, transmite y
registra informacion relativa a un cambio fisiologico o bioquimico. Se han desarrollado
biosensores para la deteccion de O2, glucosa, aminas aromaticas, compuestos
fendlicos, y una amplia variedad de substratos que contienen la reduccion de lacasas.
Las lacasas que se conjugan covalentemente a un anticuerpo o antigeno se pueden
utilizar como enzimas marcadoras para ensayos inmunoquimicos (Arora y Sharma,
2009).

Regulacion de la expresion de lacasa. Una amplia gama de factores, incluyendo los
niveles de nutrientes, condiciones de cultivo, la presencia de compuestos inductores
asi como la etapa de desarrollo han demostrado afectar los niveles de expresion
génica de lacasas. La expresion de los genes de lacasas estan regulados a nivel
transcripcional, y que iones metalicos, diversos compuestos aromaticos, nitrégeno y
todas las fuentes carbono pueden regular la expresion de genes de lacasas (Piscitelli
et al., 2010).

Las caracteristicas mas significativas de la expresiéon de lacasas en los hongos de la
pudricion blanca son sus respuestas inductivas hacia iones metalicos y ciertos
compuestos aromaticos, mediados por cobre. Los compuestos aromaticos como 2,5-
xilidina, &cido ferdlico, o acido veratrico se han afiadido al medio de cultivo mejorando
los niveles de produccion de lacasas al inducir su expresion (Giardina et al., 2010).
Ademas de estos inductores la 2,5-xilidina, 2,6-dimetoxifenol, acido vinilico, catecol y
pirogalol también pueden ser utilizados para inducir la expresion de lacasas (Elisashvili
y Kachlishvili, 2009; Furukawa et al., 2014).
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1. MARCO DE REFERENCIA
3.1. Ciclo de vida de G. lucidum

G. lucidum es un hongo basidiomiceto, por lo que su ciclo de vida se enmarca dentro
del ciclo general de los hongos pertenecientes a este filo (Fig. 2). Inicia cuando una
basiodiospora germina para formar una colonia de ramificacion de hifas filamentosas.
Este micelio joven esta compuesto de multiples compartimientos, separados por
tabiques con doliporo y ndcleo haploide. Estos nucleos se forman por mitosis,
empezando por la primera division del Unico nacleo de la espora de origen. El micelio
resultante se denomina homocarion debido a que todos sus nucleos son clones
genéticamente idénticos. El micelio homocarion se expande a través del suelo y la
madera, u otros materiales alimenticios. Cuando un par de homocariones sexualmente
compatibles se combinan producen micelio heterocariético en el que cada
compartimiento hifal contiene un par de nucleos, derivado de cada homocarion. Los
términos dicarion y micelio dicariotico también se usan para describir estas colonias.
La aparicion de un hongo a partir de la colonia comienza con el desarrollo de un nudo
de hifas. Este agregado es del tamafio de la punta de un alfiler, donde las células
esperan las condiciones ambientales propicias para una rapida expansion del cuerpo

fructifero.

Los basidios se forman en los extremos de las hifas cuyas puntas dejar de crecer en
la superficie de las laminillas del cuerpo fructifero, éstos tejidos del cuerpo fructifero
se conoce como himenio. Como los miles de millones de otros compartimentos de
células dentro del tejido del hongo, los jévenes basidios son heterocariéticos. Se
fusionan y luego se someten a la meiosis para producir cuatro nucleos haploides, cada
uno de los cuales se desplazan a una de las cuatro basidiosporas formadas a partir
del basidio. Las esporas se caen desde la superficie de las laminillas por mecanismos
diferentes. Ganoderma puede arrojar 30 mil millones de esporas por dia, unos mas de

5 billones en los 6 meses que el soporte perineal esta activo cada afio (Money, 2015).
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Figura 2. Ciclo de vida de Ganoderma lucidum (Modificado de: Mukhin y Votintseva,
2002; Campbell y Reece, 2007).

3.2 Fisiologia de G. lucidum

Los Ganodermataceae son basidiomicetos cosmopolitas que causan la pudricién
blanca de maderas duras como el roble y el arce, por la descomposicion de la lignina,
asi como celulosa y polisacaridos relacionados. Los basidiocarpos producidos de
forma natural por G. lucidum muestran varias caracteristicas morfolégicas; sésiles,
estipitado, imbricados y no imbricados. El color de la superficie del pileo e himenéforo
varian de color rojo oscuro, no lacado, lacado y amarillo claro a blanco, y la morfologia
también difiere entre los aislamientos. La variacion morfolégica parece ser afectada
por las condiciones ambientales durante el desarrollo del basidiocarpo. En los
Ganodermataceae, el sistema de las hifas es generalmente trimitico, ocasionalmente
dimitico, las hifas generativas son hialinas, de paredes delgadas, ramificado, tabicado

0 no. Los basidios y basidiosporas son considerados como los mas importantes para
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la identificacion de especies. Los basidios en Ganoderma alcanzan un tamafo
relativamente grande y van desde ensanchados a piriformes. Las basidiosporas de
Ganoderma son ovoides o elipsoide-ovoide, ocasionalmente cilindrico-ovoide y
siempre truncadas en el apice. La pared no esta engrosada de manera uniforme, la
pizca del apice siempre es mas gruesa que la base. Es muy distintivo el que posea
doble pared, la hialina exterior es mas delgada, y la interior por lo general es mas

gruesa y equinulada (Seo y Kirk, 2000).

Los pardmetros de crecimiento y la obtencion de cuerpos fructiferos, se resumen en

base a lo propuesto por Miles y Chang (2004):

1. Temperatura: La temperatura para el crecimiento micelial oscilade 15a35°Cy la
temperatura Optima es de 24 a 25 °C. Para la iniciacion de primordios oscila de 18 a
25 °C; y para el desarrollo de cuerpo fructifero es de 20 a 25 °C.

2. Contenido de agua en el substrato: Se mantiene entre 60% a 65%.

3. Humedad relativa: El micelio requiere del 60% a 70% de humedad; la iniciacion de

primordios de un 85% a 90% y el desarrollo de fructificacion entre 70% a 85%.
4. Ventilacion: Durante el periodo de fructificacion, la buena ventilacion es necesaria.
5. pH: El 6ptimo es de 5,0 a 5,5.

6. Luz: Durante la iniciacion de primordios, se requiere luz de aproximadamente 500 a

1000 lux; y para el desarrollo del cuerpo fructifero 750-1500 lux.
3.3 Cultivo de G. lucidum en substratos sélidos

Las condiciones de nutricién para su crecimiento incluyen fuentes de carbono como
celulosa, hemicelulosas y lignina, nitrdgeno, sales inorganicas y factores de
crecimiento. El aserrin de arboles de hoja ancha y subproductos agricolas, como la
cascara de la semilla de algododn, paja, rastrojo de maiz, salvado de trigo, polvo de
maiz, polvos gruesos de salvado de arroz, sulfato de amonio, urea, etc., se emplean

en el cultivo de los cuerpos fructiferos.

Los métodos de cultivo de G. lucidum se pueden dividir en dos tipos, en cultivo

sumergido y en fermentacion en estado soélido. La fermentacién en medio sélido de G.
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lucidum en contraste con el estado liquido, es el cultivo en ausencia de agua libre. Los
ejemplos de produccion de fermentacién en estado sélido incluyen ademas de la
obtencién de cuerpos fructiferos, a las enzimas industriales, biocombustibles,
biopesticidas y alimentos para animales enriquecidos con nutrientes, etc. (Zhou et al.,
2012).

3.4 Estado del arte de las enzimas en G. lucidum

En los dltimos afios se han realizado investigaciones sobre la identificacion de genes
de lacasas de diferentes hongos (Cuadro 1). Gracias a la secuenciacion del genoma
de G. lucidum se ha encontrado que en comparacion con los modelos de los hongos
de la pudricibn blanca, como Phanerochaete chrysosporium y Schizophyllum
commune. G. lucidum posee un conjunto grande de enzimas ligninoliticas como las
lacasas, el cual apenas es superado por Coprinopsis. cinerea. La distribucion de genes
de enzimas lignocelulésicas clasifica a G. lucidum como un hongo particularmente

versatil equipado con un notable arsenal enzimatico (Chen et al., 2012).

Cuadro 1. Numero de genes de lacasas conocidos en
algunas especies de hongos (Liu et al., 2012; Floudas et

al., 2015).
Especie Genes de lacasas

Coprinopsis cinerea 17
Ganoderma lucidum 16
Pleurotus ostreatus 12
Agaricus bisporus 12
Laccaria bicolor 11
Volvariella volvacea 11

Trametes versicolor 7
Auricularia subglabra 7
Fomitopsis pinicola 6
Schizophyllum commune 5
Fistulina hepatica 3
Saccharomyces cerevisiae 2
Phanerochaete chrysosporium 1
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Parte de la investigacion molecular de enzimas de G. lucidum estd basada en la
generacion de modelos computacionales para la identificacion y seleccién de genes
gue codifican estas enzimas. Asi como la clonacién de genes sintéticos en Pichia
pastoris para el disefio de sistemas de expresion (Sun et al., 2012; You et al., 2014;

Rivera-Hoyos et al., 2015).

La reciente investigacion sobre lacasas de Ganoderma surge en el interés de
encontrar enzimas de bajo costo capaces de degradar lignina y compuestos fenélicos
contaminantes, por lo que se pretende su uso en aplicaciones ambientales tales como
la degradacion de colorantes textiles. En este caso, existen reportes sobre las
caracteristicas bioquimicas y la capacidad de decoloracion de tintes industriales por
parte de las isoenzimas de lacasas, pero las mas recientes innovaciones radican en
evaluar la accion sinérgica de diferentes isoenzimas de lacasas para decolorar los
diferentes tipos de colorantes (Feng et al., 2014). En el caso de compuestos
lignocelulésicos, las lacasas de G. lucidum son candidatas en el procesamiento de
biomasa debido a su accion de hidrolisis de lignina para mejorar la eficiencia en la

produccion de biocombustibles como el bioetanol (Fang et al., 2015).
3.5 Avances en México de las investigaciones de G. lucidum

Aunque la taxonomia del género Ganoderma todavia no esta claramente definida, el
analisis de las secuencias de la region ITS-ADN ha permitido identificar 66 cepas del
género Ganoderma aisladas en 5 estados del area central de México. Se encontraron
tres linajes de G. lucidum (Curtis) P. Karst. sensu lato en México. Asimismo, un
segundo linaje incluye cepas de Ganoderma spp. que muestran distancia genética con
respecto a las especies mas cercanas, tales como G. australe (Fr.) Pat., G. gibbosum
(Blume & T. Nees) Pat., G. lobatum (Schwein.) G. F. Atk.,, G pfeifferi Bres. G.
resinaceum Boud., G. tornatum (Pers.) Bres. y G. tsugae Murrill. (Tello-Salgado, 2010).
Los recursos genéticos de Ganoderma son relevantes en virtud de las propiedades
funcionales y medicinales de los compuestos bioactivos registrados en el género
(Morales et al., 2010). A nivel laboratorio estan presentes los estudios realizados con
cepas nativas de Ganoderma cultivadas en medio liquido para evaluar la capacidad

de produccién de enzimas lacasas de las cepas CP-145 y CP-205 a 40 y 10 dias,
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encontrando valores maximos de 8.9 U/mL y 1 U/mL, respectivamente (Spezzia-
Mazzocco, 2012; Bernabé-Gonzalez, 2015). En tanto que Guerrero-Torres et al.
(2013), realizo6 el disefio de cebadores para el gen de la (1,3)-B-glucano sintasa la cual
es una de las principales enzimas involucradas en la sintesis del (3-(1,3) (1,6)-D-
glucano, un compuesto de la pared celular de los hongos que presenta efectos
inmunomoduladores y anticancerigenos utilizando como modelo la CP-132 de G.
lucidum. Ademas, se han seleccionado especies con potencial de utilizacién a nivel
comercial como la CP-388 de Ganoderma spp. depositada en el Centro de Recursos
Genéticos de Hongos Comestibles (CREGENHC) del Colegio de Postgraduados,
Campus Puebla (Sobal et al., 2007). Esta cepa se cultiva de acuerdo al proceso
biotecnologico de produccion intensiva de hongos comestibles y medicinales,
empleando substratos estériles con protocolos ya establecidos. En tanto que a nivel
comercial, en México durante el periodo 1991-2009 se registraron un gran numero de
nuevas empresas y productores de hongos comestibles y funcionales, quienes han

realizado pruebas a escala comercial del cultivo de G. lucidum (Morales et al., 2010).
3.6. Produccién de enzimas lacasas de G. lucidum

La produccién de lacasas de G. lucidum es recientemente investigada a nivel
laboratorio, empleando inductores en forma de fuentes de carbono, compuestos
fendlicos y iones metalicos para el incremento de la produccién de éstos catalizadores
biolégicos en cultivos liquidos (Kuhar y Papinutti, 2014).

Una gran mayoria de los estudios sobre la produccién de lacasas se han llevado a
cabo con medios definidos e indican una amplia diversidad en su respuesta a las
fuentes de carbono y su concentracion en medio nutriente (Elisashvili et al., 2002,
Galhaup et al., 2002, Mikiashvili et al., 2005, Elisashvili et al., 2006; Wang et al., 2008).
Se han realizado estudios usando residuos agroalimentarios como salvado de maiz,
salvado de soya, salvado de trigo, platano y cascaras de mandarina (Songulashvili et
al., 2007).

También se ha realizado investigacion sobre la produccién de lacasa por fermentacion

en estado sélido empleando Ganoderma, entre los desechos agricolas utilizados, se
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encuentran el salvado de trigo, salvado de arroz, bagazo de cafia de azucar, virutas
de madera, salvado de avena, fibra de coco y la cascara de cacahuate (Revankar et
al., 2007; Sharma et al., 2015).
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IV. PROBLEMA DE INVESTIGACION

México posee una mega diversidad de recursos genéticos. Recientemente, ha existido
un interés en la identificacion, aislamiento y conservacién de cepas del género
Ganoderma para su empleo como alimento funcional y obtencion de compuestos
bioactivos. Actualmente, el cultivo de G. lucidum esta enfocado a la produccion de
cuerpos fructiferos para la obtencion de metabolitos con actividad nutracéutica y
medicinal (Miles y Chang, 2004). Se sabe que por esta propiedad, existen diferentes
presentaciones comerciales de Ganoderma para consumo humano. Debido a ello, se
han realizado investigaciones para aprovechar substratos de madera de arboles de
rapido crecimiento o formulaciones que permiten valorar de mejor manera otros
subproductos agricolas para el cultivo de los hongos comestibles, funcionales y
medicinales (Sobal et al., 2010). Es de sumo interés estudiar y aprovechar los
substratos residuales o subproductos agroindustriales, los cuales poseen potencial
para la obtencion de enzimas empleadas en la industria papelera, ambiental, médica
y biorremediacion (Rinker, 2002). Estos substratos también pueden considerarse
como inductores naturales. Por otro lado, recientes investigaciones en el cultivo de
hongos comestibles han demostrado la efectividad del uso de otros inductores, como
sustancias policiclicas fendlicas y acidos organicos que incrementan la produccion de
biomoléculas de interés durante su cultivo. Por tal motivo, es importante conocer en
qué etapa del cultivo in vitro de este hongo, los inductores expresan en mayor
proporcion enzimas ligninoliticas y emplearlos para incrementar la produccién de
dichas enzimas. En este trabajo se estudio el efecto del acido acetilsalicilico (AAS)
sobre la produccion de enzimas lacasas en cepas nativas de Ganoderma. Esto
permitird considerar a este hongo como productor de dichas enzimas, las cuales tienen
amplias aplicaciones biotecnolégicas. Se propone una estrategia que permita un

aprovechamiento integral del cultivo de G. lucidum en México.
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V. HIPOTESIS

El 4&cido acetil salicilico (AAS) adicionado a los medios de cultivo de Ganoderma spp.
tendra efecto sobre la actividad enzimética de lacasas en alguna de las cepas de
estudio.

VI. OBJETIVOS
6.1 Objetivo general

Evaluar a nivel laboratorio la produccion de enzimas lacasas de cepas nativas de
Ganoderma spp. empleando acido acetilsalicilico (AAS) como inductor de las mismas

en diferentes medios de cultivo.
6.2 Objetivos especificos

1. Cultivar tres cepas del hongo comestible Ganoderma spp. en medios de cultivo

semisodlidos y liquidos adicionados con AAS.

2. Cuantificar la actividad volumétrica de lacasas durante la cinética de crecimiento de

Ganoderma spp. en los medios de cultivo adicionados con acido acetilsalicilico (AAS).

3. Proponer una estrategia de cultivo de Ganoderma para desarrollar aplicaciones

biotecnolégicas para la produccién de enzimas lacasas en la zona centro de México.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

En la figura 3 se muestra el diagrama general de la metodologia empleada en la

presente investigacion.

Material biolégico de Ganoderma
(CP-145, CP-434, CP-834)

Medio de cultivo semisoélido PDA y liquido MLPD
(Adicionado con AAS 100 uM)
|

Cinética de crecimiento (dias)
|

Variables
Fisiologia Enzimas
9 lacasas
I [
a. Biomasa seca a. Halo de oxidacién
b. pH b. Actividad volumétrica

¢. Conductividad
d. Resistividad
e. Area de la colonia

Figura 3. Metodologia general empleada en este trabajo. PDA= Papa dextrosa agar. MLPD=

Medio liquido papa y dextrosa.
7.1 Material biolégico

El material biologico utilizado durante la investigacion se encuentra depositado en la
Unidad de Recursos Genéticos de Hongos comestibles, Funcionales y Medicinales
(UREGENHCFyM) del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla (Cuadro 2).

Cuadro 2. Material biolégico depositado en el UREGENHCFyM y empleado en esta
investigacion.

Especie Registro Procedencia
Ganoderma lucidum CP-145 Cuernavaca, Morelos
Ganoderma spp. CP-434 Sierra Norte de Puebla
Ganoderma spp. CP-834 Estado de Morelos
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Las cepas se cultivaron en la Unidad de Productos Biotecnoldgicos (UPB) del
Laboratorio de Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales del Campus Puebla,

para la confirmacion de su cultivo (Fig. 4).

CP-145

CP-434

CP-834

Figura 4. Basidiocarpos cultivados de las cepas en estudio de Ganoderma spp. en
substratos sélidos estériles a base de aserrin de encino. CP-145 es Ganoderma lucidum,
CP-434 y CP-834 son Ganoderma spp.
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7.2 Elaboracion de medios de cultivo
7.2.1 Medios de cultivo semisadlidos

Para el mantenimiento del material biolégico, la obtencién del inéculo y la actividad
enzimatica por el cambio de color en el medio de cultivo semisolido, se empled el
medio de cultivo Papa Dextrosa Agar (PDA, Bioxon), el cual se prepar6 pesando la
cantidad requerida en base a 39 g/L. Para los medios adicionados con inductores se
empled una solucion de AAS (&cido acetilsalicilico) 100 uM (Sigma) y una de &cido
2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-sulfénico) 0.5 mM (ABTS, Sigma), disueltas en
agua destilada. Los medios elaborados fueron PDA, PDA + AAS 100 uM, PDA+ABTS
0.5 mMy PDA + AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM. Una vez esterilizado el medio PDA se
le adicionaron las soluciones elaboradas, segun el disefio experimental, filtrando la
solucion a través de un filtro de membrana de celulosa (Advantec) de 0.20 pm para
mantener las condiciones de esterilidad del medio. Una vez obtenidos los medios se
vaciaron en calas de Petri desechables de 60 x 15 mm (SYM Laboratorios, México) y

se reservaron para su uso.
7.2.2 Medios de cultivo liquidos

Para la realizacion de la cinética de cultivo en medio liquido de papa y dextrosa
(MLPD) se emple6 Potato Dextrose Broth (Difco™), el cual se prepar6 de acuerdo a
las instrucciones del frasco (24 g/L). En esta condicidon se utiliz6 como inductor
Unicamente la solucién de AAS 100 uM disuelta en agua destilada. Con esa solucién
se elabor6 el medio cultivo MLPD + AAS 100 uM y MLPD sin inductor (testigo), se
trasvasaron 100 mL de cada medio de cultivo en matraces Erlenmeyer de 125 mL con
tapa de baquelita, posteriormente se esterilizaron a 121.5 °C 15 Ib/in? durante 25
minutos en autoclave (All American). Se empled cinta testigo para corroborar la

esterilidad de cada matraz.
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7.3 Cinética de cultivo
7.3.1 En medio de cultivo semisoélidos

Las cajas con medio PDA y las adicionadas con AAS 100 pM, con ABTS 0.5 mMy con
ambas soluciones (AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM) se inocularon en condiciones de
esterilidad empleando un circulo de 0.5 cm de diametro de micelio previamente
crecido, el cual se coloco en el centro de la caja con ayuda de una aguja de diseccion.
Posteriormente, se incubaron a temperatura ambiente. Se establecio la cinética de
crecimiento con las variables area de la colonia (cm?) y halo de oxidacion (cm?). Se
consideré detener la cinética de crecimiento cuando el halo de oxidacion alcanzara la
periferia de la caja de Petri, evitando llegar al extremo de la misma, esta variable fue
independiente del area de la colonia. Se consideraron 3 repeticiones por condicion y
por cepa.

7.3.2 En medio de cultivo liquidos

Para éstas condiciones se necesito indculo homogeneizado, el cual se prepar6 con 5
circulos de 0.5 mm de didmetro del micelio previamente desarrollado en medio de
cultivo PDA en cajas Petri, en 2 mL de agua destilada estéril, esta mezcla se
homogeneizé empleando el homogeneizador (PRO Scientific) con un rotor de 20 x 150
mm previamente esterilizado, a 5,000 rpm durante 30 segundos. Los matraces con
medio liquido se inocularon dentro de la camara de flujo laminar (SEV), empleando 1
mL de indculo. Posteriormente se incubaron a 22°C a 155 rpm en incubadoras
orbitales (Thermo Scientific) hasta su muestreo. La cinética de cultivo en medio liquido
consider6é 7 momentos, 0, 10, 20, 30, 40, 80 y 100 dias de incubacion. Para cada

tiempo se consideraron 3 matraces en cada toma de muestra.
7.4 Variables estudiadas

En los medios semisélidos las variables a analizar a parte del halo de oxidacién (cm?)
y area de la colonia (cm?), se midieron el pH, la conductividad (uS/cm) y asi como la
actividad volumétrica de las lacasas (U/mL). En los medios liquidos las variables a
analizar fueron la produccion de biomasa seca (g/mL), pH, conductividad (uS/cm) y la

actividad volumétrica de lacasas (U/mL).
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7.4.1 Area de la colonia

Para la determinacion del area de la colonia (cm?) se tomaron imagenes digitales de
las cajas Petri con ayuda de una camara Canon Power Shot A3300IS al final de la
cinética. Cada imagen se analizé empleando el programa Image Processing and
Analysis in Java (Image J 1.50i) del National Institutes of Health, USA, de acuerdo a

lo descrito por Camacho-Martinez (2013).
7.4.2 Halo oxidativo

Se consider6 la aparicién del halo de oxidacién (cm?) en los medios semisélidos sin
gue éste llegara al extremo de las cajas (tiempo final de la cinética). El cambio de color
de los medios empleados manifesto la actividad de las enzimas lacasas. Se realizo la

toma de imagen y andlisis de area de acuerdo a lo descrito en el apartado 7.4.1.
7.4.3 Obtencién de la biomasa

Una vez filtrado el contenido de cada matraz, la biomasa obtenida en el papel filtro se
peso6 en charolas previamente taradas a peso constante en balanza analitica (Ohaus),
después de esto las charolas se colocaron en un horno de secado (Felisa) a 100 °C
durante 48 horas, transcurrido ese tiempo se determind el peso seco. La biomasa se
calculo por diferencia de peso entre la charola mas el filtro y biomasa posterior al
secado, y el peso de la charola mas el filtro previo a ello. Esta variable se expreso

como mg/mL de biomasa seca.
7.4.4 Obtencioén de la fase acuosa de los medios semisdélidos y liquidos

La obtencién de la fase acuosa de los medios de cultivo semisolidos se realizo
colocando el contenido de cada caja en tubos para centrifuga de 50 mL (Corning), en
homogeneizador (PRO Scientific) con rotor de 20 x 150 mm, a 5,000 rpm durante 2
minutos. Posteriormente, se centrifugd a 10,000 rpm durante 10 minutos, el

sobrenadante se coloco en tubos Eppendorf de 2 mL y se reservo para su analisis.

La fase acuosa del cultivo en medio liquido se obtuvo filtrando el contenido de cada
matraz empleando papel filtro de poro medio colocado en un embudo Buchner
recuperando el sobrenadante en un matraz Kitazato conectado a bomba de vacio (Fig.
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5). Del sobrenadante se reservaron 3 muestras de 2 mL en tubos Eppendorf para la

determinacion de lacasas.

Figura 5. Obtencion de la fase acuosa del medio de cultivo liquido utilizado para cultivar las
cepas de Ganoderma spp.

7.4.4.1 Determinacion de pH y conductividad de la fase acuosa de los medios
semisoélidos y liquidos

Una vez obtenida la fase acuosa se midié el pH, temperatura, conductividad y
resistividad en el potenciometro multiparametro (Seven Excellence, Mettler Toledo,

Columbus, OH) de cada réplica (Fig. 6).

Figura 6. Determinacion del pH y conductividad de la fase acuosa de los medios de cultivo.
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7.4.5 Determinacion de la actividad volumétrica de lacasa (U/mL)

Para la determinacién de dicha actividad se utilizé el método de Bournonnais y Paice.
(1990), que consiste en utilizar como substrato indicador el acido 2,2'-azino-bis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico) (ABTS), a un maximo de absorbancia de luz de 420 nm.
Se preparé una solucion reguladora de acetato de sodio 0.1 M pH 5y ABTS 1 mM. En
la microplaca y con la ayuda de una pipeta automatica multicanal (Gilson) se colocaron
160 pL de la solucion reguladora de acetato de sodio pH 5 en cada pozo y se
agregaron 20 pL de muestra o de agua (blanco) y 20 puL de ABTS, se homogeniz6
cada pozo y se procedié a leer a 420 nm en el espectrofotdmetro de microplacas
Epoch-Biotek (E.U.A.) durante 8 minutos. Los resultados obtenidos se exportaron a
una hoja de célculo Excel y se analizaron (Fig. 7). Una unidad de actividad volumétrica
se defini6 como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 pmol de ABTS por
minuto, usando un coeficiente de extinciéon de 29 300 M* cm (Bourbonnais et al.,
1998).

Buffer de acetato de sodio 0.1 M Solucion ABTS (0.0054 g/10 mL de
pH5 etanol)

Por columna agregar 160 uL de Buffer
[
Colocar 20 yL de muestra contra un
blanco (agua destilada)
|
Agregar 20 pL de ABTS
[
Leer a 420 nm
[

Tiempo de lectura (8 minutos)
|

Céalculo de la actividad en excel
|

Resultados

Figura 7. Determinacion de la actividad volumétrica de lacasas en microplaca.
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7.5 Andlisis estadistico

Se realizaron analisis de varianza y comparacion de medias de Tukey (o= 0.05)
empleando un disefio completamente al azar (Ntougias et al., 2012; Postemsky et al.,
2014), para lo cual se empleo el paquete estadistico SAS Version 9. Para las variables
del medio semisolido (area colonizada y area del halo de oxidacion) se realizé un
analisis de varianza por cepa en los tratamientos y después un analisis completo
comparando las tres cepas. Posteriormente, se realizé el andlisis de medias para

encontrar los grupos que fueran significativamente diferentes.

En el cultivo liquido se realiz6 el analisis de varianza de la biomasa seca producida y
de la actividad volumétrica de lacasas por cepa, en los medios de cultivo empleados
por cada punto de la cinética. Después, se realizd un analisis de medias para saber
en qué condicion y punto de muestreo de la cinética se presentaron los valores mas

altos y significativos por cepa y, después entre las tres cepas.
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VIIl. RESULTADOS
8.1 Fisiologia de las cepas en medios de cultivo semisolido

En la figura 8, se muestra el crecimiento de las cepas de Ganoderma en los medios
de cultivo semisdlido utilizando el ABTS como indicador cualitativo de presencia de
lacasas (halo de oxidacion). La CP-145 de G. lucidum tardé 8 dias para que halo
llegara al borde de la caja, mientras que las CP-434 y CP-834 de G. spp. tardaron 13
dias. La cepa CP-145 crecio6 en todas las condiciones, tanto el area de la colonia como
el halo de oxidacion alcanzaron al mismo tiempo al borde de la caja de Petri. Se not6
gue las condiciones de cultivo cambiaron la apariencia de la colonia, siendo densa y
abundante en PDA y PDA + AAS 100 uM, y regular en PDA + ABTS 0.5 mM y PDA +
AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM. Por el contrario, el desarrollo de halo de oxidacién en la
cepa CP-434 fue diferente, no formé halo en PDA ni PDA + AAS 100 pM, un cambio
de color azul-verde se noto alrededor de la colonia en el medio PDA + ABTS 0.5 mM,
y una coloracién mas intensa y mas grande que el area de la colonia en la condicion
de PDA + AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM. En tanto que la CP-834 mostré colonias
pulvurulentas circulares, color blanco y amarillo al centro asi como elevacién plana. El
area de la colonia fue mayor en las condiciones PDA y PDA + AAS 100 uM y menor
en PDA + AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM, formando un halo de oxidacién mayor en las

dos ultimas condiciones.

Visualmente al comparar el desarrollo de la colonia de cada cepa en las 4 condiciones
estudiadas se evidencio que la CP-145 presenté un mejor comportamiento, seguida
por la CP-834 y la CP-434. Estos criterios permitieron ampliar el uso de inductores de
enzimas como el AAS y de inductores naturales provenientes de diversos substratos

agricolas.
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Medio de cultivo

Registro AAS 100 pM +
v- AAS 100 uM ABTS 0.5 mM ABTS__Q.S mM

CP-145

CP-434

CP-834 |

CP-145 de Ganoderma lucidum, CP-434 y CP-834 de
Ganoderma spp. en medio de cultivo papa dextrosa agar adicionado con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM y substrato enzimatico acido 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-
6-sulfénico) (ABTS) 0.5 mM.

Figura 8. Crecimiento de cepas de la

8.1.1 CP-145 de G. lucidum

En la figura 9 se observan los valores del area de la colonia de la CP-145 de G. lucidum
en los diferentes tratamientos. La cepa presentd una area de colonizacién de 52.99 +
8.31 a 55.49 + 1.19 cm?, siendo ligeramente mayor en AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM a
8 dias de cultivo. Los valores obtenidos fueron casi similares en todas las condiciones

estudiadas.
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Figura 9. Area de crecimiento de la CP-145 de Ganoderma lucidum a 8 dias de cultivo en
medio PDA adicionado con AAS 100 uM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mM y con las
soluciones AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

El tamafio del halo de oxidacién producido por la CP-145 de G. lucidum a 8 dias de
cultivo en medio PDA adicionado con el substrato enzimatico ABTS 0.5 mM y ABTS
0.5 mM + AAS 100 pM se muestra en la figura 10, siendo levemente mayor en ABTS
0.5 mM (56.17 + 6.74 cm?). Las otras dos condiciones no formaron halo de oxidacion,

aunque tuvieron un buen crecimiento micelial.
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Figura 10. Area del halo de oxidacién de la CP-145 de Ganoderma lucidum a 8 dias de
cultivo en medio PDA adicionado con AAS 100 uM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mMy
con las soluciones AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).
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En la figura 11 se reportan las variaciones de pH de los medios de cultivo utilizados a
tiempo final (8 dias), el cual quedo entre 5.02 + 0.14 (ABTS 0.5 mM) y 5.30 £ 0.10
(AAS 100 pM y ABTS 0.5 mM), destacado los tratamientos AAS 100 uM y AAS 100
UM + ABTS 0.5 mM como los mas altos, de 5.20 y 5.30, respectivamente.

5.50

5.30

pH

5.10

4.90

.70
4 PDA AAS

CP-145 5.05 5.20

ABTS + AAS
5.30

Figura 11. pH final que present6 la CP-145 de Ganoderma lucidum a los 8 dias de cultivo
en medio PDA adicionado con AAS 100 pM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mM y con las
soluciones AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

En cuanto a la conductividad eléctrica a 8 dias de cultivo en los diferentes tratamientos
en estudio, se obtuvieron valores en un rango de 8,638 + 92.31 uS/cm (AAS 100 uM
y ABTS 0.5 mM) a 9,377 + 388.45 uS/cm (PDA), mostrando una diferencia del 8%

entre las condiciones (Fig. 12).
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Figura 12. Conductividad eléctrica final (uS/cm) de la CP-145 de Ganoderma lucidum a 8
dias de cultivo en medio PDA adicionado con AAS 100 pM, substrato enzimético ABTS 0.5
mM y con las soluciones AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM (n= 3).
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8.1.2 CP- 434 de Ganoderma spp.

En la figura 13 se observa el area colonizada por la CP-434 en los medios de cultivo
a 13 dias de incubacién, siendo mayor en PDA (9.17 + 0.76 cm?), comparado con el
medio PDA adicionado con AAS 100 uM y ABTS 0.5 mM (2.50 + 0.09 cm?), resultando
2.7 veces menor. Para esta cepa ningun inductor ayudoé a incrementar el desarrollo de
la colonia, al contrario, se observa que los valores del area fueron menores que en el
medio PDA, donde alcanzé un area de 9.17 + 0.76 cm? con respecto al area total de
la caja de Petri que es de 70 cm?,
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Figura 13. Area de crecimiento de la CP-434 de Ganoderma spp. a 13 dias de cultivo en
medio PDA adicionado con AAS 100 uM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mM y con las
soluciones AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

En cuanto el halo de oxidacién generado por la CP-434 en el medio con ABTS 0.5 mM
se observo mayor desarrollo que en el tratamiento AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM (41.04

+ 0.81 cm?), resultando 3.4 veces mas grande (Fig. 14).
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Figura 14. Area del halo de oxidacion de la CP-434 de Ganoderma spp. a 13 dias de cultivo
en medio PDA adicionado con AAS 100 uM, substrato enzimético ABTS 0.5 mM y con las
soluciones AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

La figura 15 muestra la variacion de pH a 13 dias de cultivo en los medios semisolidos
inoculados con la CP-434. Dicha variacion se observa en un rango de 5.84 +0.02
(ABTS 100 uM) a 6.1 + 0.01 (AAS 100 uM y ABTS 0.5 mM). Los cambios de pH en
esta cepa fueron minimos, quedando casi igual que el pH a tiempo inicial siendo de
5.3.
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Figura 15. pH final de la CP-434 de Ganoderma spp. a 13 dias de cultivo en medio PDA
adicionado con AAS 100 pM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mM y con las soluciones AAS
100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).
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En la figura 16 se observan los valores de la variacion de conductividad eléctrica entre
los medios de cultivo analizados a 13 dias de cultivo. A tiempo inicial el valor de la
conductividad vario entre los 4,285 a 4,581 uS/cm, en las condiciones estudiadas. Al
final de la cinética el valor mas alto correspondi6 al PDA (9,340 £+ 119.05 pS/cm) en
tanto que el menor fue en el medio adicionado con las soluciones AAS 100 uMy ABTS
0.5 mM (8,982 + 364.35 uS/cm). Los resultados muestran un aumento de iones
disueltos en el medio debido al crecimiento de la colonia, el cual fue mayor en PDA
respecto a los medios adicionados con los inductores.
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Figura 16. Conductividad eléctrica final (uS/cm) de la CP-434 de Ganoderma spp. a 13 dias
de cultivo en medio PDA adicionado con AAS 100 uM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mM
y con las soluciones AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

8.1.3 CP-834 de Ganoderma spp.

En la figura 17 se observa el area de colonizacién de la CP-834 a 13 dias de cultivo.
El crecimiento en AAS 100 uM fue el mayor (13.62 + 1.33 cm?) en tanto que el menor
fue en ABTS 0.5 mM (4.49 + 1.31 cm?) existiendo una diferencia del 67%.
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Figura 17. Area de crecimiento de la CP-834 de Ganoderma spp. a 13 dias de cultivo en
medio PDA adicionado con AAS 100 uM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mM y con las
soluciones AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

La figura 18 muestra el tamafo del halo de oxidacion de la CP-834 en medios de
cultivo semisolidos adicionados con ABTS 0.5 mM, siendo apenas mayor en el medio
adicionado con AAS 100 uM (51.50 + 2.84 cm?). La cepa no mostrd oxidacion en los

otros tratamientos.
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Figura 18. Area del halo de oxidacion de la CP-834 de Ganoderma spp. a 13 dias de cultivo
en medio PDA adicionado con AAS 100 pM, substrato enziméatico ABTS 0.5 mM y con las
soluciones AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

En la figura 19 se observan las variaciones de pH en los medios de cultivo semisélidos
estudiados a 13 dias de colonizacion por parte de la CP-834. Los resultados quedaron
entre 5.84 £ 0.04 (AAS 100 uM) y 6.02 £ 0.06 (ABTS 0.05 mM).
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Figura 19. pH final de la CP-834 de Ganoderma spp. a 13 dias de cultivo en medio PDA
adicionado con AAS 100 pM, substrato enzimatico ABTS 0.5 mM y con las soluciones AAS
100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).

La figura 20 muestra la variacion de la conductividad eléctrica a 13 dias de crecimiento
de la CP-834 en los medios de cultivo estudiados, destacando el medio PDA con el
valor mas alto siendo de 9,326 + 74.61 uS/cm.
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Figura 20. Conductividad eléctrica final (uS/cm) de la CP-834 de Ganoderma spp. a 13 dias
de cultivo en medio PDA adicionado con AAS 100 uM, substrato enzimético ABTS 0.5 mM
y con las soluciones AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM (n= 3).
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8.2 Fisiologia de las cepas en medios de cultivo liguido

Los resultados de la cinética de crecimiento a 100 dias de incubacion en medio de
cultivo liquido papa dextrosa (MLPD) adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) a una
concentracion 100 uM y a diferentes puntos de muestreo (0, 10, 20, 40, 80 y 100) dias)

se describen en esta seccion.

En la figura 21 se observa la morfologia de las cepas en estudio, donde el micelio de
la CP-145 de G. lucidum present6 micelio aéreo a los 20 dias de incubacion. En tanto
la CP-434 de Ganoderma spp. mostré escaso micelio en la superficie del cultivo. La
CP-834 de Ganoderma spp. presentd micelio de consistencia rigida en la parte
superior del cultivo. La coloracién de los pellets de las tres cepas varid de blanco a
crema durante la cinética. En tanto que el color del medio de cultivo adicionado con

AAS 100 pM presentd una coloracion amarillo opaco con respecto al testigo (Fig. 21).

| CP-145 | CP-434 | CP-834
Condicién | Cinética (dias) !

10 20 30 40 80 100 10 20 30 40 80 100 10 20 30 40 80 100

......

3 7 \ "'",f « . % e
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Figura 21. Crecimiento de la CP-145 de Ganoderma lucidum, CP-434 y CP-834 de
Ganoderma spp. en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con 4cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM en condicién de agitaciéon a 155 rpm e
incubacion a 27 °C.

8.2.1 CP-145 de G. lucidum

En la figura 22 se muestra la produccion de biomasa seca de la CP-145 de G. lucidum
durante los 100 dias de cultivo. En el medio MLPD la maxima produccion de biomasa

fue al dia 40 con 8.33 + 0.61 mg/mL, posterior a ello se observo su descenso. En el
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medio MLPD con AAS 100 pM se observo que la produccion maxima fue al dia 40 con
11.61 + 1.63 mg/mL (28% mayor en comparacion con su testigo), después de ello se
observd el descenso de la produccion de biomasa en los siguientes puntos de la
cinética, 6.7 mg/mL a los 100 dias.
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Figura 22. Produccién de biomasa seca de la CP-145 de Ganoderma lucidum durante la
cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido (MLPD) y MLPD adicionado con acido
acetilsalicilico (AAS) 100 pM (n=3).

En la figura 23 se observa la variacion del pH en los medios de cultivo analizados.
Observandose una tendencia de descenso hacia el tiempo 20 y posterior aumento
hacia el dia 100 en ambos medios, con pH inicial de 5.3 y final de 5.13 para el medio
MLPD y de 5.74 cuando se adicioné con AAS 100 uM.
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Figura 23. Variacion de pH de la CP-145 de Ganoderma lucidum durante la cinética de
crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD adicionado con
acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).

En la figura 24 se observa la variacion de la conductividad de los medios liquidos
durante la cinética de cultivo, mostrandose una tendencia de incremento con valores
finales de 5912 + 1209 uS/cm para el MLPD y de 7966 = 748 uS/cm para el medio
MLPD adicionado con AAS 100 uM.
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Figura 24. Variacion de la conductividad eléctrica de la CP-145 de Ganoderma lucidum
durante la cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y
MLPD adicionado con acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).
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8.2.2 CP-434 de G. lucidum

La figura 25 muestra la produccién de biomasa deshidratada de la CP-434. Se observa
una tendencia de incremento hasta el dia 80, el cual fue el punto maximo de
crecimiento, para disminuir el dia 100, en ambos medios de cultivo donde el

tratamiento con AAS 100 pM fue apenas mayor en 0.51 mg/mL para el tiempo 80.
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Figura 25. Produccion de biomasa seca de la CP-434 de Ganoderma spp. durante la
cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).

La variacion del pH se muestra en la figura 26 donde se observa una tendencia de
descenso hacia el dia 10 y posterior incremento hacia el dia 100. En el caso del AAS
100 puM se observo una tendencia hacia la neutralizaciéon (7.06) del medio, en tanto
gue en el testigo se vid6 un comportamiento de incremento del pH inicial que fue de
5.30.
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T0 T10 T20 T30 T40 T80  T100
—/— CP-434 MLPD 531 410 421 4.45 4.69 5.07 5.30
— & -CP-434 MLPD +AAS 5.37 4.17 4.26 4.75 4.61 4.84 7.06

Figura 26. Variacién de pH de la CP-434 Ganoderma spp. durante la cinética de crecimiento
en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD adicionado con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).

La figura 27 muestra la variacion de la conductividad eléctrica de los medios de cultivo
donde el tratamiento con AAS 100 uM mostré un incremento con un valor final de 6488
+ 391 pS/cm. En tanto que el testigo mostré incrementos y descensos durante la
cinética con un valor final de 5036 + 102 uS/cm a los 100 dias de cultivo.
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4000 TO T10 T20 T30 T40 T80 T100

—&— CP-434 MLPD 4291 4605 4752 4907 4854 5289 5036
- & -CP-434 MLPD + AAS 4313 4620 4654 4698 4604 5530 6488

Figura 27. Variacion de la conductividad eléctrica de la CP-434 de Ganoderma spp. durante
la cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con acido acetilsalicilico (AAS) 100 pM (n=3).
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8.2.3 CP-834 de Ganoderma spp.

La figura 28 muestra la produccion de biomasa seca por parte de la CP-834 en los
medios de cultivo liquido en estudio en los diferentes puntos de la cinética de
crecimiento, mostrando el méas alto rendimiento a los 40 dias de desarrollo en ambos
tratamientos, siendo mayor en el medio adicionado con AAS 100 pM (10.28 = 0.39

mg/mL) respecto al testigo (9.39 £ 0.37 mg/mL).
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Figura 28. Produccion de biomasa seca de la CP-834 de Ganoderma spp. durante la
cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).

La variacion del pH de la CP-834 en los medios de cultivo liquidos se observa en la

figura 29, donde se aprecia un descenso hasta al dia 40 y posterior incremento al dia

100, sin superar el valor del pH inicial de ambos medio.
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5.00

pH

4.50

4.00 T0 T10 T20 T30 T40 T80 T100

——CP-834 MLPD 5.34 5.04 4.62 4.44 411 4.58 5.01
—a—CP-834 MLPD + AAS 5.31 4.52 4.25 4.27 4.26 4.74 5.29

Figura 29. Variacion de pH de la CP-834 de Ganoderma spp. durante la cinética de

crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD adicionado con

acido acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).
La variacion de la conductividad se muestra en la figura 30 donde se observa el
incremento de esta variable durante los primeros 40 dias en ambos medios estudiados
(4997 uS/cm en MLPD y 5107 uS/cm en AAS), posterior a ello el tratamiento con AAS
100 uM mostré descenso hacia los dias 80 y 100 de cultivo, en tanto que el testigo
tuvo el valor maximo a los 80 dias (5641 uS/cm), con el subsecuente descenso hacia
el dia 100.
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- B -CP-834 MLPD +AAS 4285 4700 4806 5039 5107 4988 4890

Figura 30. Variacion de la conductividad eléctrica de la CP-834 de Ganoderma spp. durante
la cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 pM (n=3).
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8.3 Cinética enzimatica de lacasas
8.3.1 CP-145 de G. lucidum
8.3.1.1 Medio de cultivo semisoélido

La figura 31 muestra los valores de la actividad volumétrica de lacasas de la CP-145
a 8 dias de crecimiento en los medios de cultivo adicionados con AAS 100 uMy ABTS
0.5 mM. El tratamiento con AAS 100 uM presento el valor mas alto (0.55 + 0.04 U/mL),
seguido por el testigo (0.29 £ 0.08 U/mL) y el tratamiento con AAS 100 uM + ABTS 0.5
mM (0.04 £ 0.01 U/mL), en tanto que el tratamiento con ABTS no mostro6 actividad.
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Figura 31. Actividad volumétrica de lacasas de la CP-145 de Ganoderma lucidum, a 8 dias
de cultivo en medio PDA adicionado con AAS 100 uM y substrato enzimatico ABTS 0.5 mM
(n=3).

8.3.1.2 Medio de cultivo liquido

La figura 32 muestra la produccion de lacasas de la CP-145 de G. lucidum en cultivo
liquido, la produccion maxima de lacasas fue de 11.01 + 0.58 U/mL en el medio
adicionado con AAS 100 uM y de 4.20 + 0.43 U/mL en el testigo, a los 40 dias de
cultivo, llegando a producir mas del 160% de actividad en el tratamiento que el testigo.
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Figura 32. Actividad volumétrica de lacasas de la CP-145 de Ganoderma lucidum durante
la cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido (MLPD) y MLPD adicionado con &cido
acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).

8.3.2 CP-434 de Ganoderma spp.
8.3.2.1 Medio de cultivo semisoélido

La figura 33 muestra la produccion de lacasas por parte de la CP-434 de Ganoderma
spp. en los medios de cultivo semisdélidos analizados, encontrando en el medio PDA
adicionado con AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM el valor mas alto de actividad volumétrica
de lacasas de 1.95 + 0.02 (U/mL), seguido del tratamiento con ABTS 0.5 mM ( 0.81 +
0.30 U/mL) y el tratamiento con AAS 100 uM (0.36 + 0.02 U/mL), siendo el tratamiento
testigo el menor (0.14 + 0.07 U/mL). La actividad volumétrica de lacasas del
tratamiento AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM fue 1.4 veces mayor que el tratamiento ABTS
0.5 mM, 4.4 veces que el PDA adicionado con AAS 100 puM, y 13 veces mayor que el

testigo.
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Figura 33. Actividad volumétrica de lacasas de la CP-434 de Ganoderma spp. a 13 dias de
cultivo en medio PDA adicionado con AAS 100 uM y substrato enzimatico ABTS 0.5 mM (n=
3).

8.3.2.2 Medio de cultivo liquido

La figura 34 muestra el comportamiento de la actividad volumétrica de lacasas durante
la cinética de cultivo de la CP-434 en los medios de cultivo analizados. En el medio
adicionado con AAS 100 uM se observé una tendencia al incremento de la produccién
de lacasas siendo a los 80 dias de 12.51 + 0.83 U/mL, y posterior a ello la actividad
disminuy6. En tanto el testigo mostré un incremento de la actividad volumétrica de
lacasas al dia 40, posteriormente un descenso a los 80 dias, y un repunte al final de
la cinética (9.10 + 0.14 U/mL), siendo éste el valor maximo observado en ésta

condicion.
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Actividad de lacasas (U/mL)

30 40 80
Cinética (dias)
—+— CP-434 MLPD 0.03 0.09 0.26 3.20 477 2.47 9.10
— & -CP-434 MLPD + AAS 0.01 0.24 3.50 471 1178 1251 353

Figura 34. Actividad volumétrica de lacasas de la CP-434 de Ganoderma spp. durante la
cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 uM (n=3).

8.3.3 CP-834 de Ganoderma spp.
8.3.3.1 Medio de cultivo semisoélido

La figura 35 muestra la actividad volumétrica de lacasas de la CP-834 de Ganoderma
spp. en los medios estudiados al final de la cinética de crecimiento. La produccion mas
alta se detect6 en el medio PDA adicionado con AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM (9.51 +
0.43 U/mL), seguido por el tratamiento con AAS 100 uM (5.57 £ 0.37 U/mL), el testigo
(2.58 + 0.19 U/mL) y el tratamiento con ABTS 0.5 mM (1.71 £ 0.13 U/mL). El medio
con AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM fue 0.7 veces mayor que el medio con AAS 100 pM,
2.7 veces mayor que el testigo y 4.5 veces mayor que el tratamiento con ABTS 0.5
mM.
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Figura 35. Actividad volumétrica de lacasas de la CP-834 de Ganoderma spp, a 13 dias de
cultivo en medio PDA adicionado con AAS 100 pM y substrato enzimatico ABTS 0.5 mM (n=
3).

8.3.3.2 Medio de cultivo liquido

La figura 36 muestra la actividad volumétrica de lacasas encontrada en cada punto de
la cinética de cultivo. En el medio adicionado con AAS 100 puM se encontraron los
valores mas altos a los 40 dias de cultivo con una produccion de lacasas de 49.38 +
3.4 U/mL, en tanto que el cultivo en el medio MLPD mostr6 la mayor actividad de

lacasas a los 80 dias de cultivo (24.42 £ 2.91 U/mL)
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Figura 36. Actividad volumétrica de lacasas de la CP-834 de Ganoderma spp. durante la
cinética de crecimiento en medio de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con &cido acetilsalicilico (AAS) 100 pM (n=3).
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8.4 Analisis estadistico
8.4.1 Medios de cultivo semisélido

El cuadro 3 muestra el analisis de medias (Tukey a= 0.05) del area de colonizacion
por cepa en medio PDA adicionado con AAS 100 puM, ABTS 0.5 mM y la combinacion
de ambos. La CP-145 no mostré diferencia significativa en los medios de cultivo
empleados. Por otra parte, la CP-434 presentd un area de colonizacion mayor y
significativamente diferente en medio PDA. En tanto que la CP-834 en las condiciones
PDA, AAS 100 uM, ABTS 0.5 mM + AAS 100 uM no present6 diferencia significativa,
siendo menor el area colonizada en ABTS 0.5 mM vy diferente a los demas

tratamientos.

Cuadro 3. Andlisis del area de la colonia (cm?) por cada cepa nativa de Ganoderma en los
diferentes tratamientos a tiempo final (n= 3).

Condicion Registro
CP-145 CP-434 CP-834
PDA 52.99+8.31* 9.174+0.762 12.43+0.252
PDA + AAS 100 uM 54.86+1.342 6.61+1.42° 13.62+1.332
PDA + ABTS 0.5 mM 52.64+6.862 6.31+0.47° 4.49+1.31°
PDA + ABTS 0.5 mM + AAS 100 uM 55.49+1.19? 2.50+0.09°¢ 11.25+1.262

PDA= Papa dextrosa agar. AAS= Acido acetil salicilico. ABTS= Acido 2,2'-azino-bis-(3 etilbenzotiazolin-
6-sulfénico). *Prueba de Tukey a= 0.05.

En el cuadro 4 se presentan los resultados del analisis de medias (Tukey a= 0.05) del
area de colonizacion entre cepas. En el primer nivel de significancia se ubicaron las
areas correspondientes a la CP-145, las cuales presentaron los mayores valores de
area colonizada, en contraste la CP-434 en medio adicionado con ABTS 0.5 mM + AAS

100 pM se ubico en el dltimo nivel de significancia.

Cuadro 4. Andlisis entre cepas del area de la colonia (cm?) de Ganoderma en los diferentes
tratamientos a tiempo final (n= 3).

Condicion Registro
CP-145 CP-434 CP-834
PDA 52.00+8.31%  9.17+0.76"  12.43+0.25°
PDA + AAS 100 uM 54.86+1.342 6.61+1.42bc 13.62+1.33°
PDA + ABTS 0.5 mM 52.64+6.86°  6.31:0.47%  4.49+1.31%
PDA + ABTS 0.5 mM + AAS 100 uM 55.49+1.192 2.50+0.09¢ 11.25+1.260¢

PDA= Papa dextrosa agar. AAS= Acido acetil salicilico. ABTS= Acido 2,2'-azino-bis-(3 etilbenzotiazolin-
6-sulfénico). *Prueba de Tukey a= 0.05.
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Halo de oxidaciéon (cm?)

En el cuadro 5 se muestran los resultados del analisis de medias (Tukey a= 0.05) para
el halo de oxidacién formado por la colonia de las cepas estudiadas en los medios que
contenian el substrato enziméatico ABTS 0.5 mM. La CP-145 no present6 diferencia
significativa en las condiciones estudiadas. Por otra, parte las cepas CP-434 y CP-834
en el medio AAS 100 uM + ABTS 0.5 mM mostraron ser significativamente diferentes
respecto al medio ABTS 0.5 mM. En las condiciones PDA y PDA + AAS 100 pM no se

formé el halo de oxidacion.

Cuadro 5. Andlisis del tamafio del halo de oxidacion (cm?) por cada cepa nativa de
Ganoderma en PDA adicionado con AAS 100 uM y substrato enzimatico ABTS 0.5 mM, a

tiempo final (n= 3).

Condicion Registro
CP-145 CP-434 CP-834
PDA + ABTS 0.5 mM 56.246.74°  920+215°  45.65+1.62°
PDA + ABTS 0.5 mM + AAS 100 uM 55.6+3.61°  41.04+0.81°  51.50+2.84°

ABTS= Acido 2,2'-azino-bis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfonico). AAS= Acido acetil salicilico. *Prueba de
Tukey a= 0.05.

En el cuadro 6 se muestran los resultados obtenidos del analisis de medias (Tukey a=
0.05) entre las cepas estudiadas, encontrando que la CP-145 se ubic6 en el primer
nivel de significancia, no habiendo diferencia significativa entre ellos. Debido a lo

anterior, la CP-434 en la condiciobn ABTS 0.5 mM se ubicé en el ultimo nivel, siendo

significativamente diferente.

Cuadro 6. Andlisis del tamafio de halo de oxidacion (cm?) entre las cepas nativas de
Ganoderma en medio PDA adicionado con AAS 100 pM y substrato enzimético ABTS 0.5

mM a tiempo final (n= 3).

Condicion Registro
CP-145 CP-434 CP-834
PDA + ABTS 0.5 mM 56.2+6.74% 9.29+2.15¢ 45.65+1.62
PDA + ABTS 0.5 mM + AAS 100 uM 55.6£3.612 41.04+0.81° 51.50+2.84%

ABTS= Acido 2,2'-azino-bis-(3 etilbenzotiazolin-6-sulfénico). AAS= Acido acetil salicilico.*Prueba de
Tukey a= 0.05.

Las condiciones PDA y PDA AAS 100 uM no se analizaron debido a que no formaron

halo de oxidacion.
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Actividad volumétrica de lacasas (U/mL)

El cuadro 7 muestra los resultados del analisis de medias (Tukey a= 0.05) por cepa
de la actividad volumétrica de lacasas de medios semisoélidos adicionados con AAS
100 uM y ABTS 0.5 mM. La CP-145 present6 la mayor actividad volumétrica de
lacasas en el medio adicionado con AAS 100 pM siendo diferente a las otras
condiciones de cultivo. En tanto que la CP-434 y la CP-834 presentaron la mayor
produccién de lacasas en el medio AAS 100 pM + ABTS 0.5 mM, siendo

significativamente diferente al resto de las condiciones experimentales.

Cuadro 7. Andlisis de la actividad volumétrica de lacasas (U/mL) de cada cepa nativa de
Ganoderma en medio PDA adicionado con AAS 100 uM y substrato enzimatico ABTS 0.5
mM, a tiempo final (n= 3).

Condicion Registro
CP-145 CP-434 CP-834
PDA 0.29+0.08"  0.14+0.07°  2.58+0.19°
PDA + AAS 100 uM 0.55+0.04°  0.36£0.02°  5.57+0.37"
PDA + ABTS 0.5 mM 0.00£0.00°  0.81+0.30°  1.710.13¢
PDA + ABTS 0.5 mM + AAS 100 uM 0.04+0.01°  1.95:0.02%  9.51+0.43°

PDA= Papa dextrosa agar. AAS= Acido acetil salicilico. ABTS= Acido 2,2'-azino-bis-(3 etilbenzotiazolin-
6-sulfénico). *Prueba de Tukey a= 0.05.

El analisis de medias de la actividad volumétrica de lacasas de medios semisoélidos
adicionados con AAS 100 pM y con ABTS 0.5 mM entre las cepas y tratamientos se
muestra en el cuadro 8. La produccién de lacasas de la CP-834 en medio AAS 100
UM + ABTS 0.5 mM resultd ser la méas alta y significativamente diferente al resto de
las medias, con un valor de 9.51 + 0.43 U/mL.

Cuadro 8. Analisis entre cepas de la actividad volumétrica de lacasas (U/mL) de cepas

nativas de Ganoderma en PDA adicionado con AAS 100 uM y substrato enziméatico ABTS
0.5 mM a tiempo final (n= 3).

. Registro
Condicion
CP-145 CP-434 CP-834
PDA 0.29+0.08°" 0.14+0.07¢ 2.58+0.19°¢
PDA + AAS 100 uM 0.55+0.04°¢ 0.36+0.02f 5.57+0.37°
PDA + ABTS 0.5 mM 0.00+0.00f 0.81+0.30° 1.71+0.13¢
PDA + ABTS 0.5 mM + AAS 100 uM 0.04+0.01f 1.95+0.02¢ 9.51+0.43?

PDA= Papa dextrosa agar. AAS= Acido acetil salicilico. ABTS= Acido 2,2'-azino-bis-(3 etilbenzotiazolin-
6-sulfénico). *Prueba de Tukey a= 0.05.
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8.4.2 Medios de cultivo liquido
Biomasa

Los resultados obtenidos del analisis de medias (Tukey a= 0.05) por cepa de la
biomasa seca producida por las cepas de Ganoderma en medio de cultivo liquido papa
y dextrosa (MLPD) y MLPD + AAS 100 uM, se muestran en el cuadro 9. La CP-145 a
40 dias de cultivo presento el valor mas alto y significativamente diferente. En cuanto
a la CP-434 los valores mas altos se encontraron en MLPD y MLPD + AAS 100 uM a
80 dias de cultivo, ubicandose en el primer nivel de significancia. En tanto que la CP-
834 a 40 dias de cultivo medio MLPD + AAS 100 uM presento la mayor producciéon de
biomasa, ubicandose en el primer nivel de significancia.
Cuadro 9. Andlisis por cepa de la biomasa seca (mg/mL) producida por cepas nativas de

Ganoderma durante la cinética en medio de cultivo liquido papa dextrosa (MLPD) y MLPD
+ AAS 100 pM (n= 3).

Cinética CP-145 CP-434 CP-834
(dias)

MLPD MLPD+AAS MLPD MLPD+AAS MLPD  MLPD + AAS
0 0.16+0.01"  0.18+0.00" 0.19+0.01" 0.22+0.00'  0.10+0.00° 0.10+0.00°¢
10 0.67+0.03°"  0.43+0.03%" 1.76+0.06° 1.77+0.05° 2.27+0.19 2.68+0.45'

20 3.47+0.22%  4.66+0.11% 2.74+0.00% 2.83+0.08%¢ 5.67+0.32°  6.08+0.12%

30 6.32+0.31°¢  7.81+0.88°° 3.25+0.12°“® 3.58+0.06° 7.34+0.48%  7.55+0.03™
40 8.33+0.61° 11.61+1.63* 4.65+0.39°° 4.39+0.14°° 9.39+0.37%° 10.28+0.39%
80 6.28+1.14°  7.69+1.56°° 6.39+1.07% 6.90+0.60° 8.69+0.64°°  7.84+0.87°°

100  6.71+0.40°  6.70+0.71°° 3.93+0.87° 4.85+0.80°  7.38+0.19°  7.48+0.18%
MLPD= Medio liquido papa dextrosa. AAS= Acido acetilsalicilico. *Prueba de Tukey a= 0.05

Por otro lado, el cuadro 10 muestra los resultados de la biomasa seca producida y su
analisis (Tukey a= 0.05) entre cepas de Ganoderma en medio de cultivo liquido MLPD
y MLPD + AAS 100 uM. Los resultados obtenidos muestran a la CP-145 en el medio
MLPD + AAS 100 uM a 40 dias de cultivo con el valor mas alto (11.61 + 1.63 mg/mL),

ubicada en el primer nivel de significancia.
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Cuadro 10. Andlisis de la biomasa seca (mg/mL) producida entre las cepas nativas de
Ganoderma durante cinética de cultivo en medio liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD
adicionado con AAS 100 puM (n= 3).

Cinética CP-145 CP-434 CP-834
(dias) MLPD MLPD + AAS MLPD MLPD + AAS MLPD MLPD + AAS
0 0.16+0.01°"  0.18+0.00°  0.19+0.01°°  0.22+0.00°°  0.10+0.00°  0.10+0.00°
10 0.67+0.03"°"  0.43+0.03"°P  1.76+0.06™"°P 1.77+0.05™"°P 2.27+0.19Y™"° 2 68+0.45'M"°P
20 3.47+0.221™  4.66+0.119" 2.74+0.00™ 2.83+0.08™" 5.67+0.32°" 6.08+0.12"!
30 6.32+0.319¢19" 7 81+0.88°°%®" 3.25+0.12™ 3.58+0.065K™ 7.34+0.48°®" 7.55+0.03%"
40 8.33+0.61°°%® 11.61+1.63% 4.65+0.399" 4.39+0.14"¥ 9.39+0.37%°° 10.28+0.39%°
80 6.28+1.14%°"0" 7 69+1.56°%"  6.39+1.079°" 6.90+0.60%" 8.69+0.64°"  7.84+0.87""
100  6.71+0.40%°%" 6.70+0.719°"" 3.93+0.87'"™ 4.85+0.80°9""% 7.38+0.19°°®" 7.48+0.18°

MLPD= medio liquido papa dextrosa. AAS= &cido acetilsalicilico. *Prueba de Tukey a= 0.05

Actividad volumétrica de lacasas (U/mL)

En el cuadro 11 se muestran los resultados obtenidos del analisis de medias por cepa

(Tukey a= 0.05) para la actividad volumétrica de lacasas producida en medio de cultivo
liquido papa dextrosa (MLPD) y MLPD + AAS 100 uM. La CP- 145y CP434 a 40y 80

dias de cultivo en medio MLPD adicionado con AAS 100 uM, mostraron los valores

mas altos, ubicandose en el primer nivel de significancia. En tanto que la CP-834 tuvo

la mayor produccién de lacasas a 40 dias de cultivo en MLPD adicionado con AAS

100 uM, siendo significativamente diferente al resto.

Cuadro 11. Analisis de la actividad volumétrica de lacasas (U/mL) por cepas nativas de
Ganoderma durante cinética de cultivo en medios de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD)
y MLPD adicionado con AAS 100 pM (n=3).

Cinética CP-145 CP-434 CP-834
(dias) MLPD MLPD + AAS MLPD MLPD + AAS MLPD MLPD + AAS

0  00.0+0.00" 0.01+0.01"  0.03+0.01f 0.01+0.00 0.00+0.009 0.00+0.00°
10  0.04+0.01' 0.44+0.01°"  0.09+0.01' 0.24+0.01" 0.96+0.129  12.63+2.01°
20  0.20+0.02°f 1.14+0.14°  0.2620.04' 3.50+0.25%  5.90+0.94°"  30.17+2.88°
30  0.61+0.06°f 6.12+1.56°  3.20+0.60%° 4.71+0.24°  10.14+0.83%  26.75+2.27"°
40  4.20+0.43°  11.01+0.58%  4.77+0.28° 11.78+0.88%  13.37+0.83%  49.38+3.40°
80 3.06+0.06°  10.74+0.65%  2.47+0.44° 12.51+0.83%  24.42+2.91° 28.95+2.82°°

100 0.00+0.00" 7.24+0.25°  9.10+0.14° 3.53+0.48°  12.18+0.22° 24.71+2.93°

MLPD= Medio liquido papa dextrosa. AAS= Acido acetilsalicilico. *Prueba de Tukey a= 0.05.
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En el cuadro 12 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de medias entre
cepas (Tukey a= 0.05) de la actividad volumétrica de lacasas de Ganoderma en medio
de cultivo liquido papa dextrosa (MLPD) y MLPD + AAS 100 uM. La CP-834 a 40 dias
de cultivo en medio MLPD + AAS 100 pM fue significativamente superior que el resto
de las medias analizadas. En tanto que los ultimos niveles de significancia se

encontraron a los 0 y 100 dias.

Cuadro 12. Actividad volumétrica de lacasas (U/mL) de cepas nativas de Ganoderma durante
cinética de cultivo en medios de cultivo liquido de papa y dextrosa (MLPD) y MLPD adicionado
con AAS 100 uM (n=3).

Cinética CP-145 CP-434 CP-834
(dias) MLPD MLPD + AAS MLPD MLPD + AAS MLPD MLPD + AAS
0  00.0+0.00™  0.01+0.01"  0.03+0.01" 0.01+0.00" 0.00+0.00" 0.00+0.00"

10  0.04+0.01" 0.44+0.01'™" 0.09+0.01™" 0.24+0.01'™  0.96x0.12Y™ 12.63+2.01¢
20 0.20+0.02'™  1.14+0.14"™" 0.26+0.04'™" 3.50£0.25'™™  590+0.949"1  30.17+2.88°
30 0.61+0.06™"  6.12+1.56%" 3.20+0.60"™"  4.71+0.24"1  10.14+0.83%"  26.75+2.27°°
40  4.20+0.43"%  11.01+0.58%¢ 4.77+0.28" 11.78+0.88%  13.37+0.83¢ 49.38+3.40%
80  3.06+0.06'™" 10.74+0.65%  2.47+0.44%™ 1251+0.83%  24.42+2.91° 28.95+2.82°
100  0.00+0.00" 7.24+0.259"  9.10+0.14°" 3.53+0.48"™  12.18+0.22%¢  24.71+2.93¢

MLPD= Medio liquido papa dextrosa. AAS= Acido acetilsalicilico. *Prueba de Tukey a= 0.05.
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IX. DISCUSION

Recientemente existe un interés en el estudio de las enzimas lignocelulésicas de G.
lucidum con potenciales aplicaciones industriales. Los resultados presentados estan
enfocados principalmente a la caracterizacion de cepas nativas de este género en la
produccion de lacasas y en otras variables que permitan seleccionar los recursos

genéticos de hongos comestibles, funcionales y medicinales.

El cultivo de cepas nativas de Ganoderma spp. en medios semisolidos PDA
adicionados con ABTS 0.5 mM mostraron la aparicion de un halo oxidacién de color
verde a negro-violeta derivado de la actividad de las lacasas producidas por los
hongos, lo anterior coincide con lo reportado por Vantamuri y Kaliwal (2015) y
Vrsanska et al. (2015). En cuanto al area de colonizacion los medios adicionados con
AAS 100 uM no mostraron diferencia significativa (Tukey a= 0.05) con respecto al
testigo en las cepas CP-145 y CP-834. No asi en la CP-434, donde se observaron
valores menores y significativamente diferentes al testigo (PDA). El area del halo de
oxidacioén no fue significativamente diferente (Tukey a= 0.5) en la CP-145, pero fueron
diferentes en las cepas CP-434 y CP-834, siendo mayor en el medio adicionado con
ABTS 0.5 mM + AAS 100 pM, lo que permitié evidenciar el efecto de induccién de
lacasas del AAS 100 uM por cambio de color en area de medio de cultivo en estas 2
cepas. Los resultados de la actividad volumétrica de lacasas de la fase acuosa de
cultivos semisélidos mostraron valores altos y significativamente diferentes (Tukey a=
0.5) en los medios adicionados con AAS 100 uM, especificamente en el caso de la
CP-145, en el medio adicionado con AAS 100 uM, en tanto que en las cepas CP-434
y CP-834 en los medios ABSTS 0.5 mM + AAS 100 uM tuvieron actividades de 1.95 +
0.02 U/mL y 9.51 + 0.43 U/mL, respectivamente.

En cuanto al cultivo en medios liquidos las cepas CP-145 y CP-834 mostraron los
valores mas altos de produccion de biomasa a 40 dias en los medios adicionados con
AAS 100 pM, resultando significativamente diferentes (Tukey a= 0.5), en la CP-145,
pero no para la CP-834. En tanto que la CP-434 mostro la produccion de biomasa mas
alta a los 80 dias, sin encontrar diferencia estadistica entre los medios. D"Souza et al.

(1999), report6 valores para G. lucidum de 2.1 y 0.95 mg/mL de biomasa a 12 dias de
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cultivo con altos y bajos niveles de nitrégeno, respectivamente. En tanto Yang et al.
(2009), reportaron valores de 1.56 mg/mL a 7 dias de cultivo. Las cepas estudiadas
en el presente trabajo mostraron una produccién de biomasa de 0.43 mg/mL (CP-145
en AAS 100 pM) y 2.68 mg/mL (CP-834 en AAS 100 uM) a 10 dias de cultivo,

encontrandose en el rango reportado por dichos autores.

Los resultados de la actividad volumétrica de lacasas en cultivos liquidos mostraron
valores altos y significativamente diferentes (Tukey a= 0.5) en los medios adicionados
con AAS 100 uM. Para las CP-145 y CP-434 se encontraron valores altos a 40 y 80
dias, en tanto que en la CP-834 se encontré Unicamente a los 40 dias. Trabajos
previos sobre la produccion de lacasas por parte de G. lucidum muestran valores de
0.0006 — 0.0495 U/mL (D" Souza et al., 1999), 0.001 U/mL (Coelho et al., 2010) a 7
dias y de 0.295 U/mL a 5 dias de cultivo en medio liquido definido (Songulashvili et al.,
2007). Comparando los resultados con este estudio a 10 dias de cultivo, se observan
valores en un rango de 0.04 U/mL para la CP-145 en MLPD y de 12.63 U/mL para la
CP-834 en MLPD + AAS 100 uM. Martinez-Carrera et al. (2016), empled AAS u100
UM en el cultivo de la CP-145 de G. lucidum en condiciones de laboratorio in vitro
reportando la induccion de la expresion de enzimas lacasas a 40 dias de cultivo
hallando valores de 8.9 U/mL. Los resultados encontrados en esta investigacion fueron
de 11.01 + 0.58 para la CP-145, 11.78 + 0.88 para la CP-434 y 49.38 * 3.40 para la
CP-834 a 40 dias de cultivo en iguales condiciones. Se encontraron valores de
induccion en un rango de 193% a 248% en medio semisdlido y de 162% a 400% en

medio de cultivo liquido respecto al testigo (Cuadro 13).

Cuadro 13. Induccién (%) del acido acetilsalicilico (AAS) en la produccién de enzimas
lacasas respecto al testigo en el cultivo in vitro de tres cepas nativas de Ganoderma.

. : Registro
Medio de cultivo
CP-145 CP-434 CP-834
Semisélido 193 248 216
Liquido 162 406 269

You et al. (2013), mencionan el uso de aspirina en una concentracion de 0.5-8 mM en
medio de cultivo MLPD durante 4 dias para inducir la apoptosis de G. lucidum y
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obtener acidos ganodéricos, metabolitos secundarios de interés medicinal. En el
presente trabajo se emplearon cantidades que representaron el 12.5% y 20% de las
empleadas por los autores, encontrando la induccion de enzimas lacasas. Se
comprueba en efecto del acido acetilsalicilico (AAS) en el cultivo de Ganoderma a nivel
de crecimiento y actividad enzimatica, adicionales a las ya comprobadas por Meneses

et al. (2016) con la misma cepa.

La conductividad depende de la concentracién de los electrolitos en una disolucion, en
la que estan presentes como iones con libertad de movimiento y poseen la capacidad
de conducir corriente eléctrica. Durante el desarrollo del micelio una liberacion de
electrolitos parece tener lugar debido al metabolismo del organismo, lo cual explica su
variacion dentro de la cinética (Hepler, 1968; Christen, 1986; Gomez-Alarcon et al.,
1986; Wilches-Zuiiga et al., 2007).
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X. CONCLUSIONES

Se evaluo el crecimiento de tres cepas nativas Ganoderma spp. en medios de cultivo
semisdlido y liquido asi como la produccién de enzimas lacasas empleando &cido
acetilsalicilico (AAS) como inductor. Contrastando la hipotesis planteada en este
trabajo el &cido acetil salicilico (AAS) adicionado a los medios de cultivo de
Ganoderma spp. si tuvo efecto sobre la actividad enzimética de lacasas en las cepas

estudio. Con base en los resultados obtenidos, se concluye lo siguiente:

1. Empleando ABTS 0.5 mM en medios semisolidos se encontr6 que las cepas en
estudio producian lacasas, evidenciado por la apariciéon de un halo de color
verde-morado oscuro. La medicién del halo mostré que el area del mismo fue
mayor y significativamente diferente cuando se emple6 AAS 100 pM en dos
cepas (CP-434 y CP834).

2. Laproduccion de lacasas se vié incrementada en mas del 80% en las tres cepas
por la adicién del AAS 100 uM en los medios semisélidos.

3. El area de colonizacion no se vié afectada por el uso del AAS en la CP-145y
CP-834, en tanto que en la CP-434 limit su crecimiento.

4. En los medios de cultivo liquido la produccion de biomasa incrementé en las
CP-145y CP-834 por el uso del AAS 100 pM.

5. La actividad volumétrica de lacasas aument6 en mas del 100% con el uso de
AAS 100 pM, encontrando los valores maximos de produccion de lacasas a 40

dias de cultivo.

La caracterizacion de recursos genéticos es ideal para la seleccidén de los mismos en
procesos y aplicaciones biotecnoldgicas. El empleo de inductores de baja toxicidad y
facil acceso como el AAS permitio potenciar la produccion de lacasas en los
organismos estudiados, lo cual amplia las aplicaciones de este compuesto como
inductor de enzimas lignocelulésicas en hongos comestibles. El analisis bioquimico de
la activad volumétrica de lacasas de estas cepas abre un panorama para el estudio de
la expresion génica de estas biomoléculas para conocer de forma especifica su
produccion y aprovechamiento respecto a los tiempos de cultivo en substratos solidos,

derivados de la actividad agroforestal.
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XI. ESTRATEGIA PARA EL APROVECHAMIENTO DE RECURSOS GENETICOS
NATIVOS DE Ganoderma spp. COMO CEPAS PRODUCTORAS DE ENZIMAS
LACASAS

México es considerado un pais donde converge una notable diversidad bioldgica,
ecologica y cultural. En este contexto existe un panorama general de la diversidad de
los recursos genéticos nativos de hongos comestibles funcionales y medicinales, los
cuales son relevantes en virtud de las propiedades funcionales y medicinales de los
compuestos y moléculas bioactivas. En virtud de ello existen propuestas para impulsar
un circulo virtuoso conservacién-investigacion-innovacion-desarrollo donde la
generacion de conocimiento e innovaciones promueven el desarrollo del sector y de
la sociedad, y a su vez alientan la conservacion, estudio y utilizacién de los recursos

genéticos de hongos comestibles, funcionales y medicinales.

Es posible desarrollar estrategias integrales para los recursos genéticos nativos de
hongos comestibles y medicinales, involucrando su recoleccion, conservacion,
identificacion, caracterizacion y aplicaciones biotecnoldgicas. Para ello, resulta
indispensable fortalecer la investigacion cientifica basica y aplicada para resolver
problemas de caracter cognoscitivo, y aquellos de posible interés social. Con el
conocimiento generado, sera posible desarrollar las innovaciones que el sector y la
sociedad demandan, a través de procesos, técnicas, cepas comerciales, y modelos
de utilidad inmediata, en los cuales el conocimiento no es un fin, sino un medio
(Morales et al., 2010).

Una estrategia describe el plan general de accién para un proyecto asi como la
secuencia de actividades particulares. Tener una estrategia consiste en estar
consciente de hacia dénde ir y como se pretende llegar (Cross, 1999). En la presente
estrategia se plantea el aprovechamiento del conocimiento obtenido encaminado
hacia una nueva vision en la produccion intensiva de cepas nativas de Ganoderma en
substratos solidos, resaltando el potencial de este hongo comestible y medicinal en la
transformacion de residuos lignoceluldsicos agroforestales para la obtencion de
lacasas como producto de valor agregado ademas, de sus basidiocarpos con

propiedades funcionales y medicinales.
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En una estrategia es necesario conocer cual es el potencial de recursos con el que se
cuenta y que esta subutilizado y, por otro lado, cuales son las necesidades que se

requiere satisfacer. En este sentido se plantea una matriz de las potencialidades,

limitaciones y problemas a resolver (Cuadro 14).

Cuadro 14. Matriz de potencialidades, limitaciones y problemas de la estrategia propuesta.

Area tematica

Potencialidades

Limitaciones

Problemas

Recursos Abundancia de recursos Falta de conocimiento en la 1. Clima cambiante
naturales y genéticos nativos implementacion de o )
. . 2. Biopirateria
ambientales Obortunidad q tecnologias de
ortunida e ;
P " : aprovechamiento de 3. Sobre explotacion
conversion de residuos ; ; ‘i
residuos lignocelulosicos e recursos
agroforestales en nuevos
q q I empleando recursos maderables
pro uctc;)s € Vvalor genéticos de  hongos
agregado comestibles
Sistema fisico- Meéxico en su variedad de Fendmenos meteoroldgicos Transporte de
natural climas, posee las derivados del cambio materias primas y
condiciones para el climatico que merman la productos
aprovechamiento de produccion de hongos terminados
Ganoderma lucidum comestibles
Area El precio en el mercado de Falta de inversién en planes Disponer de
econoémica productos derivados del de desarrollo e innovacionde financiamientos
cultivo de Ganoderma la produccidon de Ganoderma acorde a la

(Hongo deshidratado,
lacasas) es elevado

en el sector publico y privado

tecnologia necesaria
a implementar

Demografia y Ofrece unaoportunidadde Se requiere personal Los actuales
mercado de generacibn de nuevos capacitado y calificado productores se
trabajo empleos encuentran dispersos
Falta de una cultura en el g g pais.
aprovechamiento de
recursos fangicos
Infraestructura La infraestructura Riesgos de contaminacién El escalamiento de
requerida para la en el -cultivo por una nivel laboratorio-
produccion es de acceso infraestructura deficiente planta piloto requiere
relativamente sencillo. investigacion y
desarrollo

Existe informacion general
del proceso productivo

64



Aspectos Existe capacidad para Existe un nimero limitado de Falta de vinculacion

institucionales realizar investigacién recursos humanos altamente consolidada entre
tecnoldgica para potenciar capacitados instituciones y
el aprovechamiento de los productores de
recursos de  hongos hongos comestibles
comestibles

Actores sociales

En una estrategia las realidades y estructuras posibles son creadas y construidas por
sus actores sociales (Arellano, 2004). En este sentido a continuacién se describen los
actores principales para la estrategia de aprovechamiento de recursos genéticos
nativos de Ganoderma spp. como cepas productoras de enzimas lacasas.

Productores. Los productores y organizaciones de hongos comestibles y
medicinales son esenciales en esta estrategia debido a su interés individual y
necesidad de aprovechar recursos naturales en la obtencion de nuevos productos de

valor agregado que beneficien a la sociedad

Sector gubernamental. La importancia del sector gubernamental como actor
encuentra relevancia en la regulacion y la incentivacion de nuevos modelos de
aprovechamiento de los recursos de forma sustentable, asi como apoyo econémico

en la implementacion de nuevos proyectos de sustentabilidad.

Instituciones de investigacion. Las instituciones y centros de investigacion
brindan a la sociedad de capital humano especializado en el desarrollo y aplicacion de
ciencia y tecnologia. Una afinidad inter y transdisciplinaria de tecndlogos permite el

aprovechamiento integral de los recursos naturales del pais.

Consumidores. Son parte esencial de una cadena de aprovechamiento de los
productos y conocimientos a generar. En esta estrategia los consumidores primarios
del conocimiento generado implementarian la obtencibn de nuevos productos
(lacasas) para la transformacién de otras materias primas en nuevos productos y

servicios.
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Objetivos estratégicos y especificos

En el cuadro 15 se describe el objetivo general, asi como los especificos, los

resultados y las actividades a realizar en la implementacion de esta estrategia.

Cuadro 15. Asignacion de obijetivos de la estrategia para el aprovechamiento de recursos
genéticos nativos de Ganoderma spp. como cepas productoras de enzimas lacasas.

Objetivo Obtener productos de valor agregado derivados del proceso de produccién
general de hongos comestibles y funcionales.

Objetivo Aprovechar recursos genéticos nativos de Ganoderma spp. en la produccion
especifico de enzimas lacasas.

Resultados 1. Manejo integral de los residuos lignocelulésicos de las actividades
agroforestales.

2. Aprovechamiento de recursos genéticos nativos de Ganoderma.
3. Aprovechamiento de substratos residuales del cultivo de G. lucidum.

4. Dar un valor agregado al cultivo de Ganoderma a través de la obtencion
de enzimas lacasas a partir de substratos.

Actividades 1. Aislamiento y conservacion de los recursos genéticos nativos de

Ganoderma.

2. Implementacion de un modelo de produccion de G. lucidum en
sustratos solidos.
Determinacién de la produccién maxima de enzimas lacasas.
Desarrollo de metodologias de obtencién y uso de enzimas de
substratos colonizados por G. lucidum

5. Caracterizacion de las enzimas lacasas a nivel bioquimico, e iniciar
la caracterizacion a nivel molecular.

6. Colocacion en el mercado de productos de lacasas de G. lucidum

derivadas de su cultivo en substratos lignocelulésicos.

Se estima que actualmente el mercado de enzimas a nivel mundial equivale a 8 mil
millones de délares, debido al incremento de la demanda (Li et al., 2012). En este
contexto las lacasas tienen una amplia demanda gracias a sus propiedades cataliticas
en las reacciones de oxidacion, lo que les otorga un gran potencial dentro de una

amplia variedad de aplicaciones industriales, como los biocombustibles, papel, textil y
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en industrias alimentarias (Couto y Herrera, 2006). Ademas las enzimas proporcionan
una solucion verde para las crecientes preocupaciones ambientales (Mishra y Kumar,
2009). Actualmente, el crecimiento continuo del mercado de enzimas industriales
depende de la innovacién tecnoldgica, la identificacion y caracterizacién de nuevas
enzimas procedentes de fuentes naturales (Cherry y Fidantsef, 2003). En este sentido,
radica este estudio, el de valorar el potencial de produccion de lacasas de los recursos

nativos del hongo Ganoderma.
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XIIl. ANEXO

Se realizaron entrecruzamientos entre cepas para confirmar el género, debido a que
se encuentran en proceso de definir la especie de las cepas CP-434 y CP-834. El

material biolégico empleado corresponde al descrito en el cuadro 16.

Cuadro 16. Material biolégico depositado en el UREGENHCFyM empleado en el
entrecruzamiento de cepas para confirmar el género de las cepas estudiadas.

Especie Registro Procedencia

Ganoderma lucidum CP-145 Cuernavaca, Morelos
Ganoderma spp. CP-434 Sierra Norte de Puebla
Ganoderma spp. CP-834 Estado de Morelos
Ganoderma lucidum CP-400 Cd. Chapultepec Morelos
Trametes maxima CP-717 Tlalnelhuayocan Veracruz

La figura 37 muestra las colonias de cada cepa crecidas en medio papa dextrosa agar
(PDA) en su fase dicarittica.

CP-145 CP-434 CP-834

CP-400

Figura 37. Cepas en la fase de caracterizacion del material biologico empleado en esta
investigacion. Las cepas varian en textura, color y densidad micelial, asi como en el
contorno de la colonia.
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El cuadro 17 resume las caracteristicas morfolégicas de la colonia de las cepas cuando
se entrecruzaron entre ellas. Las afines no formaron una barrera. Las cepas de género

diferente formaron una barrera o permanecieron separadas las colonias.

Cuadro 17. Morfologia de las colonias de acuerdo a su interaccion.

Registro CP-145 CP-400 CP-434 CP-717 CP-834
CP-145 Fusionada
CP-400 Barrera Fusionada
CP-434 Barrera Barrera Fusionada
CP-717 Barrera Barrera Barrera Fusionada
CP-834 Barrera Separacion  Separacién  Barrera Fusionada

La figura 38 ejemplifica los comportamientos de las cepas cuando se confrontaron las

colonias.
Fusionada
Barrera
Separada
. . . . . . ‘
Figura 38. Definicion de la morfologia de colonias de acuerdo a su
interaccion.

Es necesario confirmar la especie de la cepa CP-834 de Ganoderma spp. debido a los
resultados obtenidos.
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