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RESUMEN

Pycnoporus spp. es un hongo con gran
potencial industrial debido a la capacidad
redox de sus enzimas lacasas y su actividad

bioldgica, principalmente antimicrobiana vy
antitumoral. También es fuente natural
pigmentos rojo-anaranjado como la

cinabarina. Por lo tanto, es necesario estudiar
su conservacion en Bancos de Recursos
Genéticos con fines industriales. Bajo este
contexto, el objetivo de este trabajo fue
describir los pasos para la obtencién de cepas
puras de Pycnoporus spp. Se encontrd que las
etapas del proceso de obtencién de cepas
puras de este género son: Recoleccién,
aislamiento, identificacién, caracterizacién y
conservacion; siendo esta ultima el Punto
Critico de Control (PCC) que afectan
directamente la viabilidad.

PALABRAS CLAVE: fungario, conservacién de
especies, cepa pura, potencial industrial.

ABSTRACT

Pycnoporus spp. is a fungus with great
biotechnological potential due to the redox
capacity of its enzymes and its biological
activity, mainly antimicrobial and antitumor. It
is also a natural source of red-orange pigments
such as cinnabarina. Therefore, it is necessary
to study its conservation in Genetic Resources
Banks for industrial purposes. In this context,
the aim of this work was to describe the steps
for obtaining pure strains of Pycnoporus spp. It
was found that the stages of obtaining pure
strains of this genus are: Collection, isolation,
identification, characterization and
conservation; the latter is a Critical Control
Point (CCP) that directly affects viability.

KEYWORDS: fungus, species conservation, pure
strain, industrial potential.

INTRODUCCION

Los hongos basidiomicetos son sapréfitos que
provocan pudricion blanca en la madera
debido al complejo enzimatico que producen
para degradarla (Alexopoulos, Mims, vy
Blackwell, 1996). Dentro de esta divisién se
encuentra la familia Polyporaceae, que es la

mas eficiente degradadora de la madera por su
fuerte actividad ligninolitica (Papinutti, 2013),
y ademas produce pigmentos durante su
metabolismo  secundario,  generalmente
derivados de  dacidos  polipdricos vy
terpenilquinones (Velisek y Cejpek, 2011).
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Pycnoporus spp. es un género representativo RECOLECCION
de la familia Polyporaceae. Segun y
colaboradores (2011) existen cuatro especies: Pycnoporus spp. suele encontrarse en

P. cinnabarinus, P. puniceus, P. sanguineusy P.
coccineus. Dichas especies producen no
menos de siete pigmentos, principalmente:
cinabarina, acido cinabarinico y tramesanguina
(Achenbach y Blumm, 1991; Eggert, Temp, vy
Eriksson, 1996), asi como enzimas de interés
industrial, que presentan gran potencial
debido a su actividad inespecifica para oxidar
compuestos  polifendlicos de estructura
molecular compleja (Levasseur et al., 2014; Xu
et al, 2000). Adicionalmente, dichos
metabolitos presentan actividad antiviral,
antioxidante, antifungica, antibacteriana,
antihemorragica, entre otras, de gran
potencial biotecnoldgico (Acosta et al., 2010;
Lomascolo et al., 2003).

La obtencidn de cepas puras y su conservacion
es imprescindible para la preservacion de las
especies y su aprovechamiento
biotecnoldgico; ello es factible gracias a los
Bancos de Recursos Genéticos (BRG), que se
convierten en fuentes confiables de cepas
viables con fines industriales y académicos
(Badia etal., 2011; Cruz, 2004; Ramirez y Coha,
2003).

Existen en la Republica de Ecuador sdlo dos
Bancos de Recursos Genéticos fungicos o
Fungarios, coordinados por la Pontificia
Universidad Catélica del Ecuador (PUCE) vy la
Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL)
(Cruz, 2004); aunque su impacto cientifico-
industrial  no ha sido muy Vvisible,
probablemente por deficiencias tecnoldgicas,
pese a que la legislacién ecuatoriana le sea
favorable (Asamblea Nacional, 2008).

Por lo tanto, el propdsito de este articulo es
describir los pasos para la obtencién de cepas
puras de Pycnoporus spp. con fines
industriales, mediante una revision exhaustiva
de la literatura que favorezca la conformacién
de fungarios exitosos.

sustratos lignoceluldsicos en descomposicion,
sobre los cuales crece naturalmente
(Borderes, Costa, Guedes, y Tavares, 2011).

Para la recoleccion es necesario conocer de
antemano las caracteristicas macrosoépicas del
cuerpo fructifero del hongo (Ortiz et al., 2016).
Pycnoporus spp. posee un basidioma
flaveliforme (forma de abanico) mas o menos
aplanado, de color naranja intenso y un
margen redondeado de color similar al resto
del carpoforo; su tamafio puede variar entre 3
a 10 cm de ancho y su carne varia de corchoso
a duro. Se encuentra adherido al sustrato por
la base, donde el basidioma es mas grueso y
puede llegar a medir hasta 3 cm; mientras los
bordes son mas delgados, alcanzando a medir
hasta menos de 1 cm. Ocasionalmente los
bordes son cofluentes, es decir, que se pegan
con los de los basidiomas contiguos.
(Asociacién Micoldgica Fungipedia, 2016;
Papinutti, 2013). Se puede observar a simple
vista que el himenio de este género posee
poros, por donde libera las esporas
(Alexopoulos y Beneke, 1962).

Macroscopicamente  las  especies  son
diferenciables entre si, por ejemplo: P.
sanguineus, tiene un color mas rojizo que su
homodlogo P. cinnabarinus; ademas tiene una
base estrecha que le da la apariencia de
subestipitado mientras P. cinnabarinus es sésil.
Este dltimo tiene a su vez una superficie piléica
libre o escasa de vellosidades, a diferencia de
P. fulgens, con el cual suele asemejarse por la
coloracién  del  carpéforo  (Asociacion
Micoldgica Fungipedia, 2016; Papinutti, 2013).

Una vez reconocido el hongo y recolectado su
cuerpo fructifero se deben tomar apuntes
acerca de los diferentes substratos en donde
fue encontrado (tierra, madera en
descomposicién, mantillo del bosque...)
(Chanona et al., 2007), las coordenadas y la
temperatura ambiental. En la tabla 1 se listan
algunos materiales lignoceluldsicos de donde
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se han recolectado las cepas de Pycnoporus
spp.

Tabla 1. Sustratos vegetales donde crece
Pycnoporus spp.

Especie Sustrato Referencia
Pycnoporus Madera de (Cruz Mufioz et
sanguineus casuarinay mango al., 2015)

Madera (Acosta et al.,
contaminada con 2010; Quiroz et
petréleo al., 2009)
Troncos de palma  (Achenbachy
Blumm, 1991)
Encino (Chanonaet al,,
2007)
Madera de Parkia (Esposito et al.,
oppositifolia 1993)
Pycnoporus Madera de pino (Eggert et al.,
cinnabarinus 1996)
Troncos (Guzman,
guemados 1979)
Pycnoporus Eucalipto (Machucay
coccineus Ferraz, 2001)

AISLAMIENTO DE CEPAS

Se toma una pequefia muestra de tejido y se
deposita en medio de cultivo Agar Papa
Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) o Agar
Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en
inglés) y se incuba durante 35 dias a 25 °C en
ausencia de luz. El rango de crecimiento
micelial puede oscilar entre 24-30 °C.

Una vez desarrollado el hongo se hacen
repiques hasta obtener una cepa pura (Cruz
Mufioz et al.,, 2015; Herpoél et al., 2000;
Schliephake et al, 1993). Es necesario
adicionar cloranfenicol (200 g/l) a los medios
de cultivo, para evitar contaminaciones
bacterianas (Henrique Rosa et al., 2003).

Segun Correa y colaboradores (2005) el MEA
es el medio dptimo para el crecimiento micelial
posterior a la purificacion, mientras que Acosta
y colaboradores (2010) afirman que es el Agar
Harina Integral de Trigo (HTIA, por sus siglas en
inglés). Por su parte, Cruz y colaboradores
(2015) aseveran que los medios de cultivo

6ptimos son los que contienen extracto del
material vegetal del cual se recolecté el hongo.

En la tabla 2 se mencionan los principales

medios

de

cultivo

empleados

para el

aislamiento de Pycnoporus spp.

Tabla 2. Medios de cultivo reportados para el
aislamiento de Pycnoporus spp.

Especie Medio de Referencia
cultivo
Pycnoporus | Agar  Papa | (Acosta et al., 2010;
sanguineus Dextrosa Cruz et al, 2015;
Smania et al., 1998;
Vikineswary et al.,
2006)
Agar Harina | (Acosta-Urdapilleta
Integral de | et al., 2010; Cruz
Trigo Mufioz et al., 2015)
Agar Extracto | (Acosta-Urdapilleta
de Malta etal., 2010; Atteke et
al., 2013; Cruz
Mufioz et al., 2015;
Machuca vy Ferraz,
2001; Schliephake et
al., 1993; Uzan et al.,
2010)
Medios (Cruz Muioz et al.,
afines al | 2015)
material
vegetal de
donde se
recolectd
Medio (Bose, 1946)
Czapek-Dox
con sulfato
de
manganeso,
algunas
veces
adicionado
con extracto
de semillas
de guisantes
o salvado de
trigo.
Pycnoporus | Agar Extracto | (American Type
cinnabarinus | de malta Culture  Collection,
2016a)
Agar Extracto | (American Type
de levadura Culture  Collection,
2016b)
Agar  Papa | (FuQuan vy Qilin,
Dextrosa 2008)
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IDENTIFICACION

Microscopicamente, se pueden identificar
cuatro tipo de hifas: 1) las de los tubos o poros,
que son de pared delgada, ramificadas y se
tifien con fioxina; 2) las del margen y el pileo,
gue son un poco mas gruesas, no ramificadas,
no se tifilen con fioxina, y usualmente tienen
granulos anaranjados que se disuelven en
KOH; 3) las de la zona de transicion y tubos,
que tienen grosor variable y se disponen en
capas; y 4) las que se encuentran Unicamente
en la zona de transicion, que son delgadas, con
ramificaciones cortas y recurvadas (Papinutti,
2013). P. sanguineus vy P. cinnabarinus se
diferencian en su sistema de hifas, el primero
es dimitico y el segundo es trimitico
(Asociacién Micoldgica Fungipedia, 2016).

Es necesario realizar una adecuada
identificacidn, para evitar asignar
erroneamente propiedades, metabolitos o
usos potenciales a alguna cepa, entorpeciendo
el éxito de futuras investigaciones o generando
pérdidas econdmicas a los empresarios que la
adquirieron. Para evitar vacilaciones, lo mas
preciso es realizar pruebas a nivel molecular
mediante extraccién del ADN ribosomal, y su
amplificacién, secuenciacion y alineacién con
las bases de datos del banco de genes (Cruz
Mufioz et al., 2015).

CARACTERIZACION

Para la determinacion de las condiciones
Optimas de crecimiento y la produccién de

metabolitos secundarios se toman discos de
aproximadamente 5 mm de didmetro a partir
del borde radial de colonias de 30 dias de edad,
y se transfieren a nuevos medios de cultivo
conforme con el metabolito que se quiera
producir, se incuba durante 30 diasa 23 °C con
luz blanca continua (Cruz Mufioz et al., 2015).

Es necesario realizar ensayos de actividad
enzimatica, para identificar su potencial
industrial; principalmente actividad
ligninolitica,  celulolitica,  hemicelulolitica
(Forchiassin et al., 2014). Las enzimas
ligninoliticas mas abundantes en este hongo
son las lacasas (Eggert et al., 1996), lo que
facilita su proceso de purificacién. Se habia
llegado a pensar que la produccién de
peroxidasas extracelulares era nula (Machuca
y Ferraz, 2001).

Los metabolitos primarios y secundarios
producidos por el género Pycnoporus varian
dependiendo de la especie y condiciones de
cultivo (Acosta-Urdapilleta et al., 2010); es
necesario aclarar que el crecimiento micelial,
no de manera obligatoria, esta relacionado con
la produccion de metabolitos secundarios
(Baumer et al., 2008). Una vez los metabolitos
son extraidos segln la metodologia seguida, se
identifican por cromatografia de capa fina,
mediante comparacién de los frentes de
retencion (Rf) (Cruz Mufioz et al.,, 2015),
cromatografia de gases o espectrometria de
masas (Teoh, Don, y Ujang, 2011). En la tabla 3
se nombran los principales metabolitos
producidos por Pycnoporus spp.

Tabla 3. Principales metabolitos secundarios producidos por Pycnoporus spp.

Metabolito

Especie

Referencia

Lacasas
P. coccineus
P. sanguineus

P. cinnabarinus

(Atteke et al., 2013; Berrio et al.,
2007; Camarero et al., 2004;
Camarero et al., 2005; Eugenio et al,,
2010; Lu et al, 2007, Machuca vy
Ferraz, 2001; Madhavi y Lele, 2009;
Munusamy et al., 2008; Ramirez et
al., 2014; Sigoillot et al., 2002, 2004;
Xu et al., 2000)
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Metabolito Especie Referencia

Peroxidasas extracelulares P. cinnabarinus (Levasseur et al., 2014; Machuca vy

(Lignin, Versatil y P. coccineus Ferraz, 2001)

Manganeso Peroxidasa)

Celulasas P. cinnabarinus (Bey et al., 2011; Machuca y Ferraz,

(B-glucosidasas P. coccineus 2001; Sigoillot et al., 2002)

Xilanasas)

Celobiosa deshidrogenasa P. cinnabarinus (Bey et al., 2011; Sigoillot et al., 2002)

Galactosidasa P. cinnabarinus (Bey et al., 2011; Ohtakara, Hayashi, y
Mitsutomi, 1981)

DDMP P. sanguineus (Teoh et al., 2011)

Poliporina P. sanguineus (Bose, 1946; Henrique Rosa et al.,
2003)

Cinabarina (3-fenoxacina) P. sanguineus (Achenbachy Blumm, 1991; Acosta et

P. cinnabarinus al., 2010; Cruz Mufioz et al., 2015;

Dias y Urban, 2009; Smania et al,,
2003; Smania et al., 1998)

O-acetyl-cinabarina P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)

Acido cinabarinico P. cinnabarinus (Achenbachy Blumm, 1991; Acosta et

P. sanguineus al., 2010; Dias y Urban, 2009;

Gocenoglu y Pazarlioglu, 2014)

Tramesanguina P. sanguineus (Acosta et al., 2010)

Acido cinabarinico P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
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Metabolito Especie Referencia
Pycnoporina P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
3-1 fenoxacina P. sanguineus (Cruz et al., 2015)
2-amino-fenoxazin-3-ona P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
Pycnosanguina éter P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
fenoxacina
Ergosterol P. cinnabarinus (Achenbach y Blumm, 1991; Dias vy
P. sanguineus Urban, 2009)
5-6- dihidroergosterol P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
Ergosterol perdxido P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
Vainillina P. cinnabarinus (Falconnier et al., 1994; Krings et al.,
2001; Stentelaire et al., 2000)

ALMACENAMIENTO

La cepa debe ser almacenada en refrigeracion
a 4 °C para que no pierda su viabilidad
(Borderes et al., 2011; Schliephake et al.,
1993). Existen otros métodos que también

pueden emplearse: Inmersidn en agua
destilada, inmersiéon en aceite mineral,
liofilizacion, congelacién, transferencia

periodica (Ortiz et al., 2016). La temperatura
de congelacidon es de -80 °C en hielo seco o
nitrégeno liquido, y la de liofilizaciéon de 2 a 8
°C. Cada vez que se vaya a usar la cepa, limpie
su envase con etanol al 70 % y transfiera
asépticamente (American Type Culture
Collection, 2016b, 2016a; Uzan et al., 2010).

CONCLUSIONES

Las etapas del proceso de obtencion de cepas
puras son: Recoleccion, aislamiento,
identificacidn, caracterizacién y
almacenamiento. La identificacién de especies
es clave, para no atribuir propiedades y/o usos
potenciales erréneamente a una cepa, por lo
qgue es mas segura identificacion molecular
que la taxonémica. El almacenamiento de las
cepas es un Punto Critico de Control (PCC)
porque si es inadecuado puede afectar su
viabilidad.
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