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RESUMEN

Debido a la demanda de sustratos que reduzcan los tiempos de produccion
de carpdéforos de especies de Ganoderma, en el presente trabajo se evalud
a la madera de vid. Se utilizaron dos cepas nativas: Ganoderma oerstedii, G.
subincrustatum y como testigo una cepa comercial de Ganoderma lucidum.
Se cultivaron en madera de vid 100% (V), encino 100% (E), dos mezclas
VE-70/30% y VE-30/70%. Se obtuvo un tiempo corto de colonizacion (15 d)
en V-100% y la aparicion de primordios a los 21-22 d en los cuatro
sustratos. El porcentaje mas altos de eficiencia biologica se observé en la
cepa de G. oerstedii (34.1%) en V-100%, asi mismo en tasa de produccién y
rendimiento encontrandose diferencias con los demas sustratos (p<0.05). La
composicion proximal de los carpoforos y sustratos asi como la
cuantificacion de fenoles totales fue analizada. En los carpoforos de las
cepas nativas, los porcentajes de proteina, grasa y humedad fueron mas
altos en V-100%, mientras que en la cepa testigo se incrementaron en la
mezcla VE-30/70%. Los porcentajes mas altos de minerales se registraron
en VE-70/30%. Las concentraciones de azucares oscilaron de 241 a 838
mg/g y en fenoles totales de 6.36 a 11.49 mg EAG/g, siendo variable segun
cepa y sustrato. En cuanto a los sustratos, se observd un mayor porcentaje
de grasa, proteina y hemicelulosa en V-100%, mientras que en E-100%
hubo mayor contenido de celulosa y lignina. Los resultados muestran que
los residuos de madera de vid pueden ser aprovechados para el cultivo de
especies de Ganoderma, con un desarrollo variable de los carp6foros segun

la cepa.

Palabras clave: Fermentacion sélida, hongos medicinales, reishi
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ABSTRACT

Because the demand for substrates that reduce production times of fruiting
bodies of Ganoderma species, in this study was evaluated vineyard pruning.
Two native strains Ganoderma oerstedii, G. subincrustatum and a
commercial strain of Ganoderma lucidum as a control were used. Vineyard
pruning 100% (V), oak sawdust 100% (O), and two mixtures VO-70-30% and
VO-30-70% were used as substrates. It was obtained a short time of
colonization at 15 d in the V-100% substrate, the appearance of primordia at
21-22 d in the four substrates. The highest percentage of biological efficiency
was obtained in the strain of G. oerstedii (34.1%) in V-100%, also in
production rate and yield differences were found with the other substrates (p
<0.05). The components of fruiting bodies and substrates as well as
guantification of total phenols were analyzed. Native strains in the
percentages of protein, fat and moisture fruiting bodies were higher in V-
100%, whereas the control strain grew on the mixture VO-30:70%. The
highest percentages of minerals in the three strains were observed in VO-
70:30%. The sugar concentrations ranged from 241-838 mg/g, of total
phenols was 6.36 to 11.49 mg GAE/g, being variable according to strain and
substrate. In Substrates a higher percentage of fat, protein and
hemicellulose was observed at V-100%, while in O-100% was higher content
of cellulose and lignin. The results show that the vineyard pruning waste can
be utlized for the cultivation of Ganoderma species, with varying

development of fruiting bodies depending on the strain.

Keywords: Solid Fermentation, medicinal mushrooms, reishi, recycling
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I. INTRODUCCION

El género Ganoderma (P. Karst) comprende mas de 300 especies, las cuales
se distribuyen ampliamente alrededor del mundo (Bhosle et al. 2010). En las
Ultimas décadas algunas de estas especies se han investigado, debido a los
compuestos bioactivos descubiertos en ellas. Estas especies han tenido gran
atencién por sus propiedades medicinales y se han consumido desde hace
miles de afios en algunas culturas asiaticas como la china, japonesa y

coreana (Hsieh y Yang, 2004).

Se han utilizado para prevenir y curar un gran nimero de enfermedades entre
las que destacan hepatitis, diabetes, hipertension, bronquitis y varios tipos de
cancer como el de colon y pulmén (Zhou et al., 2007). Por ello, existe una
variedad de investigaciones con distinto enfoque alrededor del mundo. Por
ejemplo como nutracéuticos (Sliva et al., 2003), fitopatdogenos (Karthikeyan et
al., 2009), pero sobre todo por sus bioactivos con potencial farmacoldgico
(Paterson, 2006).

El consumo de suplementos hechos a base de hongos de Ganoderma, se
incrementa anualmente a nivel mundial, tan solo el mercado de G. lucidum en
2003, era de 2.5 billones de délares. La industria del cultivo de estos hongos
va en aumento tanto en Asia como en otras partes del mundo (Wang et al.
2012). De esta misma forma aumentan las estrategias para el cultivo de estas
especies, siendo la busqueda de sustratos viables, uno de los puntos de
mayor interés (Stamets, 1993; Soto-Velazco et al. 2002). El cultivo solido
presenta ventajas econdmicas entre ellas, la factibilidad de utilizar residuos
agroindustriales, los cuales son abundantes y de bajo costo; ademas de ser

una fuente de carbono ideal para especies lignicolas como Ganoderma.



A nivel mundial se generan anualmente millones de toneladas de residuos
agroindustriales, los cuales no son aprovechados y por el contrario, una gran
cantidad son incinerados Yy llevados a vertederos donde causan
contaminacion ambiental (Hsieh y Yang, 2004).

Dentro de los residuos mas abundantes en Sonora, se encuentra la madera
de vid, al ser el principal estado productor de uva en el pais (Vazquez, 2010).
Anualmente se generan toneladas de residuos producto de la poda de la uva,
una porcion de esta madera se incorpora al suelo; sin embargo, la mayor

parte es incinerada.

En la dltima década, estos residuos se han utilizado para el cultivo del hongo
medicinal y comestible Lentinula edodes, obteniendo eficiencias biolégicas y
rendimientos altos en comparacion con la paja de trigo, sustrato comunmente
utilizado en el cultivo sélido de hongos (Gaitan-Hernandez et al., 2006). Asi
mismo, Sanchez et al. (2008) obtuvieron una eficiencia biolégica mas alta, al

cultivar Pleurotus ostreatus en madera de vid vs. orujo de uva.

Las caracteristicas de la composicion quimica de la madera de vid como el
alto contenido de azucares y el contenido de compuestos susceptibles a la
rapida oxidacion entre otros, favorece el desarrollo de carpdéforos. Por lo que
este residuo puede considerarse como un sustrato con alto potencial para el

cultivo de especies de Ganoderma, siendo alternativo para su cultivo sélido.



II. ANTECEDENTES

Il.1 Ganoderma: Taxonomia, Distribucién e Importancia Ecoldgica

En la actualidad Ganoderma se considera un género ampliamente distribuido
con mas de 300 especies (Bhosle et al., 2010). Pertenece a la familia
Ganodermataceae del orden Polyporales. Generalmente desarrollan el
cuerpo fructifero sobre troncos, pueden ser anuales o perianuales en forma
de repisa, pileados, sésiles y estipitados al centro o lateralmente; la superficie
del pileo puede ser lisa, opaca o brillante.

Estos hongos poseen una cuticula caracteristica de color marrén claro a
plarpura oscuro, presentan poros pequefios a medianos, con tubos por lo
general estratificados, ocraceos, en ocasiones blanquecinos y el contexto
varia de blanco a marrén (Wang et al., 2012). De manera especifica estas
son las caracteristicas morfolégicas de importancia taxonémica del género:
Color del contexto, forma del margen y presencia/ausencia de laca en el
pileo, con/sin estipite (Pérez et al.,, 2005). Dentro de los caracteres
microscépicos se encuentra el color, textura, tamafio y forma de las
basidiosporas, presencia o ausencia de clamidosporas en cultivos in vitro,
entre otros (Seo y Kirk, 2000).

Ganoderma se dividié en dos subgéneros: Ganoderma, basidiomas lacados
con una capa cerosa y brillante en la superficie del cuerpo fructifero y el
subgénero Elfvingia, que incluye a las especies no lacadas (Steyaert, 1980).
A pesar de los esfuerzos de los cientificos por poner orden en este género, el

concepto de especie es aun universalmente impreciso (Gottlieb,



2000). Diversos experimentos han demostrado que la morfologia y la
cantidad de metabolitos presentes en los basidiomas, difieren segun las
condiciones de crecimiento como la zona de cultivo, temperatura, humedad
relativa, luminosidad, disponibilidad y cantidad de nutrientes del sustrato. Lo
gue indica que existe un gran namero de sinbnimos, debido a la cantidad de
especies identificadas, solo con base en sus caracteristicas morfologicas
(Stamets, 1993).

En afnos recientes, los estudios se apoyan en herramientas moleculares
como una alternativa para la identificacion de las especies de Ganoderma
(Trigos y Medellin, 2011). Entre las técnicas utilizadas se encuentra la
amplificacion de secuencias de ADN mediante la reaccion en cadena
polimerasa (PCR), en especial las relacionadas con el andlisis de la regién
espaciadora interna transcrita (ITS), incluyendo fragmentos polimoérficos de
restriccibon (RFLP’s) (Karthikeyan et al., 2009). Adicionalmente se han
realizado otras estrategias de identificacion en este género, entre las que
destacan la electroforesis con isoenzimas; la quimiotaxonomia basada en el
andlisis del patrén de produccion de metabolitos secundarios mediante HPLC
y ensayos inmunologicos tipo ELISA (Hong y Jung, 2004; Smith y
Sivasithamparam, 2000). Gracias a estas herramientas se ha demostrado
gue Ganoderma es monofilético, incluyendo las especies de ambos

subgéneros (Smith y Sivasithamparam, 2000), las cuales son cosmopolitas.

En su mayoria las especies de Ganoderma pueden encontrarse creciendo
bajo condiciones elevadas de calor y humedad, principalmente en regiones
tropicales y templadas, incluyendo Norteamérica, Sudamérica, Africa y
Europa, ademas Ganoderma lucidum se desarrolla de los 1000 a 2000 msnm
y se ha demostrado que la forma del basidiocarpo es afectada por las
condiciones ambientales, observandose cambios en el color y la forma de las

esporas, por la latitud y altitud (Stamets,1993).

Son hongos saprobios o parasitos facultativos de diversas plantas,
incluyendo cultivos perennes como palmas aceiteras, café y arboles de
madera dura, en donde causan pudricién blanca al degradar principalmente

celulosa y lignina, para lo cual producen enzimas lignoliticas como

4



peroxidasas y lacasas (Goh et al., 2014). Es comun que G. lucidum crezca en
troncos de Quercus spp., mientras que G. oregonense y G. tsuage, en
coniferas (Staments, 1993).

II.2 Ganoderma, Un Género De Interés Comercial y Farmacologico

Distintas especies de Ganoderma como G. tsugae, G. applanatum, G.
colossum, G. concinna, G. pfeifferi, G. neo-japonicum y G. oerstedii entre
otras, han sido sujetas a investigacion, principalmente por sus bioactivos
(Mendoza et al., 2011). Estos micoquimicos tienen un marcado potencial
farmacoldgico, los cuales estan siendo ampliamente investigados alrededor
del mundo, en especial los encontrados en G. lucidum. Este hongo se ha
utilizado por mas de 2000 afios dentro de la cultura medicinal de paises

asiaticos como China, Japén y Corea (Ping et al, 2009).

A G. luidum se le ha conocido como " el hongo de la inmortalidad ", ya que se
ha utilizado para tratar diferentes tipos de enfermedades como diabetes,
hepatitis, hipertension, gastritis, problemas cardiovasculares, asma, distintos
tipos de cancer. Esta versatilidad se debe al gran nimero de compuestos
bioactivos aislados de estos hongos, la mayoria de los metabolitos
biologicamente activos se dividen en dos grupos principales, los derivados de

lanosterol y polisacéaridos (Trigos y Medellin, 2011).

Los basidiocarpos, el micelio y las esporas de G. lucidum contienen
aproximadamente 400 diferentes compuestos bioactivos, que incluyen
principalmente triterpenoides, polisacéridos, esteroles, esteroides, &cidos
grasos Yy proteinas (Sanodiya, 2009). Por esta razon, todas las partes del
hongo son investigadas con propdsitos farmaceéuticos, ya sea en extractos
liquidos o concentrado, o también pulverizados (Smith et al., 2002). Entre los
triterpenos de interés se encuentran los Ganoderan A, B y C, los cuales se
han aislado de los cuerpos fructiferos de G. lucidum, demostrando un efecto

hipoglucémico en ratas (Chang y Miles, 2004).



Los glucanos mas activos son los 8 (1,3) D-glucanos, referidos en ocasiones
como (1,3) (1,6), por poseer ramificaciones en el carbono sexto de la cadena
principal, todas comparten como estructura comun, una cadena de unidades
de glucosas (Zhang et al., 2002). En las ultimas décadas las investigaciones
se han centrado en el potencial terapéutico de las especies de Ganoderma,
principalmente en la actividad anticancerigena, realizandose estudios tanto in

vitro como in vivo (Lin et al., 2004).

Algunas de las investigaciones relacionadas con el efecto de Ganoderma
spp. en cancer demuestran la inhibicion de la angiogénesis, proceso
fundamental en la transformacion maligna del crecimiento tumoral. Ademas
se demostré la inhibicion del crecimiento de cancer en vejiga (Trigos y
Medellin, 2011).

Respecto a la actividad antioxidante de estas especies Hoang-Minh et al.
(2010) reportan el barrido de radicales libres, antioxidante y de proteccion
contra rayos UV de extractos de G. pfeifferi. Asi mismo Heleno et al. (2012)
reportan un alta actividad antioxidante de extractos fendlicos y de
polisacaridos obtenidos de cuerpos fructiferos, esporas y micelio de G.
lucidum. Si tomamos en cuenta que los compuestos antioxidante tienen una
gran cantidad de usos en la industria como conservadores de alimentos o en
la industria cosmética, lo que nos indica que estos hongos tienen un papel
prometedor, al ser fuente de diversos antioxidantes naturales (Finley et al.,
2011).

La actividad antioxidante que muestra los extractos de Ganoderma esta
relacionada con su contenido de polisacéaridos, asi como su contenido total
de fenoles. Kosarski et al. (2012) reportaron en G. applanatum y G. lucidum
un total de 35 % y 83% de glucanos de los extractos de polisacaridos
respectivamente. A diferencia de la mayoria de los productos farmacéuticos,
los compuestos biologicamente activos extraidos de hongos medicinales
tienen una toxicidad baja, aun en dosis altas, pudiendo de esta forma mejorar

la calidad de la salud humana (Chang y Buswell, 1996).

Ademas de los efectos mencionados atribuidos a Ganoderma spp. existen

otros como inmunomodulacién, antiaterosclerético, antiinflamatorio,
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analgésico, quimiopreventivo, antibacteriano, antiviral (incluyendo anti-VIH),
hipolipidémico, antifibrético, hepatoprotector, antidiabétogénicos,

antiandrogénico, antiangiogénico (Trigos y Medellin, 2011).

Actualmente se comercializan diferentes preparaciones a base de micelio,
esporas y basidiomas completos de Ganoderma spp, incrementandose
anualmente el mercado de suplementos dietarios de G. lucidum. Este se
estima en alrededor de 5 a 6 billones de dolares anuales, de los cuales 1.6

billones corresponden tan solo al consumo en Estados Unidos (Wang, 2012).

Aunque estos hongos se encuentran en la naturaleza, la cantidad no es
suficiente para cubrir la creciente demanda del mercado, lo que lleva a una
constante optimizacion de los cultivos sdlidos, para la rapida obtencion de los
carpoforos, ya que el cultivo solido es el tipo de cultivo que permite su
obtencion y asi poder ser utilizados tanto en investigaciones relacionadas con

bioactivos como para su comercializacion.

I1.3 Generalidades y Requerimientos para el Cultivo Sélido de Ganoderma

En 1970 se logré por primera vez la produccion en masa de los carpéforos de
G. lucidum y desde ese momento los procesos se han desarrollado
rapidamente. Los cultivos sélidos fueron ampliamente adoptados por los
cultivadores para su produccion comercial, los cual se llevan a cabo en
madera lefiosa o0 tocones de arboles, asi como en mezclas de aserrin

enriquecido con fuentes de carbono y nitrégeno (Stamets, 1993).

Las especies de Ganoderma se han cultivado tradicionalmente en medios
sélidos, con el fin de obtener los cuerpos fructiferos, los cuales son de
importancia econdmica, ya que se comercializan las esporas y los
basidiomas. Por esta razén el cultivo sélido se sigue desarrollando, aunque
en la actualidad existan otras técnicas como el cultivo liquido. El interés en
los basidiomas radica en los bioactivos encontrados tanto en carpoforos

completos como en esporas, donde existe cantidad importante de sustancias



bioactivas, que muestran una actividad antitumoral y antienvejecimiento

significativa (Jungjing et al., 2007).

Aungue en México, el consumo de hongos comestibles y medicinales data de
la época prehispanica (Guzman, 2000), el interés por Ganoderma ha crecido
considerablemente en los ultimos afios. Por 1o que en diversas instituciones
de investigacion se han iniciado trabajos para el aislamiento y caracterizacion
de cepas nativas de hongos medicinales, con el fin de desarrollar los
métodos adecuados para su cultivo (Soto-Velazco et al., 2002).

Los métodos de cultivo sélido involucran convencionalmente cinco etapas: 1)
elaboracion del indculo, 2) siembra, 3) formacion del primordios, 4) desarrollo
del carpéforos y 5) cosecha (Chen y Yu, 1999). El desarrollo de los
carpoforos toma algunos meses, dependiendo de los factores ambientales.
Lo que se busca en un cultivo es obtener altos rendimientos, que estan
estrechamente relacionados con las condiciones del cultivo, es decir, el

sustrato, temperatura, humedad, pH, luz, CO,, entre otros.

La temperatura es uno de los factores mas importantes para el crecimiento
del micelio, aunque Ganoderma presenta los requerimientos de temperatura
mas divergentes. La especie mas cultivada de este género es G. lucidum, la
cual tiene una temperatura Optima de crecimiento de 21-27 °C, teniendo 27
°C como maxima temperatura para desarrollar su micelio. Coincidiendo estos
datos con los descritos por Hsieh y Yan (2004), donde se empled residuo de
soya como sustrato y 30 °C como temperatura de incubacion y 25 — 33 °C en
la etapa de fructificacion, obteniendo una velocidad de crecimiento de 6
mm/d. Asimismo Gurung et.al. (2012), reportan un desarrollo micelial a 28 -30
°C y de los carpdéforos entre 30 -32 °C. Griffin et al. (1994), describen a G.
lucidum como un hongo mesofilico donde su crecimiento de micelio puede
desarrollarse en temperaturas por arriba de los 0 °C y debajo de los 50 °C,
con un intervalo 6ptimo de 15-40°C.

Otro de los factores de mayor importancia en el cultivo de especies de
Ganoderma es la humedad, ya que crecen y desarrollan sus fructificaciones

en un ambiente de humedad relativa alta (Stamets, 1993). De igual forma, en
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los cultivos se debe proporcionar una humedad alta, para obtener basidiomas
bien desarrollados y por lo tanto altos rendimientos, asi también a un alto
porcentaje de eficiencia biolégica (EB), definida ésta como la proporcién del
peso fresco de los hongos entre el peso seco del substrato expresado en
porcentaje (Gaitan-Hernandez et al. 2006).

Aungue los intervalos de humedad relativa varian de 60 % a 95%, los
mejores rendimientos se obtienen entre 90 % y 95%. Manavalan et al. (2012),
en la fase inicial de fructificacion la humedad relativa fue 90-95%, en el
crecimiento de primordios de 70 a 80% y en la fase de formacion de
carpoforos de 85-95%. La EB obtenida fue de 85 % + 15%, por cada 500 g de
sustrato, lo que se considera alto comparado con otros autores donde la

eficiencia biolégica no llega al 50%.

Peksen y Yakupoglu (2009) reportaron una humedad de 85 a 95% para la
formacién de primordios y de 80-90% durante el desarrollo de los carpéforos
con lo que lograron una EB de 31-35%. Erckel (2009) utiliz6 una humedad de
85 a 90 % para todo el proceso de colonizacion y desarrollo de carpoforos y
logré, una EB de 13 a 20 %.

Otro factor que influye en la EB es el CO,, el cual pocos autores reportan en
sus trabajos, una excepcion es Manavalan et al. (2012), que reportan un valor
de 5% de CO; en la etapa de colonizacién. Sin embargo en la etapa de
fructificacion fue de 0.04 % a 0.05 %, pudiendo ser un factor crucial en la
obtencion de EB altas (85%). Stamets (1993) menciona que en general los
Polyporales son muy sensibles al CO,, proponiendo los siguientes
porcentajes para las distintas etapas de crecimiento de las especies de
Ganoderma: 5% en colonizacion, 2-4 % en la formacion de primordios y en el

desarrollo de los carpéforos menor al 2 %.

En cuanto a los métodos empleados para el cultivo sélido de Ganoderma,
inicialmente se utilizaba el método tradicional, el cual consiste en inocular
troncos de maderas, donde estos organismos crecen de forma natural. Estos

troncos son puestos sobre el suelo o enterrados superficialmente, en un lugar
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hamedo y en unos casos cubiertos con malla para reducir la evaporacion y la
exposicion a la luz. Esta técnica permite la formacion de basidiomas con
aspecto natural, sin embargo est4 limitada a lugares muy humedos (Stamets,
1993). Por esta razon el cultivo de interior o protegido ha sido adoptado con
gran éxito alrededor del mundo, siendo Japén y China los principales
cultivadores (Wang et al. 2012). En este tipo de cultivo, todo se realiza al
interior, bajo condiciones controladas, para cada uno de las etapas del cultivo
(inoculacion, colonizacion y fructificacion), como luz, temperatura, humedad y
CO,, asi también para evitar la contaminacion. Este tipo de cultivo permite el
uso de residuos agroindustriales que ademas de reducir el costo del cultivo,
también permite reducir el efecto negativo al medio ambiente que estos
provocan (Gurung et al., 2012).

II.4 Residuos Agroindustriales como Fuente de Carbono para el Cultivo
Solido de Ganoderma spp.

Anualmente se producen en el mundo 200 billones de toneladas de biomasa
producto de la fotosintesis, la mayor parte de esta materia no es aprovechada
ni por los humanos ni por animales domeésticos, convirtiéndose en un residuo

y autométicamente en un contaminante (Zhang, 2008).

De los residuos provenientes de cultivos, 4 billones pertenecen a cereales,
algunos ejemplos son rastrojo de maiz, pastos, tallos de cafa, tallos de
algodon, mazorcas de maiz, restos de poda de vid, bagazo de coco, residuos
de platano, hojas de maiz, pulpa de café, semilla de algodén, semilla de
girasol, cascaras de arroz (Fan et al., 2000; Pandey et al. 2000). Estos
residuos son ricos en lignocelulosa, y son considerandos una materia prima
renovable y muy abundante, por lo que existen grandes posibilidades de ser
aprovechada en procesos biotecnoldgicos (Webb et al., 2004).

La lignocelulosa se compone de lignina, hemicelulosa y celulosa. La celulosa
se caracteriza por ser un polimero de D-glucosa unida por enlaces
glucosidicos B-1,4 que se estructuran en largas cadenas lineales unidas por

puentes de hidrégeno y fuerzas de van der Waals intramoleculares, formando
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una estructura cristalina resistente a la hidrolisis y regiones amorfas
susceptibles a la degradacion enzimatica. Como segundo componente esta la
hemicelulosa la cual es un polimero complejo de heteropolisacéaridos formado
por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa) y hexosas (D-glucosa, D-manosa y D-
galactosa) que forman cadenas ramificadas, los azlUcares estan unidos por

enlaces (B-1,4 y ocasionalmente por enlaces -1,3 (Cuervo et al., 2009).

Como tercer componente de la lignocelulosa estd la lignina que es un
heteropolimero amorfo, tridimensional y ramificado formado por alcoholes
aromaticos que dan estructura y proteccion a los polisacaridos estructurales
(celulosa y hemicelulosa) y es altamente resistente a la degradacion quimica
y biolégica (Cuervo et al.,, 2009). Las propiedades quimicas de los
componentes de la lignocelulosa lo hacen un sustrato de enorme valor en el

cultivo de hongos lignicolas.

El cultivo de hongos es un proceso biotecnoldgico que le da un valor a los
residuos agroindustriales ricos en compuestos organicos que pueden ser
recuperados y transformados, estos son utilizados en fermentaciones sélidas
para la produccion de distintas especies de hongos comestibles y
medicinales. El cultivo de hongos representa una biotecnologia
econdmicamente importante alrededor del mundo, es un proceso eficiente
donde a partir de material lignocelulésico se producen alimentos con alto
contenido proteico y una considerable cantidad de bioactivos (Philippoussis,
2009). Ya sea en cultivos en pequeiia o gran escala, es un efectivo y corto
proceso de aprovechamiento de estos materiales lignocelulésicos, utilizando

la capacidad de degradacion de los hongos (Chiu y Moore, 2001).

Ganoderma es un hongo degradador de madera, por lo que la opcién de
utilizar residuos agroindustriales es conveniente, ya que contienen
importantes cantidades de celulosa y lignina las cuales son aprovechadas
como fuente de carbono para estas especies. Este tipo de hongos secretan
un amplio grupo de enzimas capaces de modificar los carbohidratos y la
lignina presente (Martinez et al., 2005). La degradacion de la lignina es un
punto clave en la descomposicion de la lignocelulosa, en este proceso

intervienen enzimas hidroliticas y oxidativas, de manera especifica los
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hongos de pudricién blanca excretan tres principales enzimas las cuales son:
lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y lacasa. Estas enzimas
participan de manera directa o indirectamente en la degradacion de la lignina,
estas son indispensables para que los organismos realicen una bioconversion

eficiente de los residuos (Kersten y Cullen, 2007).

Algunos equipos de investigacion han cultivado en este tipo de residuos
especies como G. lucidum, obteniendo resultados positivos. Como los
reportados por Hisieh y Yang (2004), quienes utilizaron bagazo de soya en
combinacion con Acacia confusa Merr., en bolsas de polipropileno; reportaron
una colonizacion y desarrollo de carpoforos en 30-33 dias desde su
inoculacién. Asi mismo Manavalan et al. (2012), cultivaron esta misma
especie en bagazo de cafia y obtuvieron fructificaciones a los 30-35 dias. Por
su parte, Gurung et al. (2012) emplearon virutas de Alnus nepalensis D. Don,
para el cultivo sélido de G. lucidum, realizaron combinaciones con polvo de
trigo, garbanzo, maiz y arroz, logrando fructificaciones en todas las

combinaciones en un periodo de 60 dias.

Sin embargo es de gran importancia encontrar residuos que sean accesibles
en cada regidon y que proporcionen ventajas contra los ya utilizados de
manera tradicional como la madera de encino. De esta manera contribuir al
reciclaje de estos residuos y a su vez obtener carpoforos en menor tiempo y

con las caracteristicas buscadas.

México es un agricola, por lo que cuenta con una gran produccion de
residuos, en el 2007, la zona norte del pais tuvo una produccion de 1,982,873
t. de productos como soya, arroz, frijol, maiz y especificamente en Sonora,
destaca el cultivo de frutas y hortalizas donde en 39,000 ha se producen
703,000 t de hortofruticolas, siendo el cultivo de vid uno de los principales del
estado, ya que Sonora es el principal productor de uva del pais, con 123,000
t por afio (Vazquez, 2010).

La industria del vino genera toneladas de residuos que son altamente
contaminantes y costosos de tratar, uno de los principales subproductos de la
produccion de vino, son los tallos generados durante la poda de vid sin

embargo estos residuo son ricos en compuestos organicos como azucares y
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celulosa. Ademas son biodegradables y naturalmente ricos en nutrientes,
esto los hace un sustrato ideal para procesos de bioconversion, (Jin y Kelly,
2009).

Fragoso et al. (2004) reportaron diferencias en un cultivo de Lentinula edodes
en donde se utiliz6 como sustrato madera de vid, encino y manzano,

obteniendo los valores mas altos de EB en la madera de vid con un 31.97 %.

Asi mismo Gaitan-Hernandez et al. (2006) utilizaron madera de vid, paja de
trigo y cebada como sustrato para el cultivo solido de L. edodes, obteniendo
altos porcentajes de eficiencia bioldgica en la madera de vid, hasta un
93.25% y el periodo més corto para la formacién de primordios (28 d).

Cabrera (2013) sugiere que la poda de vid es un sustrato favorable para el
crecimiento de L. edodes debido al elevado contenido de compuestos
fendlicos, los cuales pueden ser rapidamente oxidados y de esta forma

permiten una colonizacién rapida del micelio.

Por estas razones la poda de vid puede considerarse como un sustrato
potencial para el cultivo de Ganoderma, hongo que aun no ha sido cultivado
en madera de poda de vid, sin embargo puede ser un residuo conveniente,
no solo por las grandes cantidades disponibles en el estado de Sonora, sino
también por sus caracteristicas lignocelulésicas, y asi proponer un sustrato

alternativo con mayores ventajas que los utilizados hasta el momento.
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lll. HIPOTESIS

La composicion quimica de la madera de vid promueve una mayor eficiencia
biolégica, tasa de produccion y rendimiento en cepas de Ganoderma spp. en

comparacién con el encino.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Evaluar la capacidad de adaptacion de Ganoderma spp. en madera de vid
con base en la eficiencia bioldgica, tasa de produccion y rendimiento, ademas
de determinar la composicion proximal de carpoforos, con el fin de proponer

un sustrato alternativo para su cultivo.

IV.2 Particulares

1.-Determinar la eficiencia bioldgica, rendimiento y tasa de produccion de tres
cepas de Ganoderma spp. cultivadas en madera de vid, encino y

combinaciones de ambos sustratos.

2.-Determinar la composicion quimica de la madera de vid, encino y dos
combinaciones de ambas maderas, asi como la composicion proximal de los

basidiomas obtenidos de las tres cepas de Ganoderma spp.

3.-Determinar los fenoles totales de madera de vid, encino y sus
combinaciones, asi mismo de los carpo6foros obtenidos de diferentes cepas
de Ganoderma, cultivadas en madera de vid, encino y mezclas de los

mismos.
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V. MATERIALES Y METODOS

V.1 Cepas

Se evaluaron dos cepas de Ganoderma nativas de Sonora, G. oerstedii (Fr.)
Murrill 'y G. subincrustatum Murrill y una cepa comercial de Ganoderma
lucidum (Fr) Karst (34D) adquirida en Fungi Perfecti, EUA. Estas cepas se
encuentran depositadas en el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos del
Centro de Investigacion en Alimentacion y Desarrollo A.C. Las cepas se

mantuvieron en extracto de malta agar (EMA) (Becton Dickinson) a 26° C.

V.2 Preparacion de Indculo

Se utilizé semilla de trigo (Tritcum aestivum L.), los granos se lavaron
repetidas veces y se colocé un total de 160 g en frascos de boca ancha de
250 mL. Se prepararon 7 frascos para cada cepa y se agregaron 200 mL de
agua destilada para su hidratacion por inmersion durante 24 h. Una vez
transcurrido este tiempo se drend el exceso de agua. El grano alcanzé una
humedad del 65 %. Posteriormente se esterilizaron en autoclave por 1 h a
121°C. Bajo campana de flujo laminar y en condiciones asépticas, cada
frasco se inoculé con 4 implantes de 8 mm didm. de agar con micelio de la
cepa de Ganoderma correspondiente. Cada implante se cortdé con ayuda de
un sacabocado del micelio periférico de la placa, se coloco entre el grano y el
vidrio en cada lado del frasco, con un total de 7 frascos por cepa. Los frascos

inoculados se incubaron durante 8 d en oscuridad a 26°C.
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V.3 Preparacioén del Sustrato

Se utilizé madera de vid (Vitis vinifera L.) producto de la poda de 2014 de un
lote de variedad ruby seedless, cultivado en La Costa de Hermosillo, Sonora.
Asi también se utiliz6 madera de encino (Quercus sp.) proporcionada por un
aserradero del municipio de Yécora, Sonora. Ambos sustratos se trituraron en
molino eléctrico, a un tamafio de particula de 2 a 3 cm de longitud. Tanto la
madera de vid como de encino fueron cernidas para separar y desechar las
particulas < 2 cm. Estas dos maderas se emplearon para preparar dos
mezclas y asi obtener cuatro sustratos para el cultivo. A saber, madera de vid
100% (V), encino 100% (E) y dos mezclas de encino y madera de vid en un
porcentaje de VE-30/70% y VE-70/30%. Cada sustrato se hidraté por
inmersion durante 24 h; se tomaron muestras para determinar el pH con un
potenciémetro, encontrandose en el intervalo éptimo (5.5-6.5). Después de
24 h, se drend el exceso de agua y se tomaron muestras para determinar el

porcentaje de humedad (peso humedo) de cada sustrato.

Posteriormente se realizo el llenado de bolsas de polipropileno de 18 X 26
cm, donde se colocaron 700 g de sustrato humedo. Se prepararon 10 réplicas
por cepa, con un total de 40 bolsas por cepa. Todas las bolsas se
esterilizaron durante 1.5 h a 121 °C. Una vez estériles se dejaron enfriar
hasta alcanzar una temperatura ambiente (25 °C) y se reservaron para su

inoculacion.

V.4 Inoculacion del Sustrato

La inoculacion se realiz6 bajo campana de flujo laminar. La tasa de
inoculacién fue de 3% (base humeda). Una vez inoculadas las bolsas con
sustrato, se taparon colocando en la abertura de la bolsa un tapéon de
algodon para permitir intercambio gaseoso. Todas las bolsas se incubaron en
un cuarto de aclimatacion en oscuridad a una temperatura de 27 + 1 °C, para

su colonizacion.
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V.5 Etapa de Fructificacion

Al término de la incubacion, es decir cuando se observo una colonizacion del
sustrato del 100%, las muestras se expusieron a un fotoperiodo de 12 h con
lamparas de luz fria, a una temperatura de 27 =+ 1 °C, con una humedad
relativa de 90-100%. Asi mismo se midio la concentracion de CO,, al inicio y
durante el cultivo, manteniéndose en un intervalo entre 500 y 1000 ppm.

Con una iluminacion de 48 a 58 umolm?s™.

V.6 Cosecha de Carpoforos

Los carpoforos de las tres especies fueron cosechados al momento de
terminar su maduraciéon. En Ganoderma se considera el margen de los
carpoéforos, una vez que desaparece la coloracion blanca del margen, se
determina que ha terminado su crecimiento. Posterior a la cosecha, los
carpoforos se pesaron y secaron en estufa a 50 °‘C. Con los datos de peso,
se determind la eficiencia biolégica (EB) (peso fresco de los carpoforos/peso
seco del sustrato inicial, expresado en porcentaje); tasa de produccion (TP)
(EB/numero de dias de produccion, partiendo de la inoculaciéon hasta el dia
de la cosecha); rendimiento (R) (peso fresco de los carpo6foros/peso fresco
del sustrato inicial, expresado en porcentaje). Para las determinaciones
guimicas se eligieron carpéforos de tres muestras de cada condicion, los

cuales se molieron manualmente.

V.7 Analisis de la Composicidon Quimica del Sustrato

Para el analisis quimico se tomaron muestras en tres etapas: Inicial (previo a
la inoculacién), Primordio (al inicio de la formacion de los primordios) y en la
Etapa Final (después de la cosecha de los carpéforos). Las muestras se
secaron en estufa a 50°C, se utilizaron tres muestras al azar por cada
condicion, los cuales se mezclaron y tomaron tres replicas para cada

determinacién proximal, excepto para proteina donde se utilizaron 2 réplicas.
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Se siguieron las metodologias recomendadas por la AOAC (2000); humedad
(943.01), minerales totales (942.05), grasa (920.39), proteina por el método
de combustién en un equipo Leco FP-528, utilizando el factor de conversion
(N x 4.38). Ademas se determiné Fibra por la técnica de Goering y Van Soest
(1970). El valor de la relacion C/N se determind segun lo descrito por
Sanchez y Royse (2001). Se cuantifico azucares totales mediante el método
fotocolorimétrico de fenol-sulfarico (Dubois, et al., 1956), utilizando D-glucosa
como estandar y para la extraccion de polisacaridos se siguié la metodologia
citada por Shi et al. (2013). La cuantificacién de fenoles totales se realizé con
la técnica de Folin-Ciocalteu (Alvarez-Parrilla et al., 2007), utilizando é&cido
galico como estandar y expresandose los resultados en equivalentes de
acido galico (EAG).

V.8 Andlisis de la Composicion de los Cuerpos Fructiferos

A los carpoforos se les determind la composicion proximal de acuerdo a la
AOAC (2000), azucares totales y fenoles totales, siguiendo las metodologias

antes mencionadas.

V.9 Disefo Experimental

Para este trabajo se aplicé un disefio completamente al azar con arreglo
factorial 3x4 y se empled una comparaciéon de medias por Tukey-Kramer
(p<0.05) en caso de existir diferencias significativas. Los factores son las 4
combinaciones de sustrato y las 3 cepas de Ganoderma spp., mientras que
las variables de respuesta fueron los valores de composicion quimica de los
sustratos y carpoéforos, asi como los valores de produccién (EB, TP y R). Se
utilizé el paquete estadistico SAS version 9.0.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

VI.1 Periodo de Colonizacién

Uno de los principales objetivos en la busqueda de sustratos alternativos para
el cultivo de Ganoderma spp., es disminuir el tiempo de colonizacién y
fructificacion. Las tres cepas colonizaron a los 15 d los sustratos con vid
100%. En encino 100% como en las mezclas, la colonizacion total se registro
entre los 18 y 20 d, mostrandose al final de la incubacién un exudado color
marrén en el micelio lo que indica su maduracién, similar a lo observado en
especies como Lentinula edodes (Gaitdn-Hernandez et al.,, 2014). Estos
resultados muestran una reduccién en los tiempos de colonizacion en
comparacién con lo reportado por otros autores. Gurung et al. (2012)
evaluaron Shorea robusta y Alnus nepalensis, con un tiempo de colonizacién
de 46 y 43 d respectivamente. Peksen et al. (2010) reportan una colonizacion
de 45 a 55 d en el cultivo de Ganoderma lucidum en mezclas de aserrin de
encino y carpe. Manavalan et al. (2012) obtuvieron un tiempo de colonizacion
de 15 d con bagazo de cafia. Cabe sefialar que la tasa de inoculacion
utilizada en el presente trabajo fue de 3% (base humeda); es decir, con una
menor cantidad de inéculo en comparacion con otros autores, la velocidad de

crecimiento fue mas alta con las tres cepas, en el sustrato de V-100%.

Ademas de los nutrientes del sustrato, la temperatura y el pH influyen en el
desarrollo del micelio. En el presente trabajo los intervalos de estos dos
pardmetros se encontraron dentro de lo éptimo reportado por Jo et al. (2009)
y Rolim et al. (2013); quienes sefialan que de 6-9 es el rango adecuado de
pH, para un 6ptimo desarrollo del micelio, asi como una temperatura cercana

a los 30 °C, coincidiendo en que Ganoderma tolera un amplio intervalo de pH,
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pero no asi en la temperatura donde se recomienda > 20 y < 35°C, citando

como Optimo 28 °C.

V1.2 Aparicion de Primordios y Desarrollo de Carpoéforos

La aparicion de primordios inicié entre los 21 y 22 d en todos los sustratos.
Esta formacion de primordios a los 22 d en los cuatro sustratos, es un periodo
corto comparado con Gurung et al. (2012), quienes utilizaron dos tipos de
aserrines suplementados con harina de granos (garbanzo, maiz, trigo y arroz)
y registraron la aparicion de primordios de 40 a 46 d. Stamets (1993) cit6 un
intervalo de 30 a 40 d para la aparicion de primordios en cultivos de G.
lucidum, sefialando como factores de importancia una humedad relativa alta
(95-100%), temperatura entre 21 y 27 ‘C y CO, entre 2000 y 5000 ppm. Las
condiciones ambientales en los tratamientos evaluados fueron adecuadas
para la aparicion de primordios. Sin embargo, durante las siguientes etapas
de desarrollo de los carpéforos, se observaron diferencias entre los distintos

sustratos y cepas.

Las cepas de G. oerstedii y G. subincrustatum produjeron carpoforos de
mayor tamafo y peso en V-100% y VE-70/30%. En G. oerstedii el peso seco
de carpéforos por muestra fue de 21.5 g en V-100% y en G. subincrustatum
14.7g en este mismo sustrato, en comparacion con E-100% donde el peso
promedio fue 6.72 y 5.51g respectivamente. En G. oerstedii se obtuvieron
carpoéforos con las caracteristicas propias de la especie descritas por Torres-
Torres et al. (2015). No obstante en G. subincrustatum sélo se observaron
carpoforos con desarrollo de poros, en algunos muestras de V-100%, con la
coloracion y estructuras morfoldgicas descritas por dichos autores. El resto
de las fructificaciones fueron alargadas con una coloracion normal, pero sin la
forma arrifonada tipica de Ganoderma y las dimensiones de los estipites
alcanzaron hasta 20 x 4 cm. Ello refleja la variabilidad intrinseca de la
especie, con una mayor sensibilidad a las condiciones de cultivo comparada

con las otras dos especies.
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Los dos factores principales que influyen en la formacion de este tipo de
fructificaciones son el CO; y la iluminacion. Stamets (1993) cita que las
condiciones con poca luz desaceleran la elongacion del estipite y el micelio
entra en una etapa de formacion del basidioma; asimismo considera que G.
lucium presenta un marcado fototropismo positivo. Los hongos poseen
proteinas sensibles a la luz que intervienen en su metabolismo; aunque poco

se ha estudiado en Ganoderma (Takala et al 2013; Tang et al. 2013).

El otro factor de gran impacto en la elongacién del estipite es el CO..
Stamets (1993), recomienda un intervalo entre 2000 y 5000 ppm para la
primera etapa de formacion del carpoforo y por debajo de 2000 ppm en la
etapa final de maduracién. En el presente cultivo, los niveles de CO; se
monitorearon mas no controlaron, siendo menor a 2000 ppm como lo
sugerido para la primera etapa. Esto aunado a la iluminacion pudo afectar el
desarrollo de los carpdéforos. En el caso de la cepa comercial de G. lucidum
se obtuvieron carpéforos con crecimiento arrifonado y otros con

alargamientos en una misma muestra.

Figura 1. Cultivo en etapa de fructificacion
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Figura 2. Carpdéforos de G. oerstedii desarrollados en diferentes sustratos:
a) V-100%, b) E-100%, c) VE-70/30%, d) VE-30/70%.
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Figura 3. Carpéforos de G. subincrustatum desarrollados en diferentes
sustratos: a) V-100%, b) E-100%, c¢) VE-70/30%, d) VE-30/70%.
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Figura 4. Carpéforos de G. lucidum desarrollados en diferentes sustratos: a) V-100%, b) E-
100%, c) VE-70/30%, d) VE-30/70%.
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VI.3 Eficiencia Bioldgica

Las cepas nativas mostraron las eficiencias biol6gicas (EB) mas altas en V-
100% (Cuadro 1). En el caso de la cepa comercial, la mayor EB se observo
en la mezcla de VE- 30/70%. Los porcentajes mas altos se obtuvieron con G.
oerstedii: 34.2% en V-100% y 24.6% en VE-70/30%, encontrandose
diferencias significativas entre ellos y el resto de las cepas y sustratos. Las
EB obtenidas en G. subincrustatum oscilaron de 7.85 a 17.15%,
encontrandose diferencias significativas entre V-100% y E-100%, mientras

que la EB més bajas fueron en G. lucidum (5.91 a 9.44%), sin diferencias

entre sustratos (p>0.05).

Estos porcentajes son similares a los reportados por Erckel (2009), al cultivar
G. lucidum en combinaciones hechas a base de tres sustratos (aserrin de
alamo, haya y encino) y tres suplementos (salvado de maiz, arroz y trigo).
Las EB mas altas (20.85%) se registraron en la combinacion de aserrin de
alamo suplementado con salvado de trigo y como segunda mas alta
(20.74%), la combinacién de aserrin de encino suplementada con salvado de
maiz. Concluyeron que existen diferencias significativas segun el sustrato y
suplemento. En el presente trabajo las maderas no fueron suplementadas;
sin embargo, las EB alcanzadas en V-100% con G. oerstedii son mas altas
gue las reportadas por Erckel (2009). Asi, una suplementacion a base de
trigo podria aumentar la EB. Rolim et al. 2013, reportaron EB similares (36%)
en formulaciones a base de Pennisetum purpureum Schumacher y diferentes
tipos de suplementos con cepas nativas de Brasil vs. cepas Chinas, con un

amplio intervalo de EB y R segun formulaciones de los sustratos.
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Cuadro 1. Productividad de tres cepas de Ganoderma en madera de vid,
encino y dos mezclas de estas maderas.

Cepa Sustrato EB? R® TP®

a a a

G. oerstedii V-100 % 34.29 +3.02 9.60+0.84% 0.49 +0.05
VE-70/30%  24.68+2.33° 7.65+0.72% 0.27 +0.13"¢
VE-30/70%  15.82 + 1.80°" 4.90 + 0.56° 0.22 + 0.04°°
E-100% 10.47 + 1.64%° 2.93 +0.46”Y 0.14 + 0.03"¢

c b b

G. subincrustatum V-100 % 17.15+551° 4.80+1.54° 0.24+0.10
VE-70/30%  12.28 + 1.34°° 3.81 + 0.42°° 0.16 + 0.03"¢
VE-30/70%  10.84 + 1.63°° 3.36 + 0.51°Y 0.15 + 0.03"¢

E-100% 7.85+3.98° 220+1.11° 0.11 0.06%
G. lucidum V-100 % 7.79+5.44° 218+ 1.52° 0.12 +0.10>¢
VE-70/30% 9.38+5.64% 2.091+1.75% 0.13 + 0.08"¢
VE-30/70% 9.44 +4.15% 2.93+1.417% 0.14 + 0.07*¢

E-100% 5.91+299° 1.67+0.78% 0.09 + 0.04°

¥Eficiencia bioldgica (%), ”Rendimiento (%), © Tasa de produccién (%). Los

valores son medias *

desviacion estandar de seis repeticiones. Letras

distintas en una misma columna muestran diferencias (p<0.05, Tukey).
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VI.4 Composicion Proximal de los Carpoforos

En el Cuadro 2 se presentan los resultados del analisis bromatoldgico de los
carpoforos. El porcentaje de minerales oscilo de 1.32 a 4.01%. En cada una
de las cepas el porcentaje mas alto de mineralizacion se observo en la
mezcla VE-70/30%, siendo significativa (p<0.05) en comparacion con los
otros tres sustratos. En cada especie los porcentajes mas altos se registraron
en los tratamientos con mayor contenido de madera de vid. La mineralizacion
mas alta ocurrié en G. lucidum con algunas similitudes (p>0.05) entre cepas
nativas. Estos porcentajes estan dentro del intervalo reportado por Hsieh y
Yang (2004) en carpéforos de G. lucidum (2.11-3.91%), donde también
encontraron diferencias significativas en la mineralizacion, con diferentes
proporciones de Acacia confusa Merr. y residuos de soya.

En cuanto a la humedad de los cuerpos fructiferos no hubo diferencias
estadisticas entre las cepas y sustratos. Los porcentajes fluctuaron de 4.37 a
6.49%, siendo mas altas en vid y encino 100%, coincidiendo con los
porcentajes iniciales de los sustratos.

La interaccion cepa sustrato en el contenido de grasa fue significativa
(p<0.05). En las tres especies los valores mas altos se obtuvieron en los
tratamientos V-100 y VE-70/30%. En el caso de la cepa comercial, el
porcentaje mas alto fue 1.55% en VE-70/30%. En el caso de las cepas
nativas, el valor mas alto fue en V-100% con 1.72 y 1.20% en G. oerstedii y
G. subincrustatum, respectivamente. Estos valores se encuentran por debajo
a lo obtenido por Hsieh y Yang (2004), con 4.6 a 4.96% de grasa en los
carpoforos cultivados sobre residuos de soya con un 16.1% de grasas
totales. Esto es un ejemplo del efecto de la composicion quimica del sustrato
sobre la composicion de los carpoforos. Otro factor importante es el método
de extraccion y el solvente utilizado.

El contenido de proteina de los carpéforos desarrollados en V-100% y VE-
70/30% fue mayor con respecto a E-100% y VE-30/70%, observado en las
tres especies, G. oerstedii fue la que mostro el porcentaje mas alto (13.58%),
siendo diferente (p<0.05) a lo obtenido en los otros tres sustratos y especies.

El porcentaje mas bajo (5.78%) se registré en G. lucidum en el sustrato VE-
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30/70%. Estos resultados muestran una similitud con los obtenidos en
sustratos, donde a mayor contenido de madera de vid, el porcentaje de
proteina fue mas alto, en las tres especies. Lo que sugiere que si se busca un
alto porcentaje de proteina en los carpoéforos, los sustratos deben contener
un alto contenido compuestos nitrogenados. En el caso de las especies de
Ganoderma, el porcentaje de proteina en los carpoforos es importante ya que
se han reportado un importante numero de proteinas con actividad
antitumoral, mitogenica, inmunomoduladora, antiproliferativa, ademéas de
formar complejos con polisacaridos y fenoles y de esta forma estar
relacionadas con actividad antioxidante, estas proteinas de importancia
farmacoldgica se han encontrado en micelio, carpéforos y en las esporas de
Ganodermas spp. (Paterson, 2006). Por estas razones es de suma
importancia evaluar sustratos que incrementen su porcentaje, quedando
abierto a futuros estudios el aislamiento y caracterizacion de las proteinas de

estas cepas nativas.

El contenido de azlcares totales de los carpoforos de las tres cepas se
muestra en el Cuadro 3. Se obtuvieron valores entre 241.8 y 838 mg/q,
obteniendo el valor mas alto en los carpéforos de G. subincrustatum y G.
lucidum en el sustrato de encino 100%, mientras que en G. oerstedii los
valores fueron mas altos en vid 100%, sin diferencias entre G. subincurstatum
y G. oerstedii (p>0.05). Estas concentraciones elevadas son comparables a
las citadas por Kosarski et al. (2012) quien reporté concentaciones de 566 y
635 mg/g en una cepa de G. lucidum y G. applanatum, respectivamente.
Estas altas concentraciones encontradas son de importancia ya que los
polisacaridos junto con los triterpenos son los dos grupos de bioactivos de
mayor relevancia encontrados en Ganoderma, atribuyéndoseles actividad
antitumoral e inmunomoduladora principalmente ademas de una marcada

actividad antioxidante (Paterson et al. 2006; Heleno et al. 2012).

El contenido de fenoles vario de 6.36 a 11.49 mg/g. Las concentraciones mas
altas de las tres cepas fueron encontradas en los carpoéforos desarrollados en
VE-30/70%, correspondiendo el mas alto a G. lucidum aunque similar
(p>0.05) a lo obtenido en los otros tres sustratos. Siendo estos compuestos
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de interés por su actividad antioxidante, los cuales estan siendo investigados

en diferentes especies del género (Hu et al 2013; Tan et al. 2015).

Cuadro 2 Composicion proximal de los carpoforos de tres cepas de
Ganoderma obtenidos en madera de vid, encino y dos mezclas de estas

maderas.

Cepa Sustrato % Minerales %Humedad %Grasa %Proteina

G. subincrustum

G. oerstedii

G. lucidum

V-100%
VE-70/30%

VE-30/70%
E-100%

V-100%

VE-70/30%

VE-30/70%
E-100%

V-100%

VE-70/30%

VE-30/70%
E-100%

1.72+0.03"
2.18+0.01¢

1.63+0.05%"

1.60+0.06"

1.62+0.019"
1.75+0.05'

1.32+0.00’

1.48+0.05'

3.87+0.01°

4.01+0.02°

2.34+0.01°

1.94+0.01°

5.14+0.96°
4.67+0.15°

4.37+0.51°

4.47+0.56°

6.49+0.68°
5.68+0.77¢

5.81+0.54°

6.48+0.27°

6.19+0.29°

5.01+0.96°

4.65+1.29°

6.00+3.5%

1.20+0.01%
0.96+0.03°

0.85+0.02°

1.03+0.07%

1.72+0.082
1.49+0.03°

1.38+0.04™

0.92+0.13°

1.19+0.08%

1.55+0.08%

0.97+0.07°

1.03+0.01°%

13.58+0.39%
12.35+0.48°

9.90+0.08°

9.37+0.39%

11.91+0.26°
11.43+0.08°

10.07+0.17°

8.63+0.35¢

9.24+0.21%

9.37+0.00%

5.78+0.21°

6.04+0.00°

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas, exceptuando
proteina (dos replicas). Letras distintas en una misma columna muestran
diferencias (p<0.05, Tukey).
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Cuadro 3. Contenido de azucares y fenoles totales de los carpoforos de tres
cepas de Ganoderma obtenidos en madera de vid, encino y dos mezclas de

estas maderas.

AzUcares totales

Fenoles totales

Cepa Sustrato

(mg/g) (mgEAG/qg)
V-100 % 347.5+70% 9.78 + 0.74%®
VE-70/30% 530.2+152"¢ 9.37 + 1.05%¢

G. lucidum
VE-30/70% 663.5+94% 11.49 + 1.06%
E-100% 838+166° 11.15 + 1.042
V-100 % 432.8+83"¢ 6.67 £ 0.17°
VE-70/30% 241.8+42¢ 6.54 + 0.64¢

G. oerstedii
VE-30/70% 399+122" 7.58 + 0.76"¢
E-100% 314.1+164% 6.78 + 1.18"
V-100 % 518.9+54"* 7.08 £ 0.31%
VE-70/30% 508+22" 6.36 + 0.41°

G. subincrustatum

VE-30/70% 544.7+16%° 8.60 + 0.81"¢
E-100% 65582 6.63 + 0.41°

Los valores son medias * desviacion estandar de 3 réplicas. Letras distintas

en una misma columna muestran diferencias (p<0.05, Tukey).



V1.5 Analisis Proximal de Sustratos

VI.5.1 Proteina

Los porcentajes de proteina en la etapa inicial fueron diferentes entre
sustratos (p<0.05). El porcentaje mas alto (2.10%) se observé en V-100% vy el
menor valor (0.04%) en E-100% (Cuadro 4). El contenido de nitrogeno de la
madera de vid fue mayor a los porcentajes reportados por Peksen et al.
(2011) en residuos como salvado de trigo, residuos de té y maderas como
encino y carpe. Donde también reporta un aumento en los porcentajes
durante el cultivo, esto se pudo observar también en nuestros resultados.

En la etapa de formacion de primordios, los porcentajes de proteina
aumentaron en las tres cepas y en los cuatro sustratos, manteniéndose las
diferencias significativas observadas antes de la inoculacion. La cepa con
mayor aumento en los cuatro sustratos fue G. lucidum, con una aumento de
1.35% en VE-30/70%, seguido de G. oerstedii en V-100%. Esto puede estar
relacionado con las eficiencias bioldgicas de cada cepa, ya que el sustrato
donde se observdé mayor aumento de proteina, es el sustrato donde las cepas
mostraron mayor EB, R y TP. El aumento de proteina en los sustratos
también se observé en el residuo después de la cosecha. Tanto en la etapa
de primordios y final, G. oerstedii y G. lucidum mostraron mayor contenido de
proteina vs. G. subincrustatum. Este comportamiento no se observo en los
carpoforos, donde G. subincrustatum contenia mayor cantidad de proteina en

los carpéforos desarrollados en V-100%.

Estos resultados sugieren que la madera de vid tiene mayor cantidad de
compuestos nitrogenados disponibles para la formacion de carpéforos, en
comparaciéon con el encino. Phillippoussis y Daimantopoulou (2011) sefalan
gue el contenido de nitrégeno de los sustratos afecta la fructificacion, ya sea
retardando o acelerando el desarrollo de carpéforos y por tanto la
productividad, ya que a su vez esta directamente relacionado con la

proporciéon C/N de los sustratos y el desarrollo del micelio.
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Cuadro 4. Porcentaje de proteina (%N*4.38) en madera de vid, encino y
combinaciones antes de la inoculacion, al formar primordios y después de la
cosecha

Sustratos
Etapa Cepa
V-100%  VE-70/30% VE-30/70% E-100%
Inicial 2.10+0.00* 1.3620.04° 0.66+0.04° 0.0420.00¢
G. oerstedii 2.71+0.13% 1.4420.08° 0.70+0.00' 0.08+0.009

Primordio G. subincrustatum ,, /.0 00b 1 4940.04° 0.96+0.13% 0.31+0.009

G. lucidum 2.80+0.04% 2.01+0.08° 2.01+0.04° 1.01+0.04°

G. oerstedii 3.81+0.04° 1.97+0.08° 1.05+0.13%° 0.13+0.00°

Final

G. subincrustatum o o g o6bc 1 931004 1.01+40.04° 0.44+0.04"

G. lucidum 4.25+0.08% 3.11+0.08° 1.88+0.04° 0.66+0.08°

Los valores son medias + desviacion estandar de dos réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Medias con literales distintas muestran diferencias
(p<0.05, Tukey).
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VI.5.2 Minerales

El contenido de minerales en la etapa inicial fue similar entre los cuatro
sustratos (p>0.05). EI mayor porcentaje (4.21%) se registré en VE 30/70% y
el menor (3.06%) en V-100% (Cuadro 5). A medida que el cultivo se fue
desarrollando se observaron diferencias significativas en la etapa de
primordios y final. En la fase de primordios, la mineralizacion vario por cepa
con respecto al tipo de sustrato (p<0.05). En esta etapa, G. oerstedii presento
el porcentaje mas alto de minerales (4.68%) en V-100% y el valor mas bajo
(3.99%) en E-100%, siendo similares (p>0.05). No obstante la tendencia en
esta cepa se mantuvo en la etapa final donde se obtuvieron los porcentajes
mas altos en los sustratos V-100% y VE-70/30, observandose diferencias
significativas vs. VE-30/70% y E-100%. Contrariamente, en G.
subincrustatum los valores mas altos de minerales se lograron en sustratos
con mayor porcentaje de encino (100 y VE-70/30%), tanto en la etapa de

primordios como final (p<0.05).

En cuanto a la cepa comercial G. lucidum, a diferencia de las cepas nativas,
el comportamiento entre las etapas fue distinto. En la etapa de primordio, el
mayor porcentaje de minerales se observé en E-100%. Sin embargo en la
etapa final, la mineralizacion fue mayor en VE-70/30% (p<0.05). En diversos
estudios se ha comprobado la importancia de los minerales para el
crecimiento de los hongos. Se ha observado que las concentraciones de
fésforo, potasio, calcio y magnesio, afectan directamente el rendimiento del
cultivo. La ausencia de alguno de ellos puede limitar por completo el

desarrollo micelial (Sanchez y Royse, 2001).
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Cuadro 5 Contenido de minerales (%) en madera de vid, encino y
combinaciones antes de la inoculacion, al formar primordios y después de la
cosecha

Etapa Cepa Sustrato
V-100% VE-70/30% VE-30/70%  E-100%
Inicial 3.06+0.47% 4.01+0.63% 4.21+0.51* 4.20+0.38?

G. oerstedii  4.68+0.26"° 4.28+0.25° 4.59+0.06"° 3.99+0.16%
Primordio G. subincrustatum 3.74+0.48% 4.16+0.09°® 5.09+0.29° 5.10+0.39"

G. lucidum 3.91+0.29% 5.13+0.08° 7.17+0.11* 7.69+0.272

G. oerstedii 9.33+0.43% 8.96+0.09% 6.45+0.22°" 5.99+0.09'

Final  G. subincrustatum 5.99+0.19' 5.90+0.03" 7.05+0.38° 6.88+0.28°°

G. lucidum 8.01+0.20° 9.54+0.59% 7.47+0.25°° 6.07+0.30°

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)
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VI.5.3 Humedad

La humedad es uno de los principales factores en un cultivo, ya que es
determinante en la absorcion de los nutrientes que se encuentran en el
sustrato. No debe exceder, ni estar por debajo de los requerimientos 6ptimos
de cada especie porque influye directamente en el desarrollo del micelio y por

tanto en la produccién de los carpoforos (Staments y Chilton, 1983).

La humedad (base seca) fue similar (p>0.05) entre las cepas y sustratos
durante las tres etapas (Cuadro 6). Los porcentajes fluctuaron de 3 a 5%.
Fragoso et al. (2004) encontraron diferencias significativas entre el porcentaje
de humedad de la madera de vid (8.2%) y la madera de encino y manzano
(7.4%). Asi mismo Gaitan-Hernandez et al. (2006), reportaron diferencias
entre la madera de vid (7.02%), la paja de cebada (4.62%) y paja de trigo
(5.19%). Esta diferencia de resultados puede deberse a su composicion
disimil y variabilidad entre lotes. Adicionalmente, el peso humedo inicial de E-
100% y VE-30/70% fue de 69%, mientras que en los sustratos de V-100% y
VE-70/30% del 72%. Estos valores estan proximos a lo sugerido de 60 a 70%

por Stamets (1993) para el cultivo de G. lucidum.

Previo a este estudio las condiciones Optimas de humedad para el cultivo
sélido de las cepas de Ganoderma nativas de Sonora eran desconocidas.
Los resultados muestran que los porcentajes de humedad alcanzados por los
sustratos evaluados, fueron favorables tanto para el desarrollo del micelio en

la etapa de colonizacion como para la formacién de carpéforos.
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Cuadro 6. Contenido de humedad (%) en madera de vid, encino y
combinaciones antes de la inoculacion, al formar primordios y después de la

cosecha
Sustratos

Etapa Cepa
V-100% VE-70/30% VE-30/70% E-100%
Inicial 4.6520.19%° 5.05+0.15% 4.96+0.07% 4.29+0.17°
G. oerstedii 4.48+0.42%  4.03+0.18% 4.23+0.17% 4.27+0.372
Primordio G. subincrustatum  4.71+0.24%  4.31+0.20% 4.62+0.22% 4.10+0.512
G. lucidum 3.87+0.15%  3.90+0.26% 4.57+0.23% 4.16+0.342
G. oerstedii 4.63+0.92%  3.30+0.85% 4.24+0.32% 4.32+0.182
Final  G. subincrustatum  4.93+0.24% 5.03+0.41% 5.14+0.12% 4.93+0.12%
G. lucidum 5.09+0.01*  4.33+0.45% 4.30+0.4%® 4.24+0.22

Los valores son medias * desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)
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VI1.5.4 Extracto etéreo

En la etapa final del cultivo, el contenido de extracto etéreo vario
significativamente entre sustratos y cepas (p<0.05) (Cuadro 7). En la etapa
inicial se registr6 un mayor porcentaje de grasa (0.96%) en vid 100% vy el
menor (0.81%) en la combinacién de VE-30/70% encino. En la etapa de
primordio, el contenido de grasa de G. oerstedii aumento en los sustratos con

mayor cantidad de vid y contrariamente, disminuy6 en E-100% y VE-30/70%.

En la etapa final, la grasa disminuyo en los tres sustratos con madera de vid,
obteniéndose el mayor decremento (0.56%) en V-100%. En G.
subincrustatum, la reduccién de grasa se presentd tanto en la etapa de
primordio como final, con una disminucion de 0.32% en VE-70/30%. En la
cepa de G. lucidum a diferencia de las cepas nativas, se redujo su porcentaje
de grasa en la etapa de primordios pero aumenté en la fase final. Este

comportamiento se observé en los cuatro sustratos.

En la etapa de primordio, la diferencia en el contenido de grasa entre cepas
podria deberse al tipo de enzimas como lipoxigenasas e hidroperoxidasas,
que intervienen en la oxidacién y descomposicion de acidos grasos, que
posteriormente el hongo utilizara para el desarrollo de los carpéforos. La
actividad de estas enzimas depende de la composicién de los sustratos.
Belinky et al. (1994), observaron que las diferentes concentraciones de harina
y aceite de soya en el sustrato, modifican la actividad lipoxigenasa y la

produccion de 1-3 octanol, producto de la oxidacion de acido linoleico.
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Los sustratos inoculados con las cepas nativas que alcanzaron las EB y R
mas altos, registraron los mayores decrementos de grasa, observandose lo
contrario en la cepa comercial, con la EB y R menores. Ello sugiere que
influye la cantidad de grasa de los sustratos y la capacidad de la cepa para

integrarla a su metabolismo.

Cuadro 7. Contenido de grasa (%) en madera de vid, encino y
combinaciones antes de la inoculacién, al formar primordios y después de la
cosecha

Sustratos
Etapa Cepa
V-100% VE-70/30% VE-30/70% E-100%
Inicial 0.96+0.09* 0.89+0.12* 0.81+0.12* 0.89+0.23%
G. oerstedii 1.35+¢1.2% 1.22+0.58* 0.77+0.05* 0.82+0.09?%
Primordio G. subincrustatum 0.62+0.04* 0.61+0.15% 0.62+0.03* 0.99+0.08%
G. lucidum 0.62+0.07* 0.56+0.19% 0.42+0.09* 0.56+0.14%
G. oerstedii 0.79+0.08% 0.88+0.08% 0.63+0.06*° 0.85+0.16%
Final H bc c bc ab
G. subincrustatum 0.45+0.09 0.29+0.07 0.44+0.18 0.76+0.19
G. lucidum 0.81+0.08% 0.75+0.02* 0.65+0.03*° 0.73+0.03?

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)
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VI.5.5 Fibra

VI.5.5.1 Hemicelulosa. En las tres etapas se observaron diferencias
estadisticas en el contenido de hemicelulosa (p<0.05). En el Cuadro 8 se
muestra una clara tendencia en los sustratos, a mayor cantidad de vid existe
un aumento en el porcentaje de hemicelulosa. V-100% obtuvo 21.96 vs.
15.15% en E-100%. En la etapa de primordio se registr6 una disminucion de
hemicelulosa en las tres cepas. Las cepas nativas muestran una tendencia
de degradacion en los sustratos con mayor contenido de vid, la disminucién
en G. oerstedii y G. subincrustatum en vid 100% fue de 4.09 y 2.9%
respectivamente. Sin embargo en la cepa de G. lucidum, el mayor porcentaje
de degradacion se observo en VE-30/70% (4.94%).

En la etapa final se mantuvo el comportamiento de degradacion de las cepas
nativas. La disminucion de hemicelulosa en el residuo final en comparacién
con la etapa de primordio fue de 6.67 y 6.58% en G. oerstedii y G.
subincrustatum respectivamente. Nuevamente el comportamiento de G.
lucidum fue distinto a las cepas nativas. El porcentaje de hemicelulosa
disminuyé solo en los sustratos de vid 100 y 70% (2.18 y 1.44%)
respectivamente. Sin embargo, en VE-70/30% y E-100%, la hemicelulosa
aument6 1.62y 0.74.

La degradacion de hemicelulosa ocurrié en las tres cepas y durante todo el
cultivo. No obstante el porcentaje de degradacion dependié de la cepa y el
sustrato, donde las condiciones del cultivo como la maquinaria enziméatica de
cada especie intervienen en estas diferencias y son determinantes en la
producciéon de carpéforos. Entre las principales enzimas que se requieren
para la hidrolisis de la hemicelulosa se encuentran las galactosidasas,
manasas, acetilxilanasas, exo y endo 1-4-B xilanasas, asi como a-
galactosidasas. Manavalan et al. (2012), reportan la presencia de estas dos
Gltimas en un cultivo sélido de G. lucidum, las cuales convierten la
hemicelulosa en azlcares simples y oligosacaridos. Esto sugiere que ademas

del tipo de enzimas que cada cepa sea capaz de producir, también influye la
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composicion de la hemicelulosa de cada madera reflejandose en la actividad

de las enzimas.

La cepa comercial degrado principalmente hemicelulosa de los sustratos con
mayor porcentaje de encino y por el contrario, las cepas nativas la
hemicelulosa de los sustratos con alto contenido de vid. Por tanto en un
cultivo es importante conocer las enzimas que produce la cepa evaluada y la

estructura quimica del sustrato utilizado.

Cuadro 8. Contenido de hemicelulosa (%) en madera de vid, encino y
combinaciones antes de la inoculacién, al formar primordios y después de la
cosecha

Sustratos
Etapa Cepa
V-100% VE-70/30% VE-30/70%  E-100%
Inicial 21.96+0.66% 18.36+1.31° 16.37+1.33" 15.15+1.46°

G. oerstedii 17.87+2.04%° 15.75+0.66°% 13.9+1.38% 13.98+2.2%

Primordio G.

_ 19.06+1.01% 15.99+0.81°° 15.39+0.9° 14.22+1.14%
subincrustatum

G. lucidum 19.95+1.33% 16.33x0.37*% 11.43+1.13° 10.76+0.23°

Final G. oerstedii 11.2+1.67° 10.83+0.86° 10+1.19°  11.3+1.9°
G.

subincrustatum

12.48+0.65°° 12.9+0.37° 11.68+0.68° 11+0.79°

G. lucidum 17.77+0.9* 14.89+0.82% 13.05+1.14" 11.5+0.86°

Los valores son medias + desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)

41



VI1.5.5.2 Celulosa. El porcentaje de celulosa fue mayor en madera de encino
(Cuadro 9). En E-100%, el contenido de celulosa fue de 45.94%, siendo
diferente a los demdas sustratos (p<0.05). En la etapa de desarrollo de
primordio, las tres cepas aumentaron su contenido de celulosa. En las cepas
nativas el incremento fue mayor en VE-70/30%, con 3.89 (G. subincrustatum)
y 3.36% (G. oerstedii). Al igual que en la hemicelulosa, G. lucidum presento
un comportamiento disimil a las cepas nativas y la celulosa fue también
mayor en VE 30/70%.

En la etapa final, el contenido de celulosa disminuy6 variando entre cepas y
sustratos (p<0.05). G. lucidum mostr6é una reduccién de celulosa de 8.7% en
VE 70/30% y en G. oerstedii, de 11.56% en V-100%. Los sustratos con mayor
degradacion de celulosa son los tratamientos con altos porcentajes de EB y
R, para estas dos cepas. No asi para G. subincrustatum, donde el contenido
de celulosa disminuyé 0.69% en VE-70/30% y 1.8% en vid 30%, mientras que
en V-100% y encino se presentd un incremento de 0.35 y 1.64%

respectivamente.

Para la degradacion de la celulosa, las enzimas que intervienen son las
glucanasas. Manavalan et al. (2012), reportan la produccion por parte de G.
lucidum de endol,4-B-glucanasas, exo 1,4-B-glucanasas y B-glucosidasas,
las cuales participan en la hidrélisis de la celobiosa a glucosa, haciendo
accesibles los azlcares simples para el crecimiento y la formacion de
carpoforos. El sustrato con alto porcentaje de degradacion por G. lucidum fue
VE-30/70%, lo que pudo influir para la obtencién de los valores més altos de
EB, Ry TP.
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Cuadro 9. Contenido de celulosa (%) en madera de vid, encino y
combinaciones antes de la inoculacién, al formar primordios y después de la
cosecha

Sustratos
Etapa Cepa
V-100%  VE-70/30% VE-30/70% E-100%
Inicial 36.84+0.86° 38.18+0.32° 43.3+0.58" 45.94+0.52°

G. oerstedii  38.99+0.15°%41.54+0.62"944.19+1.21% 46.51+0.17%

Primordio _ g )
G. subincrustatum 38.96+0.61°¢ 42.07+0.3°° 46.15+0.41%* 46.82+0.6%

G. lucidum 37.36+0.83° 39.82+1.44°°40.27+1.66° 46.06+1.59°

G. oerstedii  27.43+0.34" 34.87+0.61" 42.92+0.46% 46.48+.51°

Final
G. subincrustatum 39.31+0.27° 41.38+0.27% 44.35+0.89° 48.46+0.72?

G. lucidum 30.74+0.37% 31.12+1.099 37.78+0.63° 43.130.9%

Los valores son medias = desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)
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VI.5.5.3 Lignina. En la etapa inicial, se observaron diferencias significativas
en el contenido de lignina entre los sustratos VE-30/70%, E-100% vy los
demas sustratos, donde E-100% presentd el valor més alto (21.58%) y el
menor (16.65%) V-100% (Cuadro 10). En la etapa de primordios, la
interaccién cepa sustrato es significativa, sin diferencias marcadas entre
sustratos. En G. oerstedii se observé una mayor degradacion en E-100% y
VE-30/70%, siendo similar al comportamiento de G. subincrustatum
disminuyé la lignina a 3.07 y 217% en VE-30/70% y E-100%
respectivamente, manteniéndose las diferencias significativas entre E-100% y
V-100%. En G. lucidum la degradacion de lignina en esta etapa fue
significativa, con un decremento de 8.57 y 7.9% en VE-30/70% y E-100%
respectivamente, con un porcentaje similar a G. subincrustatum en V-100%.
En la etapa final, la tendencia de degradacion de la lignina en las cepas
nativas fue similar a la etapa anterior; sin embargo, G. lucidum aument6 1.14
y 1.36% su contenido de lignina en VE-30/70% y E-100%.

Contrario a lo observado en la degradacion de celulosa y hemicelulosa, las
tres cepas lograron la mayor degradacion de lignina en los tratamientos con
contenidos mas altos de encino, lo que sugiere que producen enzimas
similares para descomponer la lignina. Dentro de las principales se
encuentran las lignina peroxidasa, glucosa oxidasa, manganeso peroxidasa y
lacasas (Manavalan et al., 2012). Se ha citado que los compuestos fendlicos
se encuentran involucrados en algunas reacciones enzimaticas, interviniendo

de esta forma en la degradacion de la lignina (Cabrera et al., 2013).

El contenido de fenoles de la madera de encino es alto, lo que sugiere su
influencia para una mayor degradacion de lignina. No solo es importante la
capacidad de degradacion de las cepas, sino también para incorporar estos
azucares y utilizarlos en la formacion de carpoéforos. En el residuo final con
las cepas nativas disminuyé mas que en G. lucium, por lo que pudo influir en
la EB, Ry TP, observandose los valores mas altos en las cepas nativas vs.

cepa comercial.
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Cuadro 10. Contenido de lignina (%) en madera de vid, encino y

combinaciones antes de la inoculacion, al formar primordios y después de la
cosecha

Sustratos
Etapa Cepa
V-100% VE-70/30% VE-30/70% E-100%
Inicial 16.65+1.22° 18.54+0.4° 21.32+0.72° 21.58+0.65%

G. oerstedii  16.51+1.01% 16.83+0.69%€ 17.39+0.94%° 18.2+0.46%°
Primordio
G. subincrustatum 15.1+0.44°° 16.55+0.47°° 18.25+1.09%° 19.41+0.78%

G. lucidum 16.29+1.39°917.14+1.46%° 12.75+0.34° 13.68+1.06%

Final  G.oerstedii 12.73+1.28"°12.54+1.02°° 13.7+1.05* 12.95+0.13"°
G. subincrustatum 10.99+0.26° 13.06+0.72"° 12.07+0.61% 12.37+0.35°°

G. lucidum  15.84+1.06% 14.44+0.523°°13.89+1.14%% 15.04+0.31%"

Los valores son medias * desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)
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VI.5.6 AzlUcares totales

El contenido de azUcares totales (AT) entre sustratos fue similar (p>0.05) en
cada una de las etapas, con un comportamiento disimil por especie (Cuadro
11). En los cuatro sustratos inoculados con G. oerstedii incrementaron los AT
durante la formacion de primordios. Aunque disminuyeron en la etapa final,
con un decremento de hasta 386 y 260 mg/g en VE-70/30% y V-100%

respectivamente.

Ganoderma subincrustatum redujo su contenido de AT en la etapa de
primordios, con el mayor decremento del 96.6% en E-100% y Unicamente
aumentd (69.68 mg/g) en VE-30/70%. En la etapa final, esta cepa mostro
mayor disminucion en los sustratos con predominio de encino. G. lucidum se
comportdé similar a las cepas nativas. Sin embargo, el incremento de
azucares en la etapa de primordios fue deficiente en comparacion con las
cepas nativas, con el mayor incremento de 8.28 mg/g en E-100%. En la etapa
final hubo un decremento en los cuatro sustratos registrandose en E-100% la
mayor disminucion (161.4 mg/g). Estos resultados sugieren que los azucares
cuantificados en la etapa de primordio se emplearon como fuente de carbono
para el desarrollo de los cuerpos fructiferos, provocando su disminucion en la

etapa final.

Los valores obtenidos en madera de vid fueron mas altos a los reportados por
Gaitan-Hernandez et al. (2006), con 209 mg/g antes de la inoculacion, lo cual

puede deberse a la variabilidad entre lotes.

46



Cuadro 11. Contenido de azucares totales (mg/g) en madera de vid, encino
y combinaciones antes de la inoculacion, al formar primordios y después de
la cosecha

Sustratos
Etapa Cepa
V-100%  VE-70/30% VE-30/70% E-100%
Inicial 415.9+7% 484.76+90% 411.12+43% 530.02+55%

G. oerstedii 523.5+84% 704.3+117* 665.4+42% 678.4+80%
Primordio G. subincrustatum 364.1+38% 424.9+50% 480.8+51% 433.4+312

G. lucidum 415.03+63% 475.9+132% 415.9+75% 538.3+134°

Cinal G.oerstedii  262.8+49% 317.8+78% 411.6+83%" 529.5+75%
Ina

G. Subincrustatum 395.4+812 302.3+152% 242.1+2% 222 8+43°

G. lucidum 389.2+35% 390.1+11%° 314.8+14%° 376.9+52%

Los valores son medias = desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)

VI1.5.7 Fenoles totales
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El contenido de fenoles en la etapa inicial fue similar (p>0.05), con
concentraciones altas en E-100% y V-100%, de 5.77 y 4.77 mg EAG/g
respectivamente (Cuadro 12). En la formacion de primordios, las
concentraciones disminuyeron con las tres cepas, excepto en G. lucidum en
VE-70/30% y VE-30/70% sin significancia en la interaccion cepa vs. sustrato;
sin embargo, si entre cepas (p>0.05), siendo mayor el promedio de fenoles
en G. lucidum vs. cepas nativas. Las concentraciones en el residuo final
fueron diferentes entre etapa y sustrato (p<0.05). En las tres cepas las
concentraciones aumentaron, con excepcion de G. lucidum en VE-70/30% y
E-100%. La concentracion mas alta de G. oerstedii ocurrié en V-100% vy la
mas baja en E-100%. G. subincrustatum y G. lucidum mostraron el mayor

incremento de fenoles en VE-30/70%.

Debido a la capacidad antioxidante de los extractos de especies de
Ganoderma, en las ultimas décadas se han estudiado ampliamente sus
fenoles. Tan et al. (2015) reportaron una comparacion en la concentracion de
fenoles totales de micelio en fermentaciones solidas y cultivo sumergido,
carpoforos cultivados y silvestres, asi como diferentes técnicas de extraccion.
Nuestros resultados obtenidos con una extraccion metandlica, son similares a
estos reportados con extraccion en agua caliente (5.05 mg EAG/g). Sin
embargo, los métodos de extraccion evaluados por estos autores tuvieron un
efecto significativo (2.32 vs. 101.01 mgEAG/q). Asi, el sustrato, las cepas y el

tipo de extraccion influyen en las concentraciones finales.
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Cuadro 12. Contenido de fenoles totales (mMgEAG/g) en madera de vid,
encino y combinaciones antes de la inoculacién, al formar primordios y
después de la cosecha

Sustratos
Etapa Cepa

V-100% VE-70/30% VE-30/70% E-100%
Inicial 4.77+0.77%° 4.42+0.65% 3.4+0.35° 5.77+0.752

G. Oerstedii  2.49+0.33% 3.18+0.23% 2.59+0.19% 3.35+0.65%
Primordio G. subincrustatum 3.11+0.19? 2.35+0.22% 2.98+0.76% 3.5+0.20%
G.lucidum  4.70+0.40% 5.13+1.3% 3.98+.73% 4.42+0.31°%

Final G. oerstedii  5.98+0.66% 5.06+0.48%% 4,90+0.66*€ 4.54+0.61%°

G. subincrustatum 4.0420.49%° 3.50+0.56° 4.48+0.11°¢ 3.68+0.21%

G. lucidum  3.76+0.61% 4.68+0.43%°5.37+0.26%°° 5.66+0.47%°

Los valores son medias * desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)
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VI.5.8 Relacion carbono nitrogeno

La relacion C/N inicial fue similar en los cuatro sustratos entre 55.56 y 56.67
(Cuadro 12). Estos valores concuerdan a los registrados por Sanchez et al.
(2008) con madera de vid en combinacién con rastrojo de tomate con una
relacion C/N de 55.1. En la etapa de primordio, en encino 100% y vid 30%
inoculados con G. lucidum se observaron los valores mas bajos (53), siendo
significativo con el resto de los tratamientos (p<0.05). En la etapa final, la C/N
vario significativamente. En G. oerstedii se redujo a 52.59 y 52.80 en V-100%
y VE-70/30%, respectivamente, estos valores difieren con los sustratos con
menor contenido de madera de vid. La reduccion de la relaciéon C/N al final
del cultivo fue citada por Sanchez y Royse (2001), en estudios previos de
cultivo de Pleurotus, sugiriendo usos alternativos de estos residuos como

abono para suelos.

Hsieh y Yang (2011) utilizaron la relacion C/N para evaluar los intervalos
optimos de crecimiento del micelio de G. lucidum, asi como su efecto en el
desarrollo de las fructificaciones. La C/N entre 70 y 80 favorecian la velocidad
de crecimiento del micelio y el desarrollo de las fructificaciones en
comparacién con los valores de 30 a 60. Sin embargo, los factores
involucrados en el crecimiento y desarrollo de los hongos, a ser considerados

para el éxito en su cultivo, son mdltiples.
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Cuadro 13. Relacion C:N en madera de vid, madera de encino y mezclas
antes y después de la inoculacion con tres cepas de Ganoderma.

Sustratos
Etapa Cepa
V-100%  VE-70/30% VE-30/70%  E-100%
Inicial 56.22+0.22% 56.67+0.37% 55.56+0.30% 55.56+0.222

G. oerstedii  55.28+0.15°°55.52+0.15%° 55.34+0.04"° 55.69+0.09%"
Primordio G. subincrustatum 55.83+0.28% 55.58+0.05%° 55.05+0.17° 55.04+0.23°
G. lucidum  55.73+0.17%° 55.02+0.05° 53.84+0.06° 53.54+0.16"

Final G. oerstedii  52.59+0.25' 52.80+0.06' 54.26+0.13%C 54.52+0.062

G. subincrustatum 54.52+0.11% 54.57+0.02% 53.91+0.22% 54+0.16"¢

G. lucidum  53.35+0.12° 52.47+0.34' 53.67+0.15% 54.48+0.18%

Los valores son medias * desviacion estandar de 3 réplicas. Los datos se
evaluaron por etapa. Letras distintas muestran diferencias (p<0.05, Tukey)
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VII. CONCLUSIONES

La madera de vid es un sustrato viable para el cultivo sdlido de cepas nativas
de Ganoderma spp., siendo alternativo al encino, con eficiencias biologicas,

rendimientos y tasas de produccién variables.

La composicion quimica de la madera de vid varié durante su degradacion
dependiendo de la cepa utilizada, observdndose los cambios principalmente
en hemicelulosa, proteina y minerales e influyendo en la composiciéon quimica

de los carpéforos, principalmente en proteina, minerales y grasa.

La madera de vid en combinacion con otras maderas influye en la

composicién quimica de los carpéforos, segun las proporciones.

Se establece el primer protocolo para la obtencion de carpéforos de cepas
nativas de Ganoderma con base a madera de vid.
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