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Evaluacién del crecimiento de macrohongos de interés biotecnolégico en residuos
agroindustriales y madereros. Se evaluo la capacidad de crecimiento de cepas de macrohongos
nativos del Paraguay de interés biotecnolégico: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus y
Schizophyllum commune en medios de cultivo enriquecidos con residuos agroindustriales y
madereros. Se prepararon medios con las siguientes combinaciones: Pino/Paja, Pino/Cafia,
Lapacho/Paja, Lapacho/Cafia. Para las cepas T. versicolor y P. ostreatus, el medio de cultivo
6ptimo de crecimiento fue el enriquecido con la combinacién Pino/Paja, la cepa S. commune
mostré similar crecimiento en los diferentes medios utilizados. Los medios enriquecidos con
lapacho presentaron efecto inhibitorio sobre las cepas T. versicolor y P. ostreatus, probablemente
debido al compuesto naftoquinénico (lapachol) con propiedades antiflingicas reportadas en la
literatura. La cepa S. commune crecio favorablemente en medios enriquecidos con lapacho, lo que
sugiere que esta cepa posee complejos multienziméticos capaces de bloquear el efecto inhibitorio
del lapachol. El presente trabajo experimental es el primer antecedente relacionado con cepas de
macrohongos del Paraguay.

Palabras Claves: biotecnologia, degradadores de madera, hongos, residuos

Growth assessment of macrogungi with biotechnological interest in agro-industrial and
timber waste. The growth capacity of native fungal strains from Paraguay and of biotechnological
interest: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus and Schizophyllum commune were evaluated in
various culture media enriched with agroindustrial waste (Straw and Bagasse) and wood (sawdust
Pine and Lapacho). Culture media were prepared with the following combinations: Pine/Straw,
Pine/Reed, Lapacho/Straw, Lapacho/Reed. For both T. versicolor and P. ostreatus strains, the
optimum growth culture medium was enriched with Pine/Straw combination, but the strain S.
commune showed similar growth in all the different culture media used. Media enriched with
Lapacho had inhibitory effect on T. versicolor and P. ostreatus strains, probably due to
naphthoquinone compound (lapachol) with antifungal properties reported in the literature. S.
commune strain grew favorably in Lapacho enriched culture media, suggesting that this strain has
multienzyme complexes capable of blocking the inhibitory effect of lapachol. This experimental
work is the first Macrofungi antecedent related with strains of Paraguay.
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INTRODUCCION

La degradacion de los compuestos
lignocelulésicos es un proceso muy
importante a nivel ecologico. ElI material
lignoceluldsico (ramas, troncos, hojas)
mantiene en su estructura componentes
como carbono y nitrégeno que durante su
degradacion son liberados haciéndolos
nuevamente biodisponibles para la flora,
fauna y demas organismos del ambiente
(Nordén et al., 2004). Los hongos de
pudricién blanca crecen y degradan una
gran cantidad de desechos agricolas y
forestales (lignocelulésicos) y atacan los
diferentes polimeros de la madera
(celulosa, hemicelulosa, lignina) (Hammel,
1997). Por esto el principal rol de los
hongos en los ecosistemas se centra en el
reciclado del carbono y otros elementos.
(Robledo y Urcelay 2009).

Durante el proceso de degradacién de la
madera, la lignina, polimero fendlico, es
degradada por la interaccion de diversas
enzimas extracelulares, principalmente
peroxidasas: lignina-peroxidasa (LiP), Mn-
peroxidasa (MnP) y  fenoloxidasas
(lacasas). Estas enzimas ligninoliticas son
de particular relevancia biotecnologica
debido a su falta de especificidad y alto
potencial redox, que les permite actuar
sobre una gran variedad de compuestos
aromaticos. Se ha comprobado que
numerosas enzimas ligninoliticas son
capaces de degradar compuestos como
hidrocarburos  aromaticos  policiclicos,
cloroanilinas, nitrotoluenos,  bencenos
policlorados y tinturas industriales (Grassi
et al, 2011), -considerados todos
contaminantes ambientales producidos a
escala industrial (Pointing, 2001). No solo
los hongos degradadores de madera
acaparan el interés por sus potenciales
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aplicaciones biotecnoldgicas, los
esporacarpos de muchos macrohongos son
consumidos como alimento.

Cabe destacar que la mayoria de las
investigaciones ligadas a aplicaciones
biotecnoldgicas de hongos de pudricion
blanca se realizaron para especies del
Hemisferio Norte (Hatakka et al., 1994).
Esto contrasta con la diversidad de hongos
ligninoliticos que han sido descritos en el
Hemisferio Sur, sobre los cuales son
escasos los estudios acerca de los sistemas
enzimaticos implicados. Paraguay posee
zonas en las cuales se estima una alta
diversidad de hongos degradadores de
madera con potencial biotecnoldgico. Es
necesaria la busqueda de nuevas cepas
nativas con potencialidad y alternativas
para su cultivo utilizando fuentes de
sustrato propias de la region donde es
aislado el hongo.

El objetivo del presente trabajo fue
realizar un relevamiento en la zona del
Campus Universitario de la Universidad

Nacional de Asuncion, San Lorenzo-
Paraguay de especies de hongos
degradadores de la madera, realizar

aislamientos axénicos de estos para luego
evaluar el crecimiento de los mismos en
medios de cultivo solidos, enriquecidos
con residuos agroindustriales y materiales
organicos lignocelulésicos, procedentes de
Pinus elliottii Engelm. y del &rbol nativo
Handroanthus heptaphyllus (Vell.) Mattos
(Lapacho).
MATERIALES Y METODOS
Recoleccion e  identificacion  de
macrohongos

Los hongos degradadores de madera

fueron colectados en el PARAGUAY;
Departamento  Central; Ciudad San
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Lorenzo; Campus Universitario de la
Universidad Nacional de Asuncion
(26°20'08"S;  57°31'14"0). Para la

identificacion taxonémica de cada material
colectado, se realizaron cortes a mano
alzada, tratados posteriormente en el orden
mencionado: disolucién de KOH al 5%
(m/v), Floxina al 10%, Solucion al 1% de
rojo congo en amoniaco y reactivo de
Melzer para las observaciones
microscopicas y descripcion de las
caracteristicas relevantes (Robledo y
Urcelay, 2009; Wrigth y Alberto, 2002).
Las colecciones fueron depositadas en
el herbario FACEN de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la
Universidad Nacional de Asuncion.

Materiales de referencia

Trametes  versicolor (L) Lloyd;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°20°22,96”S -
57°31°16,82”0; 30-XI1-2015; Campi, M.

22 (FACEN).

Ganoderma  australe  (Fr) Pat,;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°20,1°1,88”S -
57°30°59,25”0; 27-1V-2016; Diaz, F. 16

(FACEN).

Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm.;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°19’39,79”S -
57°31°12,16”0; 24-11-2016; Campi, M. 90

(FACEN).

Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill.;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°20,1°1,88”S -
57°30°59,25”0; 05-11-2016; Campi, M. 89
(FACEN).

Schizophyllum commune Fr.;
PARAGUAY; Departamento Central,
Ciudad San Lorenzo, Campus

Universitario; 25°19°52,19”S -
57°31°13,5470; 02-1V-2016; Campi, M.
81 (FACEN).

Aislamiento

Las muestras de hongos frescas de
Trametes versicolor, Ganoderma australe,
Pleurotus ostreatus, Pycnoporus
sanguineus y Schizophyllum commune
fueron aisladas colocando secciones del
basidioma en placas de Petri con extracto
de Malta (12,7 g.L* agar 20 glL™)
suplementado con cloranfenicol (200
mg.mL™) para evitar el crecimiento
bacterial. Las cepas aisladas con éxito
fueron depositadas en el Cepario de
FACEN (FACEN Cult.), Area Micologia,
Laboratorio de Anélisis de Recursos
Vegetales, Facultad de Ciencias Exactas y
Naturales, Universidad Nacional de
Asuncion.
Preparacibn de medios de cultivo
enriquecidos
Se prepararon 4 medios de cultivo
enriquecidos con combinaciones de los
distintos componentes utilizados (Fig. 1).
En la Tabla 1 se muestran las proporciones
por placa de Petri de los componentes
lignocelulésicos utilizados. Ademas, se
agregd a cada placa 500 mg de CaCOs;
como regulador de pH del medio. Se
utilizaron dos medios controles, Malta y
Sabouraud (grado microbiologico),
autoclavados a una temperatura de 121°C
por un periodo de 20 minutos.
Los ensayos se realizaron por triplicado.
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Fig. 1: A. Medios enriquecidos, B. Autoclavado de los medios, C. Medios sélidos enriquecidos.

Tabla 1. Composicion de los medios agarizados suplementados con residuos agroindustriales.

Sustratos Bagazo de cafia  Paja de trigo Aserrin de pino Aserrin de lapacho
PP - 20 gr.L? 20gr. L? -
PC 20gr.L? - 20gr. L* -
LP - 20gr. L - 20gr. L
LC 20gr. L - - 20gr. L

Anélisis de la velocidad de crecimiento

Se seleccionaron 3  aislamientos:
Trametes versicolor (FACEN Cult. 01),
Pleurotus ostreatus (FACEN Cult. 11) y
Schizophyllum commune (FACEN Cult.
13), correspondientes a la categoria de
hongos de pudricion blanca con
reconocidas aplicaciones biotecnolégicas.
Una seccién de 0,4 cm de didmetro de cada
una de las cepas mencionadas fue
inoculada en los diferentes medios de
cultivo, siempre en el centro de la placa.
Las muestras fueron incubadas a 28°C en
una estufa bacteriolégica modelo DHF-
9162B (Heating Incubator) durante un
periodo comprendido entre 10-24 dias.

El crecimiento de los hongos fue
estimado en base al didmetro de
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crecimiento de la colonia flngica. Se
midieron los diametros cada 24 horas, en
diferentes  angulos, tomando como
interseccién el centro del in6culo. Se
realizaron las medidas hasta cubrir el
didmetro méaximo de placa de Petri (9 cm.
de @). Se calculé la velocidad de
crecimiento y los valores obtenidos fueron
expresados en cm.dia™, segun la siguiente
expresion matematica:

_ @ (cm)

Vel = ——
t (dias)

Donde: VC es la velocidad de crecimiento;
@ el didmetro de crecimiento y t el tiempo.

La velocidad promedio se calculod
utilizando los datos obtenidos durante la
fase exponencial de crecimiento (Martinez
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et al., 2015). El estudio de los resultados se
realizd mediante un analisis de la varianza
no paramétrico (Kluskal Wallis). Todos los
analisis fueron realizados con un nivel de
significancia de 0,05 con el paquete
estadistico Infostat para Windows version
2011 (Di Rienzo et al., 2011).

RESULTADOS Y DISCUSION

Las cepas axénicas fueron aisladas con
éxito de Trametes versicolor, Ganoderma
australe, Pleurotus ostreatus, Pycnoporus
sanguineus y Schizophyllum commune e
ingresadas al Cepario de FACEN (FACEN
Cult.), bajo los rétulos: FACEN Cult. 01,
FACEN Cult. 05, FACEN Cult. 08,
FACEN Cult. 11, y FACEN Cult. 13
respectivamente.

Para el ensayo de crecimiento en
medios de cultivo enriquecidos fueron
seleccionadas 3 de las 5 cepas de hongos
degradadores basadas en referencias
bibliograficas, que las mencionan como
cepas de elevado potencial biotecnolégico.
Las 3 cepas seleccionadas fueron:
Trametes versicolor FACEN Cult. 01
(Amaral et al., 2004; Krastanov, 2013),
Schizophyllum commune FACEN Cult. 13
(Tang et al., 2011; Li y Jia et al., 2008) y
Pleurotus ostreatus FACEN Cult. 11
(Yildirim, 2012; Asgher, 2012). Pleurotus
ostreatus es mundialmente conocido como
“Girgola” siendo uno de los hongos
comestibles de mayor cultivo (Ruilova y
Hernandez, 2014).

Las curvas de crecimiento micelial de
las colonias de las cepas estudiadas sobre
los diferentes medios (Fig. 2), mostraron
un buen ajuste al modelo caracteristico del

desarrollo microbiano (Madigan et al.,
2004), en donde se evidencia una primera
fase de latencia que estaria asociada a la
adaptacion al medio y la sintesis de
enzimas que permiten la degradacion y
utilizacion de los nutrientes del medio, una
segunda fase exponencial en la que se
obtiene la velocidad méaxima de
crecimiento y una tercera fase estacionaria
donde la velocidad de crecimiento
disminuye. Cabe destacar que en nuestro
trabajo el limite fisico de la placa de Petri
impide determinar si la cepa ha llegado a
su estado estacionario. Este tipo de cinética
de crecimiento estd de acuerdo con
Sarikaya y Ladisch (1997).

A partir de las cinéticas de
crecimiento podemos determinar que en
los medios agarizados, enriquecidos con
residuos agroindustriales compuestos por
aserrin de lapacho, la cepa de P.
ostreatus no logro alcanzar el maximo de
crecimiento en los 20 dias de cultivo,
ademas, se observo una fase de latencia
de 10 dias en el medio LC y 15 dias para
LP (Fig. 1A); mientras que en los medios
con aserrin de pino y los medios control
logré colonizar la placa al dia 10. En
todos los medios, la cepa de S. commune
logré colonizar la caja totalmente a partir
de los 14 dias de cultivo (Fig. 1B), y para
la cepa de T. versicolor se observé una
fase de adaptacion corta, de menos de 5
dias en los medios con lapacho, pero
logré colonizar la caja de Petri recién a
los 20 dias de cultivo, mientras que en los
restantes medios logré alcanzar el
maximo crecimiento al dia 9 de cultivo.
(Fig. 1C).
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Fig. 2: Desarrollo micelial de las cepas, A. Pleurotus ostreatus, B. Schyzophyllum commune, C. Trametes
versicolor, en los siguientes medios de cultivo sélido en placa: PP (Aserrin de pino + Paja de trigo), PC
(Aserrin de pino + Bagazo de cafia), LP (Aserrin de lapacho + Paja de trigo), LC (Aserrin de lapacho +
Bagazo de cafia), M (Malta), S (Sabouraud).
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En base a la fase de crecimiento
exponencial se calcul6 la velocidad
maxima de crecimiento obtenida por las
cepas. Para T. versicolor el medio
enriquecido con aserrin de pino fue el
mas eficiente tanto con el suplemento de
paja de trigo (0,93+ 0,10 cm. dia™) como
con el bagazo de cafia (0.85 + 0,18 cm.
dia®), frente a los tratamientos con
aserrin de lapacho en donde se evidencid
un efecto inhibidor de crecimiento, 0.39
cm. dia™+ 0,06 con paja y 0.46 cm. dia™
0,04 con cafa. (Tabla 2). EI medio
sintético control Malta fue el mejor (1.21
+0,18).

El hongo comestible P. ostreatus crecio
significativamente mejor en el medio con
aserrin de pino suplementado con paja de
trigo (0.81cm. dia™+ 0,12) o con bagazo de

cafia (0.77 cm. dia’+ 0,09), en
comparacion con los medios
suplementados con aserrin de lapacho,
tanto con paja de trigo (0.20cm. dia™+
0,09) como con bagazo de cafia (0.09cm.
dia™+ 0,03) (Tabla 2).

S. commune creci6 con velocidades
entre 0,51 cm. dia®y 0.71 cm. dia™en los
distintos tratamientos. En los medios con
aserrin de pino fue donde se obtuvieron los
méas altos valores de velocidad de
crecimiento: 0.66cm. dia™+ 0,14 con pajay
0.71cm. dia™+ 0,09 con bagazo de cafia,
pero sin mostrar diferencias significativas
en el medio con aserrin de lapacho y paja
de trigo (0.63cm. dia™+ 0,12) (Tabla 2).

Tabla 2: Velocidad de crecimiento (cm. dia™) de las cepas FACENCcult. 01, 11y 13 en los diferentes medios.
Para cada cepa las medias con letras diferentes indican diferencias significativas (p > 0.05)

Cepas
Sustratos - -
Trametes versicolor Schizophyllum commune Pleurotus ostreatus

Pino/Paja 0,93+0,10° 0,66+0,14° 0,81+0,12°
Pino/Cafia 0,85+0,18" 0,71 40,092 0,77 +0,09°
Lapacho/Paja 0,39+0,06° 0,63+0,122° 0,20+ 0,09
Lapacho/Cafia 0,46 + 0,04 ° 0,51 +0,11° 0,09+ 0,032
Malta 1,21+0,18° 0,53+0,11° 0,80 +0,08"
Sabouraud 0,95+ 0,06 " 0,61 +0,09 2" 0,71+0,15"

El aserrin de lapacho utilizado como
enriquecedor del medio de cultivo, posee
un metabolito secundario mayoritario
conocido como lapachol, que ha sido

estudiado en otras  especies  de
Bignoniaceas, el cual se ha logrado
demostrar que  posee  propiedades

insecticidas, antibacterianas, antiflngicas,
anticancerigenas, antitumorales,
antiinflamatorias, contra Glceras y gastritis,
entre otras (Velasquez et al., 2006).

CONCLUSIONES

Se logr6 el aislamiento de cinco
especies de hongos bacidiomicetos,
Trametes versicolor, Ganoderma australe,
Pleurotus ostreatus, Pycnoporus
sanguineus Yy Schizophyllum commune, de
las mismas se obtuvieron cepas axénicas,
las cuales fueron ingresadas al Cepario de
FACEN (FACEN Cult.).
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En la evaluacion de los medios de
cultivos  enriquecidos con materiales
lignoceluldsicos, las combinaciones de
aserrin de Pino con Bagazo de Cafia y con
Paja de trigo constituyen una buena
alternativa para el crecimiento de los
hongos  seleccionados, ya que se
obtuvieron valores similares o incluso
mayores de velocidad de crecimiento que
los medios comerciales semi-sintéticos
utilizados; por otro lado, la combinacion
de aserrin de Lapacho con los residuos
agroindustriales mostré una inhibicién en
el crecimiento de las cepas estudiadas
excepto para S. commune el cual tuvo un
crecimiento favorable en los medios
enriquecidos con dicho sustrato.

La actividad inhibitoria que se observo
en dos de las cepas trabajadas amerita
profundizar con el estudio de los
compuestos bioldgicamente activos y su
posible aplicacion como fungicida natural.
De la misma manera resulta interesante el
aislamiento de S. commune FACEN Cault.
11 que logro crecer favorablemente sobre
este sustrato suponiendo que debe poseer
una bateria enzimatica adaptada para
degradar este compuesto naftoquinénico
(lapachol). Son estas enzimas
degradadoras de compuestos fendlicos las
de interés biotecnolégico para su
aplicacion.

Este trabajo supone el primer paso para
la formacién de un cepario de organismos
fangicos para el Paraguay. La
conservacion de estas y futuras colecciones
es necesaria para realizar investigaciones,
actividades de divulgacién, intercambios
de  especimenes con instituciones
nacionales e internacionales, ademas de ser
un reservorio de la micobiota del Paraguay
con potenciales aplicaciones en
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alimentacion,
entre otras.

La bioprospeccién de hongos para su
utilizacion en biotecnologia, implica
conocer sus necesidades nutritivas para el
buen crecimiento de las mismas. Este
trabajo plantea la posibilidad de utilizar
residuos de la industria agraria y la
maderera para el cultivo de hongos de
interés biotecnoldgico, disminuyendo los
problemas ambientales que suponen los
residuos en la actualidad.

biotecnologia, medicina,
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