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RESUMEN

El cultivo de la vid genera un gran volumen de residuos lignoceluldsicos y una alternativa
para su reciclaje es el cultivo de hongos comestibles y medicinales. Por méas de dos milenios el
género Ganoderma se ha utilizado en la medicina asiatica, por el efecto benéfico para la salud. Sus
compuestos bioactivos son principalmente polisacaridos y triterpenos, los cuales se encuentran en
el cuerpo fructifero, micelio y esporas. Una tendencia actual es el cultivo liquido de especies de
Ganoderma para producir estos metabolitos. El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto de los
extractos de madera de vid (Vitis vinifera L. cv. ‘Ruby Seedless’) en cultivo liquido sobre la
produccion de biomasa de cepas nativas de Ganoderma spp. del desierto Sonorense, México. La
madera de vid se moli6 y coloco en un Soxhlet con diferentes solventes (tolueno, cloroformo,
etanol y agua). Los extractos obtenidos se diluyeron en etanol al 70 % y se dividieron en polares,
una combinacion de todos y una mezcla de polares y no polares (3:1) a diferentes concentraciones
(250, 500, 1000, 1500 y 2000 png/L). Se colocaron en matraces Erlenmeyer con medio de cultivo
harina de maiz-glucosa-peptona, se agregd un disco de micelio de cada cepa y se cultivd en
oscuridad a 25 °C con agitacion. Al mejor tratamiento se determiné la capacidad antioxidante
mediante ORAC, FRAP y TEAC. La produccion de biomasa fingica vari6 segun la cepa, el tipo 'y
la concentracion del extracto, con una mayor produccion global en Ganoderma oerstedii (BH-17),
seguido de G. subincrustatum (BH-1) (P<0.05), sin diferencias entre G. lucidum (FP-34D) y G.
weberianum (BH-21) (P>0.05). Con base en los extractos, la mayor produccion de biomasa se
obtuvo con el extracto polar a una concentracion de 500 pg/L, seguido por la polar a 2000 pg/L y
la combinacién de polares y no polares (3:1), y la menor con la mezcla de los cuatro extractos a
250 pg/L. Aunque la capacidad antioxidante entre G. oerstedii vs. G. lucidum fue disimil, sin una
tendencia definida en el periodo de evaluacion, destaca la presencia de actividad en el micelio
dicariontico de ambas especies, siendo mayor FRAP en la cepa nativa. Con base en los resultados
del analisis de superficie de respuesta se concluye que los extractos de madera de vid potencian la
produccion de biomasa de Ganoderma spp. en cultivo sumergido con variacion segun la cepa, la

polaridad y la concentracion del extracto.

Palabras clave: hongo medicinal, reishi, cultivo sumergido, capacidad antioxidante
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ABSTRACT

Vineyard pruning generates a large volume of lignocellulosic wastes and an alternative for
recycling is medicinal and edible mushrooms cultivation. For more than two millennia the genus
Ganoderma has been used in Asian medicine for beneficial effect on health. Its bioactive
compounds are mainly polysaccharides and triterpenoids which are found in fruiting body, mycelia,
and spores. A current trend is the liquid culture of Ganoderma species to obtain these metabolites.
The aim of this work is to evaluate the effect of vineyard pruning extracts (Vitis vinifera L. cv.
‘Ruby Seedless’) in liquid culture on the biomass production of native strains of Ganoderma spp.
from Sonoran Desert, Mexico. The vineyard pruning was chopped and placed in a Soxhlet with
different solvents (toluene, chloroform, ethanol, and water). The obtained extracts were diluted in
70 % ethanol and divided into polar, a combination of all and a mixture of polar and nonpolar (3:1)
at different concentrations (250, 500, 1000, 1500 and 2000 pg/L). They were placed in Erlenmeyer
flasks with cornmeal-glucose-peptone liquid culture, a mycelial disk of each strain was added and
cultivated under darkness at 25 °C with shaking. The best treatment was determined antioxidant
capacity by ORAC, FRAP, and TEAC. The results showed significant differences in the obtained
extracts and the highest biomass production was in the mixture of polar and non-polar (3:1). The
production of fungal biomass varied according to the strain, type, and concentration of the extracts
with a higher global production in G. oerstedii (BH-17), followed by G. subincrustatum (BH-1)
(P<0.05), without differences between G. lucidum (FP-34D) and G. weberianum (BH-21) (P>0.05).
Based on the extracts, the highest biomass production was obtained with the polar extract at a
concentration of 500 ug/L, followed by the polar extract at 2000 pg/L, and the combination of polar
and non-polar (3:1). The lowest biomass was with the mixture of the four extracts at 250 pg/L.
Although the antioxidant capacity between G. oerstedii vs. G. lucidum was dissimilar, without a
defined trend in the evaluation period, the presence of activity in the dikaryotic mycelia of both
species stands out with higher FRAP in the native strain. Based on results of response surface
analysis, it is concluded that vineyard pruning extracts enhance the biomass production of
Ganoderma species in submerged culture with variation according to the strain, and extracts polarity

and concentration.

Keywords: medicinal mushroom, reishi, submerged culture, antioxidant capacity
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1. INTRODUCCION

En México se cosechan cerca de 21 millones de hectareas de frutas y hortalizas anualmente
(SIAP, 2019), lo que genera una gran cantidad de residuos de los cuales solo un pequefio porcentaje
es aprovechado. Estos residuos agricolas son subproductos no utilizados y en ocasiones representan
serias complicaciones como generacion de patdgenos y problemas ambientales. Uno de estos
cultivos es vid (Vitis vinifera L.) donde Sonora es el principal productor en el pais (Vazquez, 2011).
En 2017 se obtuvieron en el estado 334,355 t de las 415,889 t producidas a nivel nacional (SIAP,
2019). Anualmente se generan toneladas de residuos producto de la poda de este cultivo, una
porcidn de estos se incorpora al suelo; sin embargo, la mayor parte es incinerada (Morales-Estrada
et al., 2018). Por lo tanto, es de suma importancia realizar un adecuado aprovechamiento de estos
residuos agricolas.
Actualmente el cultivo de hongos es una industria en crecimiento y en la cual se ha visto el
potencial de aprovechar estos residuos agricolas, transformandolos en alimentos y suplementos,
reduciendo asi los problemas de su disposicion final. Esta produccion de hongos presenta un
panorama biotecnoldgico prometedor que abarca gran cantidad de campos de aplicacion (Andrino
et al., 2011). En lo que respecta a la madera de vid se ha observado que las caracteristicas de su
composicion quimica como el alto contenido de aztcares y de diversos compuestos susceptibles a
la rapida oxidacion, favorecen el desarrollo de cuerpos fructiferos (Cabrera et al., 2013). Especies
como Pleurotus ostreatus, Lentinula edodes y Ganoderma spp., se han utilizado para evaluar el
potencial de esta madera con resultados promisorios (Sanchez et al., 2002; Gaitdn-Hernandez et
al., 2006; Morales-Estrada et al., 2018). Ganoderma representa una gran importancia econémica
debido a su alta cantidad de compuestos bioactivos con potencial uso farmacologico.
Ganoderma lucidum es la especie mas distintiva del género; basidiomiceto perteneciente a la
familia Ganodermataceae, utilizado en la cultura oriental durante mas de 2000 afios (Stamets,
2000), especialmente en China y Japon, donde es popularmente llamado lingzhi'y reishi. “El hongo
de la inmortalidad” se ha empleado para tratar diferentes tipos de enfermedades como diabetes,
hipertension, problemas cardiovasculares y distintos tipos de cancer. Debido a ello, existe una gran
cantidad de investigaciones con diferentes enfoques en todo el mundo desde nutracéuticos hasta

fitopatdgenos, pero sobre todo hacia sus bioactivos con potencial farmacologico (Karthikeyan et
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al., 2009; Paterson, 2006; Sliva et al., 2003). Esta versatilidad se debe al gran ntimero de
compuestos aislados de estos hongos, diversos estudios revelaron que sus principales
constituyentes son polisacaridos y acidos ganodéricos. Estos ultimos exhiben una potente actividad
antioxidante, inmunoestimulante, antitumoral, hepatoprotectora, hipoglucemiante,
hipocolesterolemiante, entre otras (Batra et al., 2013; Russell y Paterson, 2006; Sanodiya et al.,
2009; Sliva et al., 2003). Debido a ello, es de suma importancia la 6ptima produccion de los acidos
ganodéricos para satisfacer la alta demanda que existe en el mercado.

Tradicionalmente, G. lucidum se cultiva en medio so6lido, ya que se ha observado que cosechados
de esta forma presentan una mayor actividad antiproliferativa. Sin embargo, tiene las desventajas
de que requiere algunos meses para producir cuerpos fructiferos y existe variabilidad en la calidad
del producto por su susceptibilidad ante cambios ambientales. Se desarrollé una tecnologia de
fermentacion sumergida para cultivos miceliales de G. lucidum y atrajo mucha atencion como una
alternativa promisoria porque no presenta ninguna de las debilidades mencionadas anteriormente
(Tang et al., 2006). La fermentacion sumergida es una tecnologia competente para la produccion
de acidos ganodéricos. Sin embargo, los rendimientos de biomasa micelial y de bioactivos
continuan siendo bajos, a pesar de las mejoras realizadas en los ultimos afos, lo cual es una
limitante importante para su comercializacion (Hu ez al.,2017; Hu et al., 2018; Zhang et al., 2014).
El conocimiento sobre el cultivo sumergido de G. lucidum se ha incrementado evaludndose
elicitores para mejorar la produccion de polisacaridos y acidos ganodéricos. Por ello, se evaluara
el efecto de extractos de madera de vid de diferente polaridad sobre la produccién de biomasa en

cultivo liquido de cepas nativas de Ganoderma spp. de Sonora.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de Ganoderma

Ganoderma es un hongo de pudricion blanca que actia en la descomposicion de la madera,
degradando principalmente lignina y celulosa. Estos hongos poseen una cuticula caracteristica de
color marrdn claro a purpura oscuro, con poros pequefios a medianos generalmente estratificados,
ocraceos, en ocasiones blanquecinos y el contexto de blanco a marron (Wang et al., 2012). Distintas
especies de este género, en especial G. [ucidum, se han utilizado en la cultura oriental como
medicina tradicional durante mas de 2000 afios, especialmente en China y Japon, popularmente
llamado lingzhi y reishi; mejor conocido como “el hongo de la inmortalidad” (Xu et al., 2010).
Este basidiomiceto es utilizado para incrementar la actividad inmune y tratar la hipertension,
artritis, asma, gastritis, hemorroides, hepatitis, problemas vasculares, cancer y otros padecimientos
(Trigos y Suarez-Medellin, 2011; Wang et al., 2012; Xu et al., 2010) como toénico medicinal en
infusiones, tanto de carpoforo como micelio pulverizado (Stamets, 2000). Debido a esto, existe una

variedad de investigaciones con distinto enfoque alrededor del mundo.

2.1.1. Taxonomia, Distribucion y Habitat

El género Ganoderma pertenece a la familia Ganodermataceae del orden Polyporales (Cuadro 1),
comprende dos subgéneros: Ganoderma y Elfvingia, el primero se caracteriza por la superficie
lacada del pileo vs. opaca en el segundo. En general es un género complejo, presenta una alta
variabilidad morfoldgica, debido a ello ha generado confusiones taxondmicas con determinaciones
incorrectas (Lopez-Pefia et al., 2016), principalmente por diferencias ante condiciones climaticas
y de cultivo. En la actualidad, en conformidad con Index Fungorum (2019) se conocen 234 especies
validas para Ganoderma (www.indexfungorum.org), las cuales se encuentran distribuidas
alrededor del mundo en zonas templadas, tropicales y desérticas. Regularmente se desarrollan sobre

troncos, son anuales o plurianuales, en forma de repisa, pileada, sésil y estipitada al centro o
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lateralmente (Seo y Kirk, 2000).

Las caracteristicas morfoldgicas de importancia taxonémica del género son el color del contexto,
forma del margen, presencia/ausencia de laca en el pileo, con/sin estipite, las cuales estan sujetas
a variaciones por el efecto de la ubicacion geografica, condiciones climaticas y el origen del
genoma (Wachtel-Galor et al., 2011). Dentro de los caracteres microscopicos se encuentra el color,
textura, tamafio y forma de las basidiosporas, presencia o ausencia de clamidosporas en cultivos in
vitro, entre otros. La metodologia empleada en la taxonomia clésica suele tomar en cuenta estas
caracteristicas ademas de la especificidad del hospedero y algunas pruebas quimicas como la

reaccion amiloide o dextrinoide en presencia del reactivo de Melzer (Seo y Kirk, 2000).

Cuadro 1. Clasificacion taxondmica de Ganoderma

Categoria Taxon
Reino Fungi
Division Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Polyporales
Familia  Ganodermataceae
Género Ganoderma

2.1.2. Propiedades Nutricionales y Medicinales

El consumo de Ganoderma es tnico dentro de los hongos cultivados, debido al gran valor
nutricional y farmacéutico que se le atribuye. Wachtel-Galor et al. (2011) compararon la
composicion de basidiomicetos en general, los cuales contienen alrededor del 90 % de agua en
peso. E1 10 % restante consiste en 10—40 % de proteinas, 2—8 % de grasa, 3—28 % de carbohidratos,
3-32 % de fibra, 810 % de algunas vitaminas y minerales (Borchers ef al., 2008). Con resultados
disimiles, en especies de Ganoderma cultivadas sobre residuos vitivinicolas, Morales-Estrada et
al. (2018) determinaron promedios de humedad de 4.3 a 6.4 %, proteinas de 5.7-13.5 %, minerales
de 1.3-4.0 % y grasa de 0.8—1.7 %. Mau et al. (2001) registraron un contenido de 21.8-27.7 % de
carbohidratos y 59.1-65.2 % de fibra para G. lucidum.

Los hongos contienen una amplia variedad de moléculas bioactivas como terpenoides, esteroides,

16



fenoles, nucledtidos y sus derivados, glicoproteinas y polisacaridos. Las proteinas fingicas
contienen todos los aminodcidos esenciales y son especialmente ricos en lisina y leucina. En el
estudio realizado por Trigos y Suarez-Medellin (2011) entre las principales actividades bioldgicas
ejercidas por los derivados del lanosterol se encuentran la citotoxicidad contra varias lineas de
células cancerosas, la actividad antiinflamatoria, antiviral y hepatoprotectora. Por otro lado, se sabe
que los polisacaridos mejoran el sistema inmunolédgico y ayudan a eliminar radicales libres. Sin

embargo, aun se requiere investigacion en este campo.

2.1.3. Importancia Economica

La produccion de hongos comestibles y medicinales ha aumentado significativamente en las
ultimas décadas, debido a las propiedades nutrimentales y al potencial farmacolégico que le
atribuyen. En la actualidad, Ganoderma es comercializado en diferentes formas en todo el mundo,
donde se estima un mercado de 5 a 6 mil millones de ddlares por afio y solamente para Estados
Unidos el consumo genera 1.6 mil millones, mientras que en los paises asiaticos como China, Japon
y Corea del Sur se estiman 2.5 mil millones (Hapuarachchi et al., 2018). El cultivo de hongos no
requiere grandes costos de inversion, infraestructura, mano de obra y el tiempo de cultivo es menor
que en condiciones naturales (Bidegain et al., 2015). Asimismo, es una alternativa para el reciclaje

de residuos agroindustriales y contribuir a la disminucion de la contaminacion ambiental.

2.1.4. Conocimiento de Ganoderma en Sonora, México

Ganoderma presenta amplia distribucion alrededor del mundo. Se han registrado 16 especies para
México y ocho en Sonora, donde se encuentra en bosque de encino, encino-pino, pino-encino,
encino abierto y en zonas xerofilas con mezquital (Lopez-Pena et al., 2016). Los basidiomicetos
reportados de Sonora se encuentran distribuidos en la zona urbana de Hermosillo, Reserva Forestal

Nacional y Refugio de Fauna Silvestre Ajos-Bavispe, Reserva de la Biosfera Sierra de Alamos-Rio
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Cuchujaqui, Sierra de Yécora, Sierra de San Javier y Sierra de Mazatan (Lopez-Peiia et al., 2016).
Los especimenes que se encuentran en la coleccion de hongos “Dr. Martin Esqueda Valle” del
herbario de la Universidad Estatal de Sonora (UES) son: G. applanatum, G. curtisii (presenta la
distribucion mas amplia), G. lobatum, G. oerstedii, G. sessile, G. sessiliforme, G. subincrustatum

y G. weberianum.

2.2. Cultivo de Ganoderma

Ganoderma lucidum es la especie mas cultivada del género, la cual se produce tradicionalmente en
medio sélido. Este método presenta algunas desventajas como el largo tiempo que se requiere para
fructificar (3-5 meses) y la dificultad de controlar la calidad del producto por su susceptibilidad
ante cambios ambientales. En las tltimas décadas se ha desarrollado una tecnologia de
fermentacion sumergida para cultivos miceliales, la cual atrajo mucha atencion como una
alternativa promisoria porque no presenta ninguna de las debilidades mencionadas anteriormente
(Tang y Zhong, 2003). No obstante, tiene desventajas como la oxigenacion, el riesgo de
contaminacion, la alta viscosidad como resultado de la producciéon de polisacaridos extracelulares
y una tasa de crecimiento lenta, por lo que se requiere un cultivo celular de alta densidad para
aumentar la productividad de los metabolitos, especialmente para productos intracelulares (Zhang
et al., 2014). Este cultivo es complejo por lo que requiere una optimizacion del protocolo de

produccion.

2.2.1. Cultivo Sélido

A partir de 1970 comenzo la produccion de carpoforos de Ganoderma y desde ese momento los
procesos se han desarrollado rapidamente. Los cultivos s6lidos fueron ampliamente adoptados por
los cultivadores para su produccion comercial, los cuales se llevan a cabo en madera lefiosa o

tocones de arboles, asi como en mezclas de aserrin enriquecido con fuentes de carbono y nitrégeno
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(Stamets, 2000). Los métodos involucran convencionalmente cinco etapas: elaboracion del
inéculo, siembra, formacion de primordios, desarrollo de carpéforos y cosecha. Las ventajas que
presenta el cultivo solido son el aprovechamiento de residuos agricolas y el bajo costo que implica
(Morales et al., 2018). Lo que se busca en la produccién es obtener altos rendimientos, que estan
directamente relacionados con las condiciones del cultivo como sustrato, temperatura, humedad,

pH, luz, CO., entre otros.

2.2.2. Cultivo Liquido

Actualmente, la practica de cultivo sumergido de hongos medicinales se ha incrementado, debido
a que se pueden dirigir los procesos de fermentacion hacia la obtencion de productos especificos,
tener uniformidad entre lotes y disminuir los tiempos de produccion. Existen ventajas sobre el
cultivo solido: alta productividad, control de calidad y un facil procesamiento posterior al cultivo.
Diversas investigaciones se han orientado en los ultimos afios a la optimizacion del medio, pH,
suministro de oxigeno y la velocidad de agitacion (Hu et al., 2017; Hu et al., 2018; Zhang et al.,
2014). Hu et al. (2018) mostraron que la limitacion adecuada de nitrogeno y el liquido estatico
pueden promover la acumulacion de acidos ganodéricos y un suministro de aire mejora aiin mas su
produccion. Algunos elicitores potencian la produccion de polisacaridos y acidos ganodéricos en
cultivo sumergido de G. lucidum (Feng et al., 2017). Ademas de potenciar la sintesis de metabolitos
secundarios, los elicitores pueden desempefiar un papel importante en las vias biosintéticas (Zhao

et al., 2005; Zhao et al., 2011).

2.2.3. Sustratos Alternativos

En México se cosechan cerca de 20 millones de hectareas de frutas y hortalizas (SIAP, 2019), lo
que genera una gran cantidad de residuos y solo un pequefio porcentaje es aprovechado. Estos

subproductos sin importancia economica, en ocasiones representan serias complicaciones como la
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generacion de patdgenos y alteracion del equilibrio ecolégico. Ganoderma es un hongo xilofago
con capacidad de degradar celulosa y lignina. Por ello, la utilizacion de residuos agricolas presenta
grandes beneficios, ya que son aprovechados como fuente de carbono. Estos hongos secretan un
amplio grupo de enzimas capaces de modificar los carbohidratos y la lignina presente. Por medio
del desarrollo tecnolégico que se ha empleado en diferentes paises se realiza la produccion
controlada de G. lucidum, en diversos sustratos lignoceluldsicos como subproductos de la industria
y la agricultura (Martinez et al., 2005; Morales-Estrada et al., 2018).

La lignocelulosa estd conformada por lignina, celulosa y hemicelulosa. El primero es un
heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado, constituido por alcoholes aromaticos que
brindan fortaleza a los polisacaridos estructurales. El segundo es la celulosa, un polimero de largas
cadenas lineales de D-glucosa unida por enlaces glucosidicos B-1,4 que forman una estructura
cristalina resistente a la hidrdlisis y regiones amortfas susceptibles a la degradacion enzimatica. El
tercero es un polimero complejo de heteropolisacaridos con pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y
hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-galactosa) arregladas en cadenas ramificadas (Cuervo et al.,
2009). Estos componentes de la lignocelulosa altamente resistente son degradados por hongos
xilofagos.

Para la produccion de Ganoderma se ha utilizado como sustrato el residuo de soya; sin embargo,
es de suma importancia una mezcla adecuada con otro medio para obtener un correcto ajuste de la
relacion C/N debido a que es un factor decisivo en su desarrollo. De igual forma, se ha evaluado el
residuo de té negro como sustrato para el cultivo de G. lucidum; no obstante, es necesario
suplementarlo para aumentar el rendimiento y mejorar las caracteristicas del cuerpo fructifero
(Peksen y Yakupoglu, 2009). El cultivo de hongos es un proceso biotecnologico que anade valor a
los residuos agroindustriales ricos en compuestos organicos que pueden ser recuperados y
transformados para la produccion de hongos comestibles y medicinales. Sin embargo, es de gran
importancia encontrar residuos que sean accesibles en cada region, que proporcionen ventajas
contra los utilizados de manera tradicional, para contribuir en el aprovechamiento de subproductos
y obtener carp6foros en menos tiempo.

La vid es uno de los cultivos utilizados, donde Sonora es el principal productor (Vazquez, 2011),
con un 80 % de la produccion nacional en 2017 (SIAP, 2019). Anualmente se generan >200 mil
toneladas de subproductos de la poda de este cultivo, una porcion se incorpora al suelo; sin

embargo, la mayor parte es incinerada. Por lo tanto, es de suma importancia realizar un adecuado
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aprovechamiento de estos residuos agricolas. Morales-Estrada et al. (2018) establecid un protocolo
utilizando medio sélido para la produccion de carpoforos de cepas nativas de Ganoderma,
empleando como sustrato a la madera de vid con eficiencias biologicas, rendimientos y tasas de
produccion variables. Se observd diferencia en la composicion quimica de la madera, viéndose
influenciada por hemicelulosa, proteina y minerales, los cuales repercuten directamente en los
carpoforos. Por otra parte, es necesario que se evalie el potencial de un protocolo en medio de

cultivo liquido.

2.3. Compuestos Bioactivos en Ganoderma

Ganoderma lucidum s.l. contiene alrededor de 400 compuestos bioactivos y existen mas de 150
tipos de triterpenoides aislados de los cuerpos fructiferos, micelio y esporas. Estos son un tipo de
terpeno formado por seis unidades de isopreno, los mas predominantes son los acidos ganodéricos
conformados por cuatro unidades de isopreno ciclicas y dos lineales. Las diferentes investigaciones
a través de los afios han encontrado nuevos metabolitos con potencial farmacoldgico, la mayoria
derivados del lanosterol o polisacéridos. Trigos y Suarez-Medellin (2011) resumieron los
principales metabolitos biologicamente activos aislados de Ganoderma spp., una compilacion de
estudios de los ultimos 30 afos en busqueda de nuevos compuestos entre ellos el ergosterol,
perdxido de ergosterol, cerevisterol, ganodermanondiol, 4cido lucidénico, lucidimol, ganoderiol,

lucialdehido, ganodermadiol, excluyendo a los &cidos ganodéricos (Cuadro 2).

Cuadro 2. Actividad bioldgica de los acidos ganodéricos aislados de Ganoderma lucidum

Metabolito Bioactividad Referencia

Acido ganodérico F Supresion de la angiogénesis in vitro e inhibicion Morigiwa et al.,
del crecimiento y metastasis hepatica de células 1986; Sliva et al.,
de carcinoma de pulmoén en ratones; supresion 2003; Jiang et al.,
del crecimiento y comportamiento invasivo de 2008; Weng et al.
las células de cancer de mama mediante la 2008
inhibicion de los factores de transcripcion AP-1
y NF-kB; actividad antiinflamatoria en ratones
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Acido ganodérico
DM

Acidos ganodéricos
R, T,U,V, W,
X, YyZ

Acidos ganodéricos
Cl,G,v,ey0

Acido ganodérico Me

Acidos ganodéricos
TRyS

Acido ganodérico D

Acido ganodérico X

Acido ganodérico H

Acidos ganodéricos

T-Q

Acidos ganodéricos a,

B,Cl,GS-2yH

Acido ganodérico T

Inhibidor in vitro de 5-reductasa; prevencion de
enfermedades relacionadas con los androgenos;
actividad antiinflamatoria; inhibicion de la
osteoclastogénesis en células RAW 264;
actividad antiplasmoidal

Carcinostaticos de base citotoxica en células
cancerosas

Citotoxicidad directa en lineas de células
tumorales Meth-A y LLC

Mejora de las células IL-2, IFN-gand NK e
inhibicidon de la metastasis pulmonar en ratones
C57BL / 6 implantados con tumores LLC;
inhibicion de la adhesion, migracion y expresion
de los genes MMP2 / 9 en células tumorales de
pulmén 95-D

Actividad antiplasmodial

Inhibidor de la 5a-reductasa

Inhibicion de topoisomerasas y apoptosis de la
induccién de células cancerosas; carcinostaticos
de base citotoxica en células cancerosas;
activacion de quinasas ERK y JNK e induccion
de la apoptosis de células de hepatoma humano

Modulacién de la sefializacion de AP-1 y NF-kB,
para supresion del crecimiento e invasion del
cancer

Antiinflamatorio en ratones

Inhibicion contra el VIH-1 PR

Induccidn de la apoptosis en células de tumor de
pulmoén metastasico a través de una via intrinseca
relacionada con la disfuncién mitocondrial y la
expresion de p53

Liu et al, 2006 a,b;
Liu ef al., 2009; Xu
et al., 2010; Adams
etal., 2010

Toth et al., 1983;
Sliva et al., 2003;
Yuen y Gohel, 2005

Min et al., 2000;
Yuen y Gohel, 2005

Wang et al., 2007;
Weng y Yen, 2010

Adams et al., 2010

Liu et al., 2006,

2009

Toth et al., 1983;
Sliva et al., 2003;
Yuen 'y Gohel,
2005; Liet al., 2005

Jiang et al., 2008;
Weng et al., 2008

Sliva et al., 2003

El-Mekkawy et al.,
1998; Sato et al.,
2009

Tang et al., 2006;
Weng y Yen, 2010
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Acido ganodérico A Hepatoprotector

Acidos ganodéricos C  Actividad liberadora de antihistaminico en
yD mastocitos de rata

Acidos ganodéricos  Inhibicion de glucosiltransferasa
SlyCl

Acido ganodérico D Inhibicion de la proliferacion de células de
carcinoma humano Hela e induccion de la

detencion del ciclo celular G2/M y la apoptosis

Acido ganodérico Sz Actividad anti-complemento contra la via clasica

del sistema complementario

Acido ganodérico C  Inhibicion de farnesil proteina transferasa

Kin et al., 1998

Kohda et al., 1985

Hada et al., 1989

Yue et al., 2008

Seo et al., 2009

Shiao, 2003

Modificado de Trigos y Suarez-Medellin (2011).

Todos los acidos ganodéricos se sintetizan mediante la via mevalonato/isopreno, que implica la

conversion de difosfato de farnesilo en escualeno y luego en 2,3 epoxido de escualeno (Figura 1).

La enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA reductasa cataliza el primer paso especifico de la

biosintesis de isoprenoides, la escualeno sintasa cataliza el primer paso enzimatico desde la ruta

isoprenoide central hasta la biosintesis de esterol y triterpenoide, y la lanosterol sintasa cataliza la

ciclacion de 2,3 epoxisqualeno para producir lanosterol, que es el esqueleto basico de los acidos

ganodéricos. Aunque se sabe que los acidos ganodéricos se sintetizan a partir de lanosterol, los

pasos finales de su ruta biosintética incluyen varias reacciones de acilacion, oxidacion y reduccion,

que aun no se conocen completamente (Trigos y Suarez-Medellin, 2011).
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Figura 1. Esquema general de la biosintesis de los acidos ganodéricos. Modificado de Trigos y
Suarez-Medellin (2011).

2.4. Potencial Antioxidante de Ganoderma

Los radicales libres y las especies reactivas de oxigeno se producen en una gran cantidad de
procesos metabodlicos y pueden dafiar las células a través de mecanismos de oxidacion (Cor et al.,
2018), para evitar esta afectacion celular se ha estudiado ampliamente el uso de antioxidantes

naturales como frutas, verduras y algunos hongos como Ganoderma han tomado un papel muy
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importante (Kan et al., 2015). Los antioxidantes son sustancias biolégicamente activas que se
encuentran en distintos alimentos que ayudan a proteger la salud (Rodriguez-Roque et al., 2012).
En particular, se han analizado los extractos de G. lucidum obteniendo fracciones ricas en
polisacaridos y terpenos, demostrandose que estos ultimos presentan una mayor actividad
antioxidante, en los que se destacan los acidos ganodéricos (Cor et al., 2018). Smina et al. (2011)
determinaron el efecto de los triterpenos totales de G. lucidum sobre la actividad de especies
reactivas de oxigeno, mejorando la actividad de enzimas antioxidantes como la superoxido

dismutasa y catalasa.

2.5. Elicitores que Mejoran la Produccion de Polisacaridos y Acidos Ganodéricos en Ganoderma

El cultivo sumergido se considera una tecnologia promisoria para mejorar la produccion de
metabolitos. Tang y Zhong (2003) desarrollaron un proceso para una produccion simultanea
eficiente de polisacaridos y acidos ganodéricos, con la manipulacion de las condiciones de
fermentacion para el crecimiento celular y su acumulacion. Los rendimientos de acidos
ganodéricos se han incrementado a través de cambios en la fermentacion, la adicion de promotores
y el desarrollo de nuevas estrategias de bioprocesamiento (Tang y Zhong, 2003; Tang et al., 2006;
Feng et al., 2017; Hu et al., 2018). Zhao et al. (2011) demostraron que limitar las fuentes de
nitrégeno conduce a un aumento de acidos ganodéricos, al parecer a través de la induccion
transcripcional de sus genes biosintéticos.

Diversos estudios se han realizado anadiendo elicitores. Heydarian et al. (2015) utilizaron metil
jasmonato como inductor de 4cidos ganodéricos, ademas agregaron acido salicilico durante el
cultivo para causar apoptosis; asimismo realizaron la evaluacion del efecto sinérgico y obtuvieron
una relacion significativa en la producciéon de metabolitos. Igualmente, Zhang et al. (2014)
identificaron a la celulasa como un elicitor eficaz para la mejora en la obtencion de acidos

ganodéricos (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Acidos ganodéricos obtenidos a partir de distintos elicitores

Medio de

Cantidad de acidos

Elicitor Concentracion . . . Referencia
cultivo ganodéricos
Metil jasmonato 250 mM y 4.4  Medio sdlido, 85 mgKg! Heydarian et
y éacido salicilico mM PDA al., 2015
Acido salicilico 200 uM Medio solido, 2.29 mgKg! Cao et al.,
PDA 2017
Celulasa 5 mgL! N.R. 1608 mgL! Zhang et al.,
2014
Extracto de éter 200 mgL! N.R. 313.7+10.6 mgL! Liu et al.,
de Catharsius 2009

molossus
N.R. No reportado

Diversos estudios han mostrado un incremento de la productividad de los hongos mediante su
cultivo sumergido con la suplementacion de extractos vegetales. Harris-Valle et al. (2007)
probaron la produccidon de biomasa y la actividad de las enzimas lignoliticas de L. edodes, por el
efecto de los extractos de madera de vid de diferente polaridad, donde el extracto acuoso y etanolico
potenciaron un 650 % mas comparado con los no polares (tolueno y cloroformo). Lopez-Pena et
al. (2013) evaluaron también estos extractos sobre la produccién de biomasa, la cinética de
crecimiento y la composicion quimica de L. edodes, logrando un mayor rendimiento con los
compuestos polares. Beltran-Garcia et al. (2001) lavaron con varios solventes tallos de maiz secos
y molidos, los cuales aplicaron para el crecimiento de Pleurotus spp. obteniendo incrementos
significativos. Es por ello, que surge la siguiente pregunta de investigacion: ;cual es el efecto de
los extractos de madera de vid en la produccion de biomasa y acidos ganodéricos de cepas nativas

de Ganoderma spp. de Sonora en medio de cultivo liquido?

26



3. HIPOTESIS

La adicion de elicitores polares y no polares de madera de vid al medio de cultivo liquido
incrementa la produccion de biomasa y la capacidad antioxidante de cepas nativas de Ganoderma

provenientes del desierto Sonorense.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la polaridad de los extractos de madera de vid en medio de cultivo liquido
sobre la produccion de biomasa y la capacidad antioxidante de cepas nativas de Ganoderma spp.

de Sonora para potenciar su crecimiento.

4.2. Objetivos Especificos

* Evaluar el efecto de los extractos polares y una mezcla de polares y no polares (1:1 y 3:1) de
los extractos de madera de vid sobre la produccion de biomasa de cepas nativas de Ganoderma
spp. de Sonora en medio de cultivo liquido.

* Optimizar un protocolo de produccion de micelio con cepas nativas de Ganoderma spp. de
Sonora en medio de cultivo liquido.

* Determinar la capacidad antioxidante del micelio de Ganoderma proveniente del medio de

cultivo liquido suplementado con extractos de madera de vid.
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5. METODOLOGIA

5.1. Obtencion y Preparacion de los Extractos de Madera de Vid

Para la obtencion de los extractos se utilizé como sustrato la madera seca de vid (Vitis vinifera L.
cv. ‘Ruby Seedless’) proveniente de La Costa de Hermosillo, Sonora, México; producto de la poda
del 2017. Acorde con lo descrito por Harris-Valle et al. (2007) el sustrato se tritur6 en molino
forrajero y posteriormente se tamizé a un tamafio de particula de 1-2 mm. La muestra seca se coloco
en un extractor Soxhlet (120 g), a reflujo constante con los diferentes solventes, siguiendo el orden
de menor a mayor polaridad, iniciando con tolueno a 110 °C; después cloroformo (62 °C), seguido
por etanol (78 °C) y agua (100 °C). De cada uno se utilizaron 480 mL durante 3 h, permitiendo la
evaporacion y secado de la muestra entre solventes. Después, los extractos se concentraron con un
rotavapor en bafio Maria a una temperatura de 50-55 °C para posteriormente secarse. Una vez
eliminado completamente el solvente, se pesaron y almacenaron a 4 °C.

La preparacion de los extractos de madera de vid se realizo con 1 g del extracto de cada solvente y
se diluyo en etanol al 70 % utilizando un matraz volumétrico para posteriormente elaborar las
soluciones stock. Después se realizaron las distintas concentraciones de 250, 500, 1000, 1500 y
2000 pg/L de los extractos de madera de vid: polares (1:1) y una mezcla de polares y no polares

(3:1).

5.2. Establecimiento y Condiciones del Cultivo de Cepas Nativas de Ganoderma spp.

Se utilizaron cepas nativas de Ganoderma spp. de Sonora depositadas en el Laboratorio de
Biotecnologia de Hongos del Centro de Investigacion en Alimentacién y Desarrollo, A.C. y una
cepa comercial de G. lucidum (Fr) Karst (34D) de Fungi Perfecti (Cuadro 4), las cuales se
mantienen en tubos de ensayo con extracto de malta agar (EMA, BD Difco) en oscuridad, en un

intervalo de 2 a 4 °C, en incubadora a 25 °C o a temperatura ambiente segun corresponda la cepa.
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Para su reactivacion se resembraron en cajas Petri con medio de cultivo EMA preparado de acuerdo

con las indicaciones del fabricante.

Cuadro 4. Cepas nativas de Ganoderma spp. de Sonora utilizadas en el presente estudio

Cepa Especie Origen

BH-1 G. subincrustatum La Costa de Hermosillo
BH-17 G. oerstedii Pueblo de Alamos
BH-21 G. weberianum Sierra de Mazatan
FP-34D G. lucidum Fungi Perfecti (comercial)

Para el medio liquido se utilizaron 21 g de harina de maiz (Maseca ®), 16 g de glucosa, 2.9 g de
peptonay 7 g de proteina de soya por cada L de agua destilada de acuerdo con lo reportado por Xu
et al. (2008). El pH inicial se ajust6 a 5.5. De manera inicial, para cada cepa se prepararon tres
matraces Erlenmeyer de 250 mL en los que depositaron 50 mL de medio y se agregd un disco de
micelio de 1 cm de didmetro a cada uno. Se incubaron en agitacion durante 7 d con las diferentes
concentraciones de los extractos de madera de vid. En el caso de G. oerstedii y G. lucidum se
realizd mayor produccion de biomasa colocando 400 mL de medio en matraces Erlenmeyer de 1 L
por cada cepa y se agregaron ocho discos de micelio a cada uno.

Después los matraces se colocaron en una incubadora refrigerada con agitacion modelo TE-421
(Tecnal) bajo oscuridad a 25 °C con agitacion a 120 rpm durante 3, 6,9, 12 y 15 d con el extracto
que obtuvo la mayor produccion en las pruebas. Luego se filtrdé con un papel filtro Whatman #1 y
se realizaron lavados con 400 mL de agua destilada, la alicuota se almacen6é a —20 °C.
Posteriormente, las muestras se liofilizaron en un liofilizador modelo LyoQuest -85 PLUS ECO
(Lyoquest, Telstar). Estas se congelaron por 90 min, en seguida se mantuvo frio + vacio (0.200
mBar) por 3.5 h y finalmente calefaccion por 16.5 h (0.200 mBar de vacio y 30 °C la temperatura
de las bandejas). Las muestras se pesaron para determinar la produccién de biomasa y se

almacenaron a 25 °C.
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5.3. Preparacion de Extractos

Las muestras liofilizadas se pulverizaron manualmente. Se pes6 1 g de muestra, se homogeneiz6
con 20 mL de metanol al 80 %; posteriormente se sonicd durante 30 min y se centrifugo6 a 9,400 g
por 15 min a 4 °C (Sigma 2-16 KL). Se recuper6 el sobrenadante obtenido y se filtr6 a través del
papel filtro Whatman #1; los residuos de la extraccion se lavaron dos veces mas con 10 mL. El

extracto obtenido se alicuot6 y almacend a —20 °C en contenedores ambar.

5.4. Evaluacion de la Capacidad Antioxidante

5.4.1. TEAC

Se llevo a cabo el método de TEAC (capacidad antioxidante equivalente al trolox) para inactivar
el radical ABTS". Se pesaron 19.3 mg del radical y se disolvieron en 5 mL de agua destilada. Se
anadieron 37.8 mg de K»S,0s en 1 mL de agua destilada; 88 puL de esta se agregaron a la solucion
inicial de ABTS" (5 mL) y se dejo reposar en oscuridad a temperatura ambiente por 16 h.
Posteriormente se ajusto el radical en etanol a una absorbancia de 0.7. Para la reaccion se afiadieron
245 pL del radical ajustado y 5 pL del extracto. La determinacion se realizé por duplicado. Se dejo

en reposo durante 5 min y se analiz6 a 754 nm en un espectrofotometro (FLUOstar Omega).

5.4.2. FRAP

En el método de FRAP (capacidad de reduccion férrica del plasma) se diluyeron 0.5 mL de TPTZ
(2,4,6-tripiridil-1,3,5-triazina) 10 mM con HC1 40 mM y 5 mL de acetato de sodio 0.3 M (ajustando
el pH a 3.6) y 0.5 mL de solucién de FeCl; 20 mM. Después se mezclaron 20 pL del extracto y 280
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uL del reactivo FRAP y se dejo reposar por 30 min; se midio la absorbancia a 595 nm en el
espectrofotometro FLUOstar Omega. Se elabor6 una curva de calibracién utilizando como estandar

el compuesto Trolox (4cido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-carboxilico).

5.4.3. ORAC

Con el método de ORAC (capacidad de absorcion de radicales de oxigeno) se colocaron 150 pL
de fluoresceina 10 nM, 25 pL de fosfato 75 mM (ajustando el pH a 7.4) como blanco, 25 pL del
estandar Trolox (curva estandar 6.25 — 200 uM), 25 pL del extracto; la reaccion comienza al anadir
el AAPH [dihidrocloruro de 2,2'-azobis (2-amidinopropano)] (240 mM). La disminucién de la
fluorescencia se midio cada 90 s durante 90 min a una longitud de onda de excitacion de 485 nm y
de emision de 520 nm en el lector de microplacas FLUOstar Omega. Los resultados obtenidos se
calcularon con una ecuacion de regresion lineal usando una curva estdndar de Trolox (Ou et al.,

2001).

5.5. Diseno Experimental y Analisis Estadistico

Con respecto a la produccion de biomasa se realizé un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 3x4, donde los factores son los tres tipos de extractos y las cuatro especies, como variable
respuesta fue la produccion de biomasa. En caso de encontrar diferencias significativas se
emplearon pruebas de comparacion de medias por Tukey-Kramer a un nivel de p<0.05 con el
software NCSS 2020. Asimismo, se utilizd el software Design Expert 11 para llevar a cabo la
metodologia de superficie de respuesta para evaluar la produccion de biomasa y encontrar el tipo
y la concentracion de extracto Optimo para cada especie. Para la capacidad antioxidante se realizo
un andlisis de varianza de una sola via, usando como variables respuesta: TEAC, FRAP y ORAC.
En caso de existir diferencias significativas se aplicé la prueba de comparacion de medias por

Tukey-Kramer con el software NCSS 2020.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Obtencion de Extractos de Madera de Vid

El rendimiento mas alto de los extractos correspondié al acuoso (5.34 g), con un poco mas del
doble que el etanolico (2.61 g). En general, la proporcion de extractos polares fue de
aproximadamente un poco mas de tres veces que los no polares (3.3:1), siendo de 1.28 g en el
toluénico y 1.12 g en el cloroférmico (Cuadro 5). Harris-Valle et al. (2007) reportaron rendimientos
similares con la madera de vid, siendo atin mayor en polares vs. no polares (7.6:1). Las diferencias
pueden deberse a la variedad de vid, el origen del material, el tamafio de particula, la temporada de

cosecha y el tiempo de almacenamiento.

Cuadro 5. Rendimiento de los extractos

Extracto Peso Rendimiento
Acuoso 534¢g 4.45 %
Etandlico 2.61g 217 %
Toluénico 1.28 g 1.06 %
Cloroférmico 1.12 g 0.93 %

Tay y Chong (2016), encontraron esta misma tendencia en extractos de hoja de papaya con
solventes polares y no polares, lo cual atribuyen a la capacidad de los polares de disolver mas
compuestos incluidos fenoles (polares extraen polares), a su proporcion mas alta en el sustrato y la
mayor facilidad de extraccion. El andlisis de los extractos polares de madera de vid en cuanto a
compuestos fenodlicos mostrd la presencia de acidos hidroxibenzoicos como acido galico,
homovanilico y elagico, entre otros. Al igual, se determinaron estilbenos como el resveratrol y
flavonoides como apigeninas, isoquercitrinas y naringeninas, los cuales se identificaron con el

método de Munoz-Bernal et al. (2021).
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6.2. Extractos de Madera de Vid en la Produccion de Biomasa

Las especies evaluadas de Ganoderma presentaron diferencias significativas (p<0.05) en cuanto a
la produccion de biomasa cuando se compard con el tipo de extracto: polares, todos los solventes
y la combinacion de polares y no polares (3:1); la mayor produccion se obtuvo en G. oerstedii,
seguido de G. subincrustatum. No se presentaron diferencias entre G. lucidum y G. weberianum

(p>0.05).

Produccion de Biomasa

Producciéon de Biomasa

0 200 400 600 800 1000 1200

B G. oerstedii M G. lucidum W G. weberianum M G. subincrustatum

Especie

Figura 2. Produccion de biomasa de las diferentes cepas de Ganoderma spp.

La produccion de biomasa de cada una de las cepas de Ganoderma, con los diferentes extractos se
presenta en el Cuadro 6. La mayor biomasa se alcanzo con el extracto polar a una concentracion
de 500 pg/L, seguido por ese mismo extracto con la mayor concentracion (2000 pg/L) y después
en la combinacién de polares y no polares (3:1) con la menor concentracion (250 ug/L). La
generacion de biomasa mas baja se registrdo con la combinacion de polares y no polares (3:1) en

500 pg/L. En segundo lugar, la mezcla de todos los solventes a una concentracioén de 250 pg/L,
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Cuadro 6. Biomasa obtenida con las cepas de Ganoderma aplicando diferentes concentraciones de
extractos de madera de vid

Biomasa (mg)

Tratamiento '

G. lucidum G. oerstedii  G. subincrustatum  G. weberianum Total
Control 185 1285 499 133 2104
Polar 250 164 1519 216 317 2218
Polar 500 146 1617 773 270 2806"
polar 1000 243 1098 837 219 2399
Polar 1500 97 979 734 281 2093
Polar 2000 175 1282 854 436 27494
Todos 250 204 1027 363 379 1973
Todos 500 202 1143 623 472 2443
Todos 1000 371 968 399 287 2026
Todos 1500 198 1174 578 376 2328
Todos 2000 244 1203 811 232 2492
3:1250 192 1243 874 316 26274
3:1 500 192 455 424 389 14627
3:1 1000 269 914 827 301 2313
3:1 1500 309 978 973 292 2553
3:1 2000 247 954 693 565 2460
Total 3445 17847 10487 5272

 Concentracion en pg/L de las diferentes fracciones de los extractos y sus combinaciones. *: mejor
produccion de biomasa. “: Menor produccion de biomasa. Control: Sin elicitores. Todos: Extractos
polares y no polares.

Combinacién de extractos polares y no polares (1:1:1:1). 3:1 (proporcion de polares:no polares).
seguido por ese mismo tratamiento a una concentraciéon de 1000 pg/L. Asi, para obtener un mayor
rendimiento en la produccion de biomasa, la concentracion necesariay el tipo de elicitor, dependera
de la especie.

Derivado de lo anterior se realizé la metodologia de superficie de respuesta para identificar las
condiciones mas adecuadas. Las variables utilizadas fueron los extractos, la produccion de biomasa
y la concentracion de extractos. En G. lucidum (Figura 3), no se registraron diferencias
significativas entre los tratamientos con extractos de todos los solventes y la combinacion de
polares y no polares (3:1); sin embargo, el rendimiento fue significativamente menor con el
extracto polar (p<0.05). La mayor produccion de biomasa se obtuvo con el extracto de todos los

solventes con una concentracion de 1000 pg/L, seguido por la combinacién de polares y no polares
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(3:1) a una concentracion de 1500 pg/L. La menor produccion se registrd con el extracto polar a
1500 y 500 pg/L. Con ello se recomendaria la combinacién de todos los extractos a una

concentracion de 1000 pg/L para una generacion de biomasa maés alta con esta cepa.

G. lucidum

400

Biomasa
[l 286 - 309
[ 262 - 286
I 239 - 262
[]215-239
[]192-215
I 168 - 192
Wl 145 - 168
Wl 121145

I o - 121

Figura 3. Superficie de respuesta de Ganoderma lucidum (FP-34D). Biomasa (mg), concentracion
(ng/L) y extractos (control [1], polares [2], polares + no polares [3] y 3:1 de polares y no polares

[4]).

En G. subincrustatum se registraron diferencias significativas entre los extractos (Figura 4). La
mayor produccioén de biomasa se obtuvo en la combinacion de polares y no polares (3:1), seguido
por el extracto polar y por ultimo el extracto de los cuatro solventes. La formacion de biomasa mas
alta se registrd con la combinacion de polares y no polares (3:1) a 1500 pg/L, seguido por 250
ng/L. La menor produccidn ocurrié en el extracto polar con 250 ug/L, seguido por el extracto de
todos los solventes a la concentracion mas baja (250 ug/L). Por lo tanto, la mejor condicion para
una mayor generacion de biomasa en esta cepa es con la combinacion de extractos polares y no

polares (3:1).
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G. subincrustatum
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Figura 4. Superficie de respuesta de Ganoderma subincrustatum (BH-1). Biomasa (mg),
concentracion (ug/L) y extractos (control [1], polares [2], polares + no polares [3] y 3:1 de polares

y no polares [4]).

En G. weberianum (Figura 5), no se observaron diferencias entre los extractos (p>0.05). La mayor

produccion se obtuvo con la combinacion de polares y no polares (3:1) a la concentracion mas alta

(2000 pg/L), seguido por el extracto de todos los solventes a 500 pg/L. La menor produccion se

registrd con el extracto polar a 1000 pg/L, seguido por todos los extractos a 2000 pg/L. Para una

mayor generacion de biomasa con esta cepa se sugiere el extracto de la combinacion de polares y

no polares (3:1).
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G. weberianum
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Figura 5. Superficie de respuesta de Ganoderma weberianum (BH-21). Biomasa (mg),
concentracion (ug/L) y (control [1], polares [2], polares + no polares [3] y 3:1 de polares y no

polares [4]).

En G. oerstedii (Figura 6), se encontraron diferencias entre los extractos (p<0.05). La mayor

formacion de biomasa se logré con el extracto polar, seguido por todos los extractos y la menor

produccion con la combinacion de polares y no polares (3:1). La generacion de biomasa mas alta

ocurrid con el extracto polar a 500 pg/L, seguido por este mismo a 2000 pg/L, mientras que la

menor con la combinacion 3:1 a 1000 pg/L, seguido por el extracto de todos los solventes a 1000

ng/L. Aunque la mejor condicion se presentd en el extracto polar, la produccion de biomasa se

potencid con todos los extractos en sus diferentes concentraciones.
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G. oerstedii
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Figura 6. Superficie de respuesta de Ganoderma oerstedii (BH-17). Biomasa (mg), concentracion
(ng/L) y extractos (control [1], polares [2], polares + no polares [3] y 3:1 de polares y no polares

[4]).

Tay y Chong (2016), mencionan que los extractos antifingicos de papaya (Carica papaya L.) a
bajas concentraciones mejoran de manera inicial el crecimiento y desarrollo del micelio de
Ganoderma boninense Pat., causante de la pudricion basal de la palma aceitera Elaeis guineensis
Jacq. Asimismo, Abd-Elaah et al. (2006) observaron este efecto con extractos de plantas del
desierto vs. hongos dermatofitos como Microsporum canis 'y Aspergillus niger; sin embargo, en
Microsporom gypseum no se potencio el crecimiento.

Harris-Valle ef al. (2007) y Lopez-Peiia et al. (2013) evaluaron el efecto de los extractos de madera
de vid polares y no polares sobre la produccién de biomasa de Lentinula edodes (Berk.) Pegler;
ambos trabajos reportan un efecto significativo. Harris-Valle et al. (2007), suplementaron el medio
de cultivo con extractos polares, no polares y mezcla de ambos; al agregar la fraccion cloroformica
no se afecto el crecimiento, pero disminuy6 con el extracto toluénico. Los extractos polares acuoso
y etandlico por separado, mostraron un efecto promotor de crecimiento vs. control (p<0.05).
Contrario al estudio actual donde la mezcla de todos los extractos fue en proporcion 1:1:1:1, tanto

Harris-Valle et al. (2007) como Lopez-Pefia et al. (2013), lo realizaron con base en los
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rendimientos de extraccion de la madera de vid, manteniendo esa diferencia al combinarlos. Por
ello, en este trabajo se incluy6 la proporcion 3:1 de polares y no polares, ya que con esa relacion
se incrementd el crecimiento de L. edodes en un 50 (Harris-Valle et al., 2007) y 100 % (Lopez-
Pefia et al., 2013) con el medio de cultivo de glucosa-peptona 40:10 (v/v).

Para las diferentes cepas de Ganoderma, el elicitor vari6 segun el tipo y la concentracion de la
mezcla, siendo mejor la combinacion de todos los extractos en G. lucidum, la proporcion 3:1 en G.
subincrustatum y G. weberianum, mientras que en G. oerstedii la fraccion polar. El medio de
cultivo empleado se considera adecuado para el desarrollo de estas especies; sin embargo, debido
a que es un medio complejo podria enmascarar el efecto promotor de los extractos de madera de
vid (Lopez-Pena et al., 2013). Estos autores emplearon también un caldo enriquecido con un
aumento discreto en la produccion de ca 14 %, pero una potenciacion en el crecimiento del hongo,
ya que en 15 dias lograron la cantidad de biomasa que en el control tarda 21 dias.

Para evaluar la capacidad antioxidante se selecciond G. oerstedii, debido a que presentd un
rendimiento significativamente superior en la produccion de biomasa con todos los extractos de
madera de vid (p<0.05), siendo mayor que en G. lucidum (cepa control) (Figura 7). La cepa de G.
oerstedii del desierto Sonorense posee un gran potencial para su aprovechamiento biotecnoldgico

comparada con la cepa comercial G. lucidum.

Produccion de Biomasa

G. lucidum

Cepas

I

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
Biomasa (mg ET/g ps)
Figura 7. Produccion de biomasa de Ganoderma oerstedii (BH-17) suplementado con el extracto

polar a 500 pg/L y G. lucidum (FP-34D) con todos los extractos a 1000 ug/L a los 15 dias de
crecimiento (p<0.05).
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6.3. Capacidad Antioxidante del Micelio de Ganoderma spp.

Para estimular el crecimiento y desarrollo de G. oerstedii, se empleo el extracto polar a 500 pg/L
y la combinacion de todos los extractos a 1000 pg/L para G. lucidum, los cuales fueron los que
promovieron la mayor cantidad de biomasa en la fase anterior para cada una de las cepas. Se
utilizaron tres de las metodologias mas comunes para evaluar la capacidad antioxidante con un
amplio espectro de deteccion: ORAC, FRAP y TEAC. Con el método de ORAC (capacidad de
absorcion de radicales de oxigeno), no se registraron diferencias significativas entre G. lucidum y
G. oerstedii (p>0.05) (Figura 8A). En G. oerstedii se obtuvo la mayor capacidad antioxidante con
el medio suplementado a los 12 d y la menor con el tratamiento a los 3 d. En G. lucidum se produjo
la capacidad antioxidante mas alta con el control a los 15 d y la menor con el tratamiento a los 3 d
(Figura 8B). Con FRAP (capacidad de reduccion férrica del plasma) se presentaron diferencias
significativas (p<0.05) entre G. lucidum y G. oerstedii, con una mayor actividad en esta ultima
(Figura 9A). En G. oerstedii se registrd la mayor capacidad antioxidante con el control a los 12 d
y la inferior a los 3 d. En G. lucidum se observaron los mayores valores de capacidad antioxidante
con el tratamiento a los 15 d y la menor a los 3 d (Figura 9B).

Con TEAC (capacidad antioxidante equivalente al trolox), no se presentaron diferencias
significativas (p >0.05) entre G. lucidum y G. oerstedii (Figura 10A). En G. oerstedii se logro la
mayor capacidad antioxidante con el control a los 15 d y la menor con el tratamiento a los 3 d. En
G. lucidum se registr6 la mayor actividad antioxidante con el tratamiento a los 15 d, y la inferior
con el control a los 9 d (Figura 10B). El comportamiento fue disimil, sin una tendencia definida en
el tiempo para una mayor o menor capacidad antioxidante. Lo relevante es destacar la presencia de
esta actividad en el micelio dicariontico de ambas especies de Ganoderma, la cual es mayor
(FRAP) en la especie nativa.

Una alternativa para potenciar el efecto de los elicitores seria utilizar un medio de cultivo no
enriquecido o agregar de manera inicial el elicitor como sugiere el estudio realizado por
microcalorimetria con diferentes cepas de Ganoderma spp. nativas de Sonora (Martinez, 2021),
donde se observé un incremento en la tasa de crecimiento después de establecerse el hongo en el
medio de cultivo.

La respuesta disimil es comun en las metodologias empleadas, ya que sus fundamentos difieren;
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cada una tiene sus ventajas y desventajas con una correlacion muy baja o inexiste (Cao y Prior,
1998). ORAC se utiliza frecuentemente porque detecta una amplia variedad de antioxidantes, en
especial en muestras o reacciones cinéticas complejas. Puede detectar antioxidantes lipofilicos,
hidrofilicos, proteicos y no proteicos, ademas de flavonoides. Una de las principales limitantes con

respecto a los otros métodos es el tiempo necesario para su determinacion de hasta 10 veces o mas

(Cao y Prior, 1998; Karadag et al. 2009).
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Figura 8. Capacidad Antioxidante determinada con ORAC de la biomasa de Ganoderma oerstedii
(BH-17) y G. lucidum (FP-34D). A) Total. B) Con respecto al tiempo (dias 3, 6, 9, 12 y 15)
(p<0.05).
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Figura 9. Capacidad antioxidante determinada con FRAP de la biomasa de Ganoderma oerstedii
(BH-17) y G. lucidum (FP-34D). A) Total. B) Con respecto al tiempo (dias 3, 6, 9, 12 y 15)

(p<0.05).
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Figura 10. Capacidad antioxidante determinada con TEAC de la biomasa de Ganoderma oerstedii
(BH-17) y G. lucidum (FP-34D). A) Total. B) Con respecto al tiempo (dias 3, 6, 9, 12 y 15)
(p<0.05).

TEAC se emplea para medir una amplia variedad de sustancias puras, asi como muestras bioldgicas
de fluidos corporales, materiales vegetales y antioxidantes fitoquimicos como flavonoides,
teaflavinas, carotenos y xantofilas, entre otros. Detecta antioxidantes liposolubles e hidrosolubles
(Cao y Prior, 1998; Shahidi y Zhong, 2015) en un amplio rango de pH, lo cual es una limitante en
otras técnicas cuyos reactivos suelen ser costosos (Cao y Prior, 1998; Karadag ef al. 2009). FRAP

tiene la ventaja de ser un método simple, barato, rapido y no requiere equipo especializado. Los
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antioxidantes pueden tener un origen diferente y ademas, presenta la capacidad de detectar algunos
no enzimaticos como el acido ascérbico, acido urico y glutation. Una de sus limitaciones es el pH,
en el que se realiza el analisis (Karadag et al. 2009; Mora et al., 2009; Shahidi y Zhong, 2015).
La variabilidad de cada una de las metodologias en los antioxidantes a detectar, brinda indicios de
los compuestos presentes en la muestra y permite profundizar su analisis para precisar su
composicion. Shah y Modi (2015), compararon la actividad antioxidante de un extracto acuoso de
tres especies de hongos cultivadas en medio liquido: Ganoderma lucidum, Lentinula edodes y
Agaricus bisporus; registraron diferencias significativas (p<0.05), siendo mayor en G. [ucidum.
Ayala-Zavala et al. (2015) analizaron extractos etandlicos de basidiomas de especies de Ganoderma
endémicas de Sonora, México, para conocer su potencial antioxidante. Determinaron el contenido de
fenoles y flavonoides obteniendo la mayor cantidad de estos compuestos en G. subincrustatum,
seguido por Ganoderma sp., G. curtisii y G. oestedii. La correlacion entre la concentracion de estos
compuestos y la capacidad antioxidante fue positiva. Aruwa et al. (2021), evaluaron la capacidad
antioxidante de basidiomas de G. lucidum. Para ello, elaboraron extractos de diferente polaridad y
los probaron a diferentes concentraciones con un incremento proporcional a la concentracion del
extracto. La capacidad fungica antioxidante puede atribuirse a micoquimicos. Determinaron una
cantidad significativa de alcaloides, flavonoides, saponinas, taninos y terpenoides.
Sutkowska-Ziaja et al. (2022), cultivaron en medio liquido seis especies de Ganoderma, analizando
bioactividad y el perfil micoquimico de extractos de cultivos miceliales, determinando compuestos
orgdnicos como acidos fenolicos, aminoacidos, indoles, esteroles y acido kojico, con una
variabilidad segun la especie que podria repercutir en la capacidad antioxidante, la cual cambio
significativamente (p<0.05). En el presente estudio, los resultados de una de las pruebas variaron
en la actividad antioxidante (p<0.05). Conocer el perfil micoquimico de las cepas de G. oerstedii

y G. lucidum, ayudaria en explicar esas diferencias.
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7. CONCLUSION

Los extractos de madera de vid potencian la produccion de biomasa de especies de
Ganoderma cultivadas en medio liquido con una respuesta diferencial segin la cepa, la
composicion y la concentracion del extracto. Por lo cual, la optimizacion de generacion de biomasa
fngica debera realizarse para cada cepa con diversos factores y niveles, y definir el mejor
tratamiento con el analisis de superficie de respuesta. Las cepas nativas del desierto Sonorense
tienen potencial para producir biomasa a un nivel competitivo como la cepa comercial de

Ganoderma lucidum utilizada como control.
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8. RECOMENDACIONES

Determinar la capacidad antioxidante de la biomasa fungica en las restantes cepas nativas
del desierto Sonorense, asi como de los extractos de madera de vid, no solamente del micelio.
Utilizar un medio de cultivo mds simple en cuanto a su composicidon para evitar un posible

enmascaramiento del efecto potenciador de los extractos.
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