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El Centro Ecuatoriano de Biotecnologia vy
Ambiente (CEBA), es una institucion
de Investigacion, Desarrollo e Innovacién
(I+D+i), constituida bajo la forma de
Fundacién, sin fines de lucro y de utilidad
comun. Es una persona juridica de derecho
privado, reconocida por el Estado
ecuatoriano mediante acuerdo numero 026
del 17 de marzo de 2009 del Ministerio del
Ambiente y publicado en el Registro
Oficial numero 579 del 28 de abril de 2009.
El CEBA mantiene un enfoque cientifico-
empresarial, con una filosofia de trabajo por
resultados fundamentada en la
competitividad. Promueve y apoya toda
actividad encaminada a conseguir un
equilibrio adecuado para el desarrollo
econdémico, crecimiento de la poblacidn, uso
racional de los recursos, proteccion y conservacion del ambiente.
Los resultados cientificos se difunden a través de su revista cientifica Bionatura
(www.revistabionatura.com).
La misién del CEBA es proveer el soporte cientifico, tecnolégico y empresarial a la BIOECONOMIA
Ecuatoriana, mediante el desarrollo de la Estrategia ecuatoriana de Bioeconomia (EEB), que permitan
el maximo aprovechamiento de la biodiversidad en el marco del desarrollo global y sustentable.
La vision del CEBA es poner al alcance de todas las personas del mundo la cooperacion cientifica,
técnica y empresarial en el campo de la BIOECONOMIA.
El CEBA se alinea a los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la ONU y al Plan Nacional del Buen Vivir:
e Mejorar la calidad de vida de la poblacion.
e Garantizar los derechos de la naturaleza y promover la sostenibilidad ambiental territorial y
global.
e Impulsar la transformacién de la matriz productiva.
e Asegurar la soberania y eficiencia de los sectores estratégicos para la transformacién industrial y
tecnoldgica.
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RESUMEN

La demanda mundial de alimentos esta
creciendo continuamente y los patrones de
consumo se estan inclinando hacia lo
ecoldgico, inocuo y orgdnico; por lo que la
agricultura sostenible esta en auge. El objetivo
de este trabajo es describir como los
biocontroladores permiten responder
sosteniblemente a la demanda mundial de
alimentos, destacando su importancia en el
crecimiento agricola del Ecuador. Una revision
exhaustiva de la literatura permitido concluir
que el control biolégico constituye una
alternativa viable en el Ecuador ya que el
marco legislativo le promueve, el pais es
altamente biodiverso y la economia agricola
esta en crecimiento.

PALABRAS CLAVE: bioinsumos, sostenibilidad,
agricultura, biotecnologia aplicada.

ABSTRACT

The world demand for food is growing
continuously and consumption patterns are
leaning towards the ecological, innocuous and
organic; so sustainable agriculture is booming.
The objective of this paper is to describe how
biocontrollers can sustainably respond to the
global demand for food, highlighting its
importance in the agricultural growth of
Ecuador. An exhaustive review of the literature
allowed to conclude that biological control
constitutes a viable alternative in Ecuador since
the legislative framework promotes it, the
country is highly biodiverse and the agricultural
economy is growing.

KEYWORDS: bioinsumers, sustainability,
agriculture, applied biotechnology.

INTRODUCCION

El ensayo sobre el Principio de la Poblacién
(Malthus, 1846) que afirma que la poblacién
aumenta exponencialmente mientras los
alimentos se producen linealmente, alarmé a
la comunidad internacional, al igual que la obra
de Ehrlich (1968) denominada la Explosion
Demografica o la Bomba P, que predecia una
hambruna masiva a causa del aumento

poblacional. A partir de alli los gobiernos
implementaron politicas demograficas para
frenar el aumento explosivo de la poblacién,
dado durante la primera mitad del siglo XX.
Ademas, el auge de la revolucion verde, que
consistia en la siembra de variedades
mejoradas de plantasy el uso de agroquimicos,
permitido el aumento de los rendimientos de
los cultivos (Sumpsi, 2012). No obstante,
polémicas se desataron sobre la pertinencia de
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emplear agroquimicos para obtener estos
resultados, ya que estudios afirmaron que la
mala gestidon de los agro-insumos afecta
negativamente el medio ambiente y la salud de
los trabajadores.

El objetivo de este articulo es describir como
los biocontroladores permiten responder
sosteniblemente a la demanda mundial de
alimentos, destacando su importancia en el
crecimiento agricola del Ecuador.

LA CRISIS DE LOS PLAGUICIDAS

Una plaga es cualquier planta, animal o
microorganismo que aumenta su densidad de
tal manera que perjudica directa o
indirectamente al ser humano; para el caso de
la agricultura, la afeccién se traduce en
pérdidas econdmicas (Brechelt, 2010). Un
pesticida o plaguicida es cualquier sustancia o
mezcla de sustancias cuyo fin es prevenir,
destruir o controlar cualquier plaga (WHO &
FAO, 2010). El término plaguicida abarca una
amplia  gama de compuestos como
insecticidas, fungicidas, herbicidas, raticidas,
molusquicidas, nematicidas, reguladores del
crecimiento de las plantas y otros (Aktar,
Sengupta, & Chowdhury, 2009).

Los plaguicidas constituyen contaminantes
persistentes porque pueden encontrarse
volatilizados en el aire, la lluvia, las nubes y la
neblina, representando un riesgo para los
seres vivos no objetivo (Kommanet, 1998)
(Aktar, Sengupta, y Chowdhury, 2009). Una
forma de cuantificar el impacto de dichos
guimicos es mediante el método de evaluacién
del ciclo de vida medioambiental (Margni,
Rossier, Crettaz, & Jolliet, 2002).

El desequilibrio en el ecosistema de los cultivos
agricolas incide negativamente en la calidad de
vida de los agricultores y la salud de los
consumidores (Duarte, 2012). La alimentacion
es la fuente de mayor nivel de exposicién a
residuos de pesticidas para los humanos; se
reporta que es alrededor de 10% a 10° veces

mayor que a la exposicién en el aire y el agua
(Margni, Rossier, Crettaz, y Jolliet, 2002). Esta
reportado que muchas de las llamadas
“nuevas enfermedades” son generadas por la
inadecuada calidad de los alimentos
(Organizacién Mundial de la Salud [OMS],
2002) y que los factores ambientales son
responsables de mas del 24 % de la carga
mundial de enfermedad y de alrededor del 36
% de las muertes de los nifios (Priiss-Ustin y
Corvalan, 2005).

En los animales no diana, los plaguicidas
inducen efectos adversos en las funciones
reproductivas e inmunoldgicas; en plantas no
diana  provocan  disminucién de los
rendimientos y mayor susceptibilidad a
enfermedades; y en el suelo ocasionan pérdida
de fertilidad, al resultar mortales para los
microorganismos benéficos que participan en
los ciclos de carbono vy nitrégeno. Los
plaguicidas constituyen contaminantes
persistentes, exposicion prolongada a estos
quimicos puede ocasionar en el ser humano
trastornos cardiopulmonares, neuroldgicos vy
hematoldgicos, enfermedades de la piel
(Pingali, Marquez, Palis, y Rola, 1995),
alteraciones endocrinas (Campos y Freire,
2016), hiperlipidemia en fetos (Monteagudo et
al., 2016), entre otros malestares.

Con el paso del tiempo, las plagas se han hecho
resistentes a los pesticidas, haciendo
necesario el empleo de dosis de mads grandes
para lograr el mismo efecto, lo que genera
mayores costos de produccion por concepto
de aumento de los requerimientos de
agroinsumos y mayor liberacion de estos
compuestos contaminantes al ambiente
(Laxminarayan, 2003).

Los pesticidas de mayor impacto son
endosulfan, clorpirifés, cipermetrina (Ronco et
al., 2008), lambdacialotrina, carbofurano vy
fipronil (Vieira, Noldin, Deschamps, y Resgalla,
2016).
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SITUACION GLOBAL

En vista del disimil crecimiento poblacional con
respecto a la produccién de los alimentos y su
inequitativa distribucion, se cred el Programa
Especial para la Seguridad Alimentaria (PESA)
en 1994, con el objetivo de reducir la
incidencia del hambre y la malnutricién en
paises en desarrollo (FAO, 2003). Este fue el
abrebocas para que en noviembre de 1996 se
realizara en lItalia la primera Cumbre Mundial
sobre la Alimentacién, donde representantes
de 185 paises y de la Comunidad Europea se
reunieron en torno a un tema principal: la
erradicacién del hambre. Bajo el marco de este
evento se firmo la Declaracién de Roma sobre
la seguridad alimentaria mundial, donde los
paises se comprometieron a consagrar su
voluntad politica y a realizar un esfuerzo
comun y constante para erradicar el hambre
de todos los paises, con el objetivo inmediato
de reducirla a la mitad para el 2015 (FAO,
1996). Estas intenciones se reafirmaron afios
mas tarde durante la Declaracion del milenio,
donde se establecieron los ocho objetivos del
milenio, entre los cuales se destaca la
erradicacién del hambre y la garantia de la
sostenibilidad ambiental (ONU, 2000). En la
Cumbre Mundial sobre la Alimentacion del afio
2009 se reconocid la importancia de la
agricultura sostenible como una forma de
aumentar la produccién sin afectar el medio
ambiente, y se manifesté el compromiso de los
paises para gestionar politicas que permitan a
los pequeflos agricultores acceder a
tecnologias agricolas sostenibles mediante
créditos, subvenciones, capacitaciones, entre
otras estrategias. Lo anterior para lograr un
mejor aprovechamiento de los recursos
naturales, y a la vez se proteja y se conserve el
medio ambiente (FAO, 2009a). La agricultura
sostenible es la consolidacién de tres objetivos
principales: la salud ambiental, la rentabilidad
econdmica y la equidad social. Puede lograrse
mediante la aplicacién de diversas practicas
agricolas como la diversificaciéon de los
cultivos, la diversidad genética, la gestion
integrada de los nutrientes, la gestién

integrada de plagas, la gestion sostenible del
agua, la tecnologia poscosechay programas de
extensién de sonido (Verma, Jaiswal, Meena,
Kumar, y Meena, 2015).

A pesar del enorme esfuerzo hecho durante el
primer quindenio del siglo XXI, todavia existen
800 millones de personas en situacion de
desnutricion cronica a nivel mundial (ONU,
2015); sumado a esto, la poblacidén mundial ha
aumentado el 29% en los ultimos 30 afios
(Banco Mundial [BM], 2016), mientras que el
consumo de alimentos por persona, en
términos caldricos, lo ha hecho el 17%
(Alexandratos y Bruinsma, 2012). Es paraddjico
que aumente el consumo caldrico por
persona, pero todavia persista la desnutricién
en paises en desarrollo, lo que se debe
principalmente a la inequitativa distribucién
de los alimentos. A escala mundial, hay
comunidades donde el alimento es
insuficiente y provoca estados de desnutricién
severa, mientras en otras las dietas son
hipercaldricas, conduciendo a su poblacién ala
obesidad (van Mil, Foegeding, Windhab,
Perrot, y van der Linden, 2014).

Se estima que para el afio 2050 la poblacion
mundial aumentara un 35%, y que la poblacién
urbana pasara del 49 % al 70 %,; por lo cual la
produccion mundial de alimentos debe
aumentar un 70 % y duplicarse en los paises en
desarrollo, teniendo en cuenta que cada vez es
menos la poblacion rural (Sumpsi, 2012).
Ademas, el consumo de alimentos por persona
aumentard un 11 % para 2050 (Alexandratos y
Bruinsma, 2012), lo que enfatiza en la
necesidad de aumentar la produccién agricola
para responder a la demanda mundial de
alimentos. Segun previsiones de FAO (2009), el
90 % del aumento de la produccion para el afio
2050 procedera del aumento del rendimiento
de los cultivos, mientras el porcentaje restante
correspondera a un aumento de la superficie
cultivada, lo que resulta en una disminucion de
la superficie agraria por habitante en un
contexto de escasez de recursos (agua,
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tierra...) y cambio climatico (Karunasagar y
Karunasagar, 2016).

Retos mundiales como la seguridad
alimentaria, los cambios ambientales a nivel
mundial y la desnutricidn necesitan un
enfoque multidisciplinario para abordar los
problemas asociados con ellos (Karunasagar y
Karunasagar, 2016). Sumpsi (2011) menciona
que los progresos para afrontar dichos retos se
veran obstaculizados por los impactos del
cambio climatico en la productividad agraria, la
resistencia de las plagas a los plaguicidas vy el
aumento de la utilizacion de materias primas
agrarias como insumos para la produccién de
biocombustibles. Ademas, el crecimiento de la
productividad para el 2050 serd de alrededor
del 0,8 % anual, en contraste con el 2,1 % anual
reportado durante la primera década del siglo
XXl (FAO, 2009; OCDE/FAO, 2013;
Montealegre y Pérez, 2015).

La FAO estima que las pérdidas en produccién
a causa de diferentes plagas oscila entre el 20
y 40 %, siendo predominantes en Asia, Africa y
Sudamérica, cuyo participacién en las pérdidas
mundiales es del 43%, 42% vy 33%
respectivamente (UNAD, 2001). En los cultivos
de arroz las pérdidas pueden llegar hasta el
51% (Oerke y Dehne, 2004).

Sumado a la necesidad de aumentar los
rendimientos en la agricultura y a las
restricciones referente a la superficie de
cultivo; las nuevas exigencias del mercado en
términos de inocuidad y ecologia reflejan la
necesidad de impulsar e implementar
tecnologias  sostenibles que  permitan
aumentar la produccion agricola mediante el
aumento de la productividad y el Manejo
Integrado de Plagas (MIP) y enfermedades,
causantes de muchas pérdidas econdmicas a
los productores de alimentos. El MIP se
enfrenta a retos tanto externos como internos,
en el primer grupo se encuentra el aumento de
las necesidades para el control de plagas
debido al cambio climatico, el desarrollo de
resistencia de estas plagas a los pesticidas, y la

complejidad  para  diseflar  estrategias
sostenibles  eficaces para su  control
(Lamichhane et al., 2016; FAO, 2009b).

La implementacion de agentes de control
biolégico en las practicas agricolas ha
incrementado en los Ultimos  afios,
principalmente en los paises desarrollados,
mientras que en los paises en desarrollo ha
sido escasa (Murillo, Rueda, Garcia, y Ruiz
Espinoza, 2010). Se reporta que los paises en
desarrollo consumen el 70 % de los
agroquimicos del mundo (Alexandratos vy
Bruinsma, 2012), y el aumento de consumo es
del 5,4 % anual (Oerke y Dehne, 2004), lo cual
es alarmante. Este comportamiento erréneo
se debe principalmente a: la necesidad de
asegurar su supervivencia econdmica; la
ignorancia sobre la insostenibilidad del uso de
plaguicidas; la falta de diagndstico del estado
de su salud por exposicion a estos quimicos, ya
que usualmente  suele  atribuir  sus
enfermedades a otras causas. Ademas,
muchas variedades de plantas mejoradas
estan adaptadas al uso de estos quimicos para
obtener altos rendimientos, por ejemplo, las
variedades de plantas RR. Lo que desconocen
los productores es que el retorno de inversién
en tecnologias organicas (como el uso de
biocontroladores) es constante mientras el de
tecnologias convencionales (como el uso de
pesticidas) presenta un aumento exponencial
inicial del retorno de inversién y luego un
declive abrupto, puesto que con el tiempo
deteriora la calidad de los recursos naturales y
habria que invertir mas dinero en su
recuperacion (Wilson y Tisdell, 2001).

Es necesario implementar estrategias de
promocion para su implementacion, ya que
todavia gran cantidad de productores agricolas
de paises en desarrollo emplean pesticidas y
fertilizantes, cuyo caracter téxico y persistente
ya ha sido comprobado en varios estudios
(Alexandratos y Bruinsma, 2012).
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AMERICA LATINA

América Latina y el Caribe (ALC) contribuyen al
11 % de la produccion mundial de alimentos y
poseen el 24 % de las tierras cultivables del
mundo (IDB, 2016). La tasa de crecimiento
anual del sector agricola en los ultimos tres
afios fue del 2,9 %, superior al crecimiento de
la economia (2,6%); lo que se debid
principalmente al crecimiento de |Ia
productividad, que correspondié a 2,2 puntos
porcentuales del aumento reportado en la
produccion agricola (3,2 %), mientras el punto
porcentual restante se debid a la expansion de
la superficie de cultivo. Dicho crecimiento fue
notorio principalmente en Sudamérica, donde
se presentaron elevados volumenes de
cereales y oleaginosas durante 2013-2014,
que a diferencia de Centro América presento
condiciones climaticas favorables. En cuanto a
comercio internacional, ALC presento
disminucion de sus exportaciones
agroalimentarias en un 2,5% mientras sus
importaciones lo hicieron un 8% a causa de la
fuerte competencia con paises africanos vy
China, que han presentado un ritmo de
crecimiento acelerado durante los Ultimos
afios. ALC es la regidn que ha presentado mas
pérdida de dinamismo; seguida de Asia, sin
incluir China. (CEPAL, FAO, y IICA, 2015).

Pese a estos inconvenientes, los paises de la
region han realizado esfuerzos importantes
para incrementar la productividad agricola y el
valor agregado de los productos. El
incremento de la productividad fue posible
gracias a la adopcidon de tecnologias e
innovaciones como la utilizacion de
organismos  genéticamente  modificados
(OGM), tecnologias de labranza cero,
produccion bajo ambientes protegidos,
principalmente. También hubo un aumento
del grado de concientizacion de los
productores agricolas sobre el cambio
climdtico y la necesidad de producir utilizando
métodos mas ecolégicos para lograr un
crecimiento estable y sostenido del sector. Por
tanto, se ha visto un aumento del uso de

bioinsumos, que todavia no es generalizado,
pero serd tendencia durante los afios
venideros, logrando asi responder a una
creciente demanda de productos organicos y
gourmet (CEPAL et al., 2015).

ECUADOR

La agricultura es uno de los ejes principales
sobre los que se desenvuelve la economia
nacional (Monteros Guerrero, Sumba Lusero, y
Salvador Sarauz, 2013), durante la Ultima
década ha representado el 8 % del Producto
Interno Bruto (PIB) agropecuario con un
crecimiento del 4 % al afio. Se fundamenta
principalmente en la produccién de banano,
café, cacao, flores y actividades pecuarias;
donde mas del 50 % es exportable. El valor de
las exportaciones agropecuarias cuadriplica el
de las importaciones y se ha visto sustentado
por el aumento de la productividad en un 6 %
durante el 2015 y el de la produccién nacional
en un 4 % durante 2015 y un 54 % durante los
ultimos diez afos. Este posicionamiento del
sector agropecuario en la economia nacional
durante el afio 2015 ha sido posible gracias a
las politicas gubernamentales que permiten un
mayor acceso a los agro insumos y crean un
mercado favorable para el productor
ecuatoriano. Para el afio 2015 se reporté un
crecimiento del 7,4 % en el indice de Precios al
Productor (IPP), que incentiva al productor
ecuatoriano y garantiza la sostenibilidad de la
produccion; disminuciones del 11 % para el
Indice de Fertilizantes (IPF) y del 0,3 % para el
Indice de Agroquimicos (IPl), teniendo en
cuenta que todos los pesticidas tendieron al
alza con excepcién de los herbicidas. Es
necesario resaltar que la contribucién
promedio de los fertilizantes al costo de
produccion del agricultor es del 22 % mientras
la de los agroquimicos es de tan solo el 6,7 %
(Monteros Guerrero y Salvador Sarauz, 2015).

Los pesticidas empezaron a emplearse durante
la segunda mitad del siglo XX, muchos de los
cuales provenian de subvenciones estatales en
respuesta a la llamada “Revolucién verde” que
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pretendia aumentar la productividad del agro
para poder responder a la creciente demanda
mundial de alimentos. Con el tiempo se fueron
comprobando los efectos nocivos de estos
quimicos en el ambiente y la salud de los
trabajadores, quienes lo  desconocian
(Grieshop y Winter, 1989). Un estudio afirma
que las principales causas de que se siga
empleando estos quimicos pese a que se
conozca su impacto negativo en el medio
ambiente 'y la salud son: falta de
conocimientos sobre el manejo de pesticidas,
tecnologia obsoleta y mayor prevalencia dada
al ambito econdmico sobre la salud humana
(Love y Pollanis, 2015).

En vista de la necesidad de aumentar la
productividad agricola y de que el Plan
Nacional Para el Buen Vivir plantea garantizar
los derechos de la naturaleza y promover la
sostenibilidad ambiental territorial y global, asi
como consolidar el sistema econémico social y
solidario, de forma sostenible (SENPLADES,
2013), es recomendable la Gestion Integrada
de Plagas con agentes bioldgicos.

ZONA1

Esta situacion ha afectado principalmente a
Carchi cuyos cultivos de papa han sido
confiados a los pesticidas desde 1960. Entre
los principales pesticidas empleados se
reportd6 el wuso de fungicidas como
ditiocarbamatos de metales e insecticidas
como organofosforados y carbofuranos, que
se aplicaban sin medidas de proteccién por
diversas razones como la presién social en
términos de masculinidad, y limitaciones de
calidad, disponibilidad y costo, lo que
desencadenaba en cuadros clinicos de
toxicidad. Adicionalmente, las practicas de
disposicién de desechos contaminaban otros
lugares no objetivo. Por tanto, el Instituto
Nacional Auténomo de Investigaciones
Agropecuarias (INIAP) realizé a finales de siglo
talleres de capacitacién a los campesinos;
abarcando temas como la dosificacion de los
pesticidas, las buenas practicas a la hora de

manipular estos quimicos y el control
bioldgico, logrando mantener el mismo nivel
de produccion de papa con la mitad de los
gastos en  pesticidas y fertilizantes.
Posteriormente se realizé la reunidn titulada
"El impacto de los plaguicidas en la Salud, la
Produccién y el Medio Ambiente", donde
participaron 105 representantes del gobierno,
industria, organizaciones de desarrollo,
comunidades y medios de comunicacién; a
partir de alli surgié la "Declaracion para la Vida,
Medio Ambiente y Produccion en Carchi”, que
reglamenta la formulacién de agroquimicos y
prohibicion de los altamente tdxicos por parte
del Servicio Ecuatoriano de Salud Agricola
(SESA), la realizacion de actividades educativas
sobre el uso de pesticidas, la inversion estatal
en Gestién Integrada de Cultivos. Sin embargo,
la presién de la industria de plaguicidas
persuadid a funcionarios del gobierno para
retirar el apoyo para la reduccion y eventual
eliminacion de los pesticidas alta vy
extremadamente toxicos (Cole, Sherwood,
Crissman, Barrera, y Espinosa, 2002; Crissman,
Cole, y Carpio, 1994).

A inicios del siglo XXI, pese a que la mayor
parte de trabajadores de la Amazonia y de la
Sierra Norte ecuatoriana eran conscientes del
impacto nocivo de los plaguicidas, se siguieron
empleando estos quimicos para no perjudicar
los rendimientos de los cultivos y asegurar su
estabilidad econdmica, a la vez que se
continuaron realizando una serie de conductas
inadecuadas que ponian en riesgo el medio
ambiente y la salud de los trabajadores (Hurtig
et al., 2003).

Con la financiacién del Centro Internacional de
Investigaciones para el Desarrollo (IDRC), otros
donantes, investigadores y juntas parroquiales
se ha logrado con el tiempo encontrar formas
de reducir el uso de pesticidas y la exposicidon
de las familias de los agricultores, sin reducir
los rendimientos. No obstante, la tasa de
intoxicacion por plaguicidas en Carchi se
encuentra entre las mas altas del mundo; pues
4 de cada 100 habitantes sufre intoxicacion
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mientras 4 de cada 10 000 mueren a raiz de
estos quimicos. Los riesgos se acentlan por el
hecho de que los plaguicidas mas comunes en
esta zona estan entre los mas peligrosos del
mundo, que adicionalmente son los mas
baratos (Stephen, 2003) vy porque las
soluciones para fumigar son usualmente
preparadas en casa, involucrando a todos los
miembros del hogar (Mera-Orcés, 2001). En el
afio 2006 un estudio demostré que estos
guimicos son causantes de crecimiento
retrasado, anomalias neuroconductuales
(Grandjean, Harari, Barr, y Debes, 2006),
inhibicién de la coliesterenasa, disrupcién
endocrinos y cancer (Crissman et al., 1994;
Srivastava y Singh, 2013).

ALTERATIVAS SOSTENIBLES

Sumpsi (2012) propone cuatro tecnologias
sostenibles econdmica y ambientalmente,
estas son: a) La agricultura de conservacion,
que se basa en el laboreo minimo o nulo de la
tierra, y la siembra de cultivos asociados o
intercalados; b) la agricultura de precisién para
el uso eficiente de fertilizantes y del agua de
riego; c) la Gestién Integrada de Plagas vy
enfermedades, que combina el uso de
variedades de plantas resistentes y el uso
razonable de pesticidas; d) la conservaciény el
uso sostenible de la biodiversidad, mediante la
mejora genética. No obstante, existen todavia
preocupaciones  por  algunos  riesgos
hipotéticos de los organismos genéticamente
modificados, en lo referente a la salud
humana, la nutricion, el medio ambiente
natural, la viabilidad econdmica y el desarrollo
rural (Morales Estupifian, 2001),
principalmente en los paises en desarrollo. Por
su parte, la Gestién Integrada de Plagas (MIP)
pretende el crecimiento de cultivos sanos con
el menor impacto ambiental, haciendo uso de
mecanismos naturales (Duarte, 2012).

El biocontrol constituye una estrategia
biotecnoldgica ecoldgicamente limpia vy
compatible con la agricultura organica y el MIP
(Monte vy Llobell, 2003). El objetivo de usarlo

es crear un equilibrio entre las plagas y los
biocontroladores, de modo que la plaga llegue
a un nivel donde ya no sea dafiina. Adema3s, el
biocontrol presenta amplias ventajas sobre las
practicas convencionales de control de plagas,
ya que es econdmico, no genera resistencia en
las plagas, no pone en riesgo la salud de los
fumigadores y no afecta el medio ambiente.
Sin embargo, su uso es completamente
preventivo, no retroactivo, ya que actuar
cuando la plaga estd en pleno auge no trae
resultados (Hanke, 2012).

Los bioinsumos surgieron como respuesta a la
demanda mundial de alimentos trazables,
inocuos y ecoldgicos; ya que sin tener
compuestos contaminantes en su formulacion
mejoran la productividad, la calidad y la salud
de las plantas, o las caracteristicas bioldgicas
del suelo. Son productos elaborados a partir de
microorganismos, los cuales son seleccionados
por su capacidad de promover el crecimiento
vegetal, directamente al facilitar la absorcién
de nutrientes por la planta o indirectamente al
contribuir al control de enfermedades vy
plagas. Por tanto, los bioinsumos pueden
dividirse en biofertilizantes y
biocontroladores, aunque a veces la misma
cepa microbiana posee ambas funciones (Nora
Altier, Elena Beyhaut, 2012); tal es el caso de
Beauveria spp. que ademads de parasitar
hongos patégenos de plantas induce el
crecimiento de las plantas y su respuesta
inmunitaria tanto localizada como sistémica
(Dou et al., 2014). Algunos de los productos
organicos utilizados en el biocontrol de
enfermedades se incluyen hongos como
Trichoderma harzianum y Gliocadium virens,
actinomicetos como Streptomyces griseoviridis
y bacterias como Bacillus subtilis. (Murillo et
al., 2010).

El desarrollo de bioproductos constituye una
forma de valorizacion de la biodiversidad a
través de la biotecnologia, permitiendo su
aprovechamiento econdmico de forma
sostenible con potencial industrial (Quezada,
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Roca, Szauer, Gomez, y Lopez, 2005; Ramon et
al., 2005). Esto constituye una ventaja
comparativa para los cinco paises miembros
de la Comunidad Andina de Naciones (CAN),
entre los que se encuentra Ecuador; ya que
poseen alrededor del 25 % de la biodiversidad
mundial (Manosalvas, Estrella, Mariaca, vy
Ribadeneira, 2005).

El Convenio sobre la Diversidad Bioldgica
(CDB), firmado en la década de los 90's
(incluyendo a la CAN), declara la soberania de
los Estados sobre sus recursos genéticos vy
establece lineamientos para el acceso y uso de

dichos recursos. Para el caso especifico del
Ecuador, existe el Grupo Nacional de Trabajo
sobre Biodiversidad (GNTB), y dentro de él
varios subgrupos como el de Bioseguridad vy
Acceso a Recursos Genéticos (Manosalvas et
al., 2005), alineados a la Estrategia Nacional de
Biodiversidad 2015-2030 (Ministerio del
Ambiente del Ecuador [MAE], 2015). Se
evidencia la importancia de los Bancos de
Recursos Genéticos (BRG) con cepas
potenciales para uso como como bioinsumos,
lograndose identificar y conservar las especies
para su estudio y/o posterior selecciéon con
fines industriales.

CONCLUSION

El control bioldgico constituye una alternativa
para aumentar la productividad del agro de
forma sostenible, con el objetivo de responder
a la creciente demanda mundial de alimentos,
que a la vez presenta nuevas caracteristicas de
consumo, entre las que se destaca la ecologia

y la inocuidad. El Ecuador presenta ventajas
comparativas frente a estos retos de la
agricultura, principalmente: un  marco
legislativo que promueve el desarrollo
sostenible, gran riqueza en biodiversidad y una
economia agricola creciente.
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RESUMEN

P. djamor es un hongo comestible con
potencial en la industria alimentaria,
farmacéutica y biotecnoldgica. Sin embargo,
existe limitado conocimiento acerca de su
aislamiento. Por ello, el objetivo de este
trabajo es describir el proceso de obtencion de
cepas puras de P. djamor, mediante una
amplia revisién de la literatura que permita su
aprovechamiento. Se encontré que la
conservacion es un Punto Critico de Control,
del cual que depende la viabilidad y estabilidad
genética de las cepas, por lo que Ia
criopreservacion es el método a eleccion.

PALABRAS CLAVES: aislamiento, identificacion,
conservacion, caracterizacion.

ABSTRACT

P. djamor is an edible fungus with potential in
the food, pharmaceutical and biotechnology
industry. However, there is limited knowledge
about their isolation. Therefore, the objective
of this work is to describe the process of
obtaining pure strains of P. djamor, through a
broad review of the literature that allows its
use. It was found that conservation is a Critical
Control Point, on which depends the viability
and genetic stability of the strains, so
cryopreservation is the preferred method.

KEYWORDS: isolation,
conservation, characterization.

identification,

INTRODUCCION

Se estima que existen en la naturaleza mas de
1,5 millones de especies de hongos, de las
cuales solo se han descrito alrededor de 69000
(Hawksworth, 1991). Tan sélo en el Ecuador se
han estimado mds de 100000 especies de
hongos (Hawksworth, 2001), aunque sdlo se
han descrito 5 000 (Freire Fierro, 2004).
Aproximadamente 14000 especies presentan
basidiocarpo, de las cuales mas de 3000

pueden ser consideradas como comestibles y
tan sélo 10 producidas a escala industrial
(Changy Miles, 2004).

P. djamor, también conocida como oreja de
Patacan (Free Spore Espafia, 2013), oreja de
izote u oreja de cazahuate (G. Guzman, 2000),
es una especie pantropical del hongo ostra,
apreciada por su brillante color rosado y su
sabor Unico (Hu et al. 2016). Su carne es de
color blanco a ligeramente amarillento,
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higrofano, compacto, carnoso, con olor Darwin, 2006, 2007). Puede crecer sobre una
farinaceo 'y sabor que  desaparece superficie horizontal o en forma de repisas a

gradualmente al madurar (G. Guzman et al.,
1993; Sanchez y Royse, 2001). Existe tres
variedades de la especie: var. djamor, var.
cyathiformis y var. roseus; que pese a tener
intercompatibilidad genética se diferencian
entre si en por sus caracteristicas tanto macro
como microscopicas (Corner, 1981; Murakami
y Takemaru, 1990). Aunque Salmones, Valdéz
y Gaitdan (2004) mencionan una variedad
adicional: P. djamor var. Salmoneostramineus.

P. djamor es una especie promisoria como
hongo comestible (Vivero, 2002) en
restaurantes de hoteles, cocina gourmet vy
pizzerias, principalmente (Alvarez y Vega,
2010). En Ecuador sélo se han aislado dos
especies nativas del Parque Nacional
Galdpagos (Fundacién Charles Darwin, 2006,
2007) y ninguna de ellas corresponde la
variedad rosada del hongo. Se evidencia
limitado  conocimiento acerca de las
variedades de la especie P. djamor, lo que ha
limitado su aislamiento para posteriores
estudios, teniendo en cuenta que esta es una
especie que produce gran variedad de
metabolitos con potencial industrial.

Bajo este contexto, el objetivo de este trabajo
es describir la principal informacién para
obtencion de cepas puras de P. djamor,
mediante una amplia revisién de la literatura,
que permita el maximo aprovechamiento de la
biodiversidad fungica nacional.

AISLAMIENTO

P. djamor crece generalmente sobre madera
en descomposicion, aunque también pueden
hacerlo sobre arboles vivos enfermos, por lo
que puede ser considerado como un
bioindicador. Prefiere maderas tropicales vy
subtropicales incluyendo ademas palmas,
arboles de caucho y bambues (Stamets, 1993).
Sus cuerpos fructiferos aparecen a causa de
las primeras lluvias y permanecen durante
toda la temporada (Capello, 2006) con habito
solitario o gregario (Fundacién Charles

un costado del tronco o tocdn de madera (G.
Guzman, 1977). Se desarrollan en zonas
ubicadas a una altitud de entre 150 y 1820
msnm, por lo que las cepas son adaptables a
varias temperaturas (Benitez, Huerta, &
Sanchez, 1998).

Las Unicas cepas ecuatorianas reportadas en la
literatura, fueron aisladas a partir de madera
en descomposicion de Scalesia pedunculata en
el parque Nacional Galapagos y se caracterizan
morfolégicamente por ser dimidiadas a
flabeliformes, lisas y glabras de margen
incurvado, con una coloracién que varia del
color crema a blanco-grisdceo o castafio-
grisdceo (Fundaciéon Charles Darwin, 2006,
2007).

Para poder recolectar adecuadamente los
basidiocarpos de P. djamor es necesario
conocer sus caracteristicas macroscépicas
principales. Este hongo tiene un basidiocarpo
sésil y carnoso, que crece en forma de estante,
con un tamafio que oscila entrelos3a 8 cm de
ancho y una forma variable de flabeliforme a
espatulada, petaloide, a veces algo lobulada,
con una superficie lisa a finamente tomentosa
o velutinosa hacia la base al madurar; su
coloracién  puede ir del rosa al blanco
amarillento, blanco grisdceo o gris claro
dependiendo de la variedad, como se muestra
en las figuras 1y 2 (Capello, 2006; G. Guzman
et al., 1993; G. Guzman, 1977). La variedad
djamor es blanca, pero vira al marrén cuando
se seca; la cyathiformis es blanca con manchas
marrones que desaparecen al secarse, y la
roseus es rosa cuando esta fresca y blanca a
amarillenta cuando estd seca (Lechner, Wright,
y Alberté, 2004).

Su estipite es corto sin presencia de velo,
llegando a ser gradualmente delgado en la
base, aunque a veces puede estar ausente;
generalmente es excéntrico o lateral, de
consistencia solida a subcoridcea, del mismo
color que el pileo y superficie fibrilosa a
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finamente tomentosa. Los primordios son de
color blanco o rosado, y forman a menudo
racimos en el sustrato (Capello, 2006; G.
Guzman et al.,, 1993; G. Guzman, 1977). Su
himenio se ubica en la parte inferior del pileo,
conformado  por laminillas  delgadas,

decurrentes, adnadas, espaciadas unas de
otras, dispuestas radialmente, a veces
bifurcadas, de color blanco a amarillento. La
esporada es blanca, grisacea o gris-amarillenta
llegando a ser amarillo miel claro, en ocasiones
gris olivaceo claro (G. Guzman et al., 1993;
Sanchez y Royse, 2001).

Figura 1. Carpdforo P. djamor Var. Roseus.

Fuente: (Free Spore Espafia, 2013).

Figura . Caréforo de P. djamor var. djamor.
Fuente: (Murrieta, 2002)

Para el aislamiento se reportan medios de
cultivo como Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus
siglas en inglés) (Hurtado, 2015) o medio

Nobles a 25 °C (Nobles, 1948) que permiten
purificar las cepa tras sucesivos repiques vy
disponerlas para estudios posteriores de
identificacién y caracterizacién.

IDENTIFICACION

La identificaciéon puede hacerse inicialmente
mediante claves taxondmicas, sin embargo, los
estudios moleculares permiten una mayor
veracidad de la informacién.

Como se menciond en el item anterior, las
caracteristicas macroscopicas se tienen en
cuenta para la recoleccion de los cuerpos
fructiferos, mientras que las caracteristicas
microscopicas permiten corroborar la especie
cuando no se cuenta con los recursos
econdmicos para pagar un estudio molecular.

En las figuras 3, 4 y 5 se representan las
principales caracteristicas morfoldgicas de las
tres variedades, lo que permite diferenciarlas
(Lechner et al., 2004).

Figura 3. P. djamor var. Roseus. A.
basidiocarpos; Esporas de B.; C. Cheilocystidia;
Trama e himenio D. Hymenophoral; E. Las hifas
del pileo; F. Las hifas del tallo. La barra de
escala 1l =5 cm para A; 2 barra de escala = 30
micras para B-F.
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Figura 4. P. djamor var. Cyathiformis. A.
basidiocarps; Esporas de B.; C. Porcion de
himenio, subhymenia y trama hymenophoral;
D. Las hifas del vastago; E. Las hifas de la trama
hymenophoral; F. Las hifas de la carne pileo. La
barra de escala 1 = 3 cm para A; 2 barra de
escala = 30 micras para B-F.

[ { [ /‘/} //

/

Figura 5. Pleurotus djamor var. Djamor. A.
basidiocarpo; B. Las hifas de la trama
hymenophoral; C. Las hifas del pileo; D. Las
hifas del tallo. La barra de escala 1 =5 cm para
A; 2 barra de escala = 30 micras para B-D.

Las hifas de P. djamor son dimiticas, de
esqueleto puntiagudo y en conjunto forman el
micelio (Lechner et al., 2004). El micelio es
inicialmente blanco, longitudinal y flocoso, que

al ir madurando se torna algodonoso y de un
color rosa intenso (G. Guzman, 1977). Las
esporas son pequefias, de forma oblongo-
eliptica o subcilindrica, hialinas, no amiloides ni
dextrinoides, con una apicula bien definida,
pared delgada y en conjunto forman
esporadas de color blanco a lila-grisaceo,
dependiendo de la variedad. Los basidios son
tetraespdricos, a veces bi o triespdricos,
subpiriformes o claviformes, ventricosos,
hialinos, frecuentemente con una fibula basal,
no presentan pleurocistidios (G. Guzman et al.,
1993; Lechner et al., 2004; Sanchez y Royse,
2001).

En términos moleculares, la estructura vy
diversidad genética de P. djamor ya ha sido
estudiada, reveldandose los factores de
transcripcion  del homeodominio y los
receptores de feromonas (James, Liou, vy
Vilgalys, 2004). Un proteinograma detecto
entre cinco a ocho bandas polimérficas
agrupadas en tres zonas electroforéticas de
movilidad anidnica, lo que es variable vy
manifiesta la utilidad de incluir a los
marcadores bioquimicos para la identificacién
taxondmica y registro de las cepas comerciales
de P. djamor (Murrieta, 2002). La variabilidad
genética puede determinarse mediante la
identificacion de isoenzimas  esterasas
(Levanon et al., 1993). Un estudio mostro que
P. djamor presenta entre una a tres isoformas
y tiene similitud bioquimica con P. ostreatus
(Murrieta, 2002). Menolli, Breternitz y Capelari
(2014) afirman que P. djamor estd mas
emparentado con P. cornucopiae, P. euosmus
y P. citrinopileatus; mientras que Wu vy
colaboradores (2010) dicen que pertenece al
mismo taxon que P. colombinusy P. eryngii.

GenBank es la base de datos de secuencias
genéticas del NIH (National Institutes of Health
de Estados Unidos) y es parte del International
Nucleotide Sequence Database Collaboration;
recopila 148 secuencias de ADN y ARN de P.
djamor, 81 secuencias de proteinas y 2
estudios fijos de estudios filogenéticos (NCBI,
2016).
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CARACTERIZACION

El crecimiento lineal de las colonias de P.
djamor se determina para evaluar su potencial
industrial; sin embargo, hay que tener en
cuenta que la velocidad de crecimiento lineal
de las cepas no esta directamente relacionada
con su productividad. Para ello se siembran
tacos de agar cubiertos de micelio en cajas de
Petri con Agar Papa Dextrosa (PDA, por sus
siglas en inglés) y se mide diariamente el
didmetro de las colonias. Se reportan
velocidades de crecimiento de 7 a 20 mm por
dia, mostrando mejores resultados las cepas
aisladas de ambientes ubicados a una altitud
cercanaalos 1200 msnm (Benitez et al., 1998;
Salmones, Gaitan, Pérez, y Guzman, 1997).

Por otro lado, el crecimiento de la biomasa
puede medirse en medios liquidos mediante
diferencial de peso seco en el tiempo
(Hurtado,  2015); el micelio  crece
superficialmente si el medio es estatico o en
forma de pellets si se incorpora agitacién
(Sanchez y Royse, 2001).

El contenido nutricional de P. djamor es
variable, y se ve influenciado por parametros
como el grado de desarrollo y las condiciones
pre y post-cosecha, que justifican |Ia
variabilidad de los datos en las investigaciones,
asi se trabaje con las mismas especies (Bano,
Rajarathnam, y Steinkraus, 1988). Este hongo
contiene minerales como potasio, fdosforo,
calcio, magnesio, hierro y zinc; azlcares
solubles como glucosa, manitol y trehalosa; y
aminodcidos, principalmente acido aspartico,
acido glutdmico, arginina, serina, valina,
cisteina, alanina y glicina (Guo, Lin, y Lin,
2007). En general, contiene macro y
micronutrientes, vitaminas B9 y C en mayor
proporcion que Lentinula edodes y Agaricus
bisporus (Alvarez y Vega-Rios, 2010).

En la tabla 1 se lista el resultado de un analisis
bromatoldgico para P. djamor.

Tabla 1. Composicion nutricional de P. djamor.

Componente Porcentaje
Agua 82.21 *
1.35
Materia seca 17.79 +
1.35
Carbohidratos 59.9+1.03
Polisacaridos 9.02+1.27
Fibra cruda 17.2+0.72
Proteina total 15.6+1.52
Grasa total 1.65+0.32
Cenizas 5.83+1.06

Fuente: (Guo,

Lin, y Lin, 2007).

Muchos de los compuestos contenidos en este

hongo

presentan
bioldgicas: antioxidante (M. Guzman
2009; Sasidhara y Thirunalasundari,
hepatoprotectora
anticancerigena

(Zhang
(Raman

multiples

et al,
et al,

actividades
et al,
2014),
2016),
2015)

antibacteriana (Valencia del Toro et al., 2008)

e hipocolesterolémica

(Jegadeesha et al,

2014). En la tabla 2 se listan algunos de los
compuestos producidos por P. djamor.

Tabla 2. Compuestos producidos por P.

djamor.
Tipo Metabolito Referencia
Enzimas o-galactosidasa  (Hu et al., 2016)
Lipasas (Velioglu y

Ozturk, 2015)

Celulasas (Murrieta, 2002)

Lacasas (Murrieta, 2002;
Salmones y Mata,
2015)

Manganeso- (Murrieta, 2002)

peroxidasas

Ribonucleasas

(Wu et al., 2010)

Polisacaridos

(zhang et al,
2016)

Flavonoides ~ Quercetina (Nattoh,
Musieba, Gatebe,
y Mathara, 2016;
Sasidhara y
Thirunalasundari,
2014)

Terpenos Sesquiterpen- (Valencia del Toro

lactonas

et al., 2008)
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Referencia
(Sasidhara y
Thirunalasundari,
2014)

(Sasidhara y
Thirunalasundari,
2014)

(Sasidhara y
Thirunalasundari,
2014)

(Sasidhara y
Thirunalasundari,
2014)
(Nattoh et
2016)
(Sasidhara y
Thirunalasundari,
2014)

(Velioglu y
Ozturk, 2015)
(Angarita et al,,
2013)

(Angarita et al,,
2013)

(M. Guzman et
al., 2009)

Metabolito
Saponinas

Tipo

Fenoles Acido gélico

Taninos --

Quinonas Antraguinonas

Isoprenoides  Carotenoides al.,

Vitaminas Acido ascérbico

Biosurfac- -—-
tantes
Reductor del
colesterol

Esteroles

Acido linoleico

Compuestos -
esteroidales

Fuente: el autor.

P. djamor y P. ostreatus son las especies del
género mas eficientes en la degradacion de
colorantes sintéticos, gracias a su sistema
enzimatico (Kalmis, 2008; Yildirim et al., 2012)
de manganeso peroxidasas, lacasas vy
celulasas; siendo las primeras las producidas
en mayor proporcion (Murrieta, 2002).

CONSERVACION

Las cepas se suelen conservar en PDA a 4 °C
(Nattoh et al.,, 2016), aunque es mejor
congelar a-20 °C o liofilizar (Salmones, Mata, y

Waliszewski, 2005). El uso de crioprotectores
durante la congelacion en nitrégeno liquido no
es necesario para garantizar la viabilidad de las
cepas. Se reporta que cepas de P. djamor
crecidas sobre semillas de sorgo vy
posteriormente criopreservadas sin
crioprotector durante una semana, presentan
un porcentaje de recuperacion del 100 %,
aunque requiera mas tiempo en contraste con
cepas control que no hayan sido congeladas en
nitrogeno liquido (Mata y Pérez-Merlo, 2003).

CONCLUSIONES

P. djamor es una especie de hongo comestible
apreciado por sus propiedades organolépticas
y medicinales, lo que evidencia su potencial en
la industria alimentaria, farmacéutica v
biotecnoldgica. Entre los principales
metabolitos producidos por esta especie se
destacan enzimas, polisacaridos, fenoles,
flavonoides, quinonas, taninos, vitaminas,
entre otros, que presentan multiples
actividades bioldgicas: antioxidante,
anticancerigena, antibacteriana,
hepatoprotectora e hipocolesterolémica.

Para obtener cepas puras, que permitan
aprovechar el potencial industrial de esta
especie, es necesario realizar una adecuada
identificacion de la variedad, lo que garantiza
que las propiedades descritas sean otorgadas
adecuadamente. Asi mismo, la conservacion es
un punto critico, del cual depende la viabilidad
y estabilidad genética de las cepas, por lo que
los métodos de criopreservacién son los
preferidos. No es necesario el uso de
crioprotector.
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RESUMEN

Las sustancias bioactivas de Pleurotus
ostreatus pueden ser extraidas mediante
maceracion en solventes hidroalcohdlicos. Sin
embargo, los pardametros de operacion, no han
sido evaluados. Por lo tanto, el objetivo de este
trabajo es evaluar la influencia del Tamafio de
Particula (TP), la Agitacion (A) y el Tiempo de
Maceracion (TM) en la Eficiencia de extraccion
de sustancias bioactivas de la seta ostra (E).
Para ello, se prepararon tinturas madre con
etanol al 60% y hongo en polvo en relacion
1:10y se realizd un disefio experimental 23 con
un nivel de confianza del 95%. Se encontré que
el tratamiento que presenta la mayor
eficiencia (29%) consta de TP=500 micras,
TM=48 hy FA=160 rpm. La influencia de FA en
E fue la Unica estadisticamente significativa. El
anadlisis de regresion lineal arrojo el siguiente
modelo matematico: E (FA)=- 0,0636667*FA+
31,9242.

PALABRAS
optimizacion.

CLAVE: extractos, eficiencia,

ABSTRACT

The bioactive substances of Pleurotus
ostreatus can be extracted by maceration in
hydroalcoholic  solvents. However, the
operating parameters have not been
evaluated. Therefore, the objective of this
work is to evaluate the influence of Particle
Size (TP), Agitation (A) and Maceration Time
(TM) on the Extraction Efficiency (E) of
bioactive substances from the oyster
mushroom. To do this, mother tinctures were
prepared byr 60% ethanol and powder
mushroom in 1:10 ratio, and an experimental
design 23 was carried out with 95%
confidence level. It was found that the
treatment with the highest efficiency (29%)
consists of TP = 500 microns, TM = 48 h and
FA = 160 rpm. The influence of FA on E was
the only statistically significant. The linear
regression analysis gave the following
mathematical model: E (FA) = - 0.0636667 *
FA +31.9242.

KEYWORDS: extracts, efficiency, optimization.
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INTRODUCCION ende, los procesos de extraccién por
maceraciéon cobran importancia, ya que
El envejecimiento acelerado de la poblacion y ademds de econdmicos, son sencillos v
el aumento de la carga de enfermedades ecolégicos. Los extractos pueden  ser

crénicas ha generado preocupacion
internacional y creado conciencia de |Ia
importancia del mejoramiento y preservacion
de la salud (Mitra y Rodriguez-Fernandez,
2010; OMS, 2015). Estudios epidemioldgicos
desarrollados por mas de 50 aflos han
manifestado que tales inconvenientes pueden
ser contrarrestados con una alimentacion
balanceada (Terry et al., 2001), de ahi que el
mercado mundial de alimentos funcionales
esté aumentando a una tasa anual del 8-14 %
(Agriculture and Agri-Food Canada, 2009).

Los hongos comestibles son considerados
alimentos funcionales, ya que presentan
propiedades tanto nutricionales como
medicinales que permiten mejorar las
funciones bioldgicas y por lo tanto la salud del
consumidor (M. E. Valverde, Herndndez-Perez,
y Paredes-Lépez, 2013).

El segundo hongo comestible mas cultivado en
el mundo es la seta ostra (Pleurotus ostreatus)
(Sudrez y Nieto, 2013), el cual sintetizan gran
variedad de compuestos bioactivos como
glicoproteinas, polisacdridos, policétidos,
péptidos, polifenoles, lectinas, betaglucanos,
entre otros, los cuales generan reacciones
biolégicas que favorecen la salud del
consumidor (Gomes-Corréa et al., 2016). Se ha
reportado actividad bioldgica anticancerigena
(Deepalakshmi y Mirunalini, 2016),
antiinflamatoria (Gunawardena et al., 2014),
antimicrobiana (Ramesh vy Pattar, 2010),
antioxidante (Khan et al., 2017), anti-tirosinasa
(Hapsari et al., 2012), antitumoral (Devi et al.,
2015), cardioprotectora (Yan et al.,, 2015),
hepatoprotectora (C. Zhang et al, 2016),
hipocolesterolémica, hipoglucémica (Y. Zhang
etal., 2016) e inmunomoduladora (Llaurado et
al., 2016).

Las propiedades medicinales de P. ostreatus
pueden ser aprovechadas mediante extraccion
de las sustancias bioactivas que le generan. Por

empleados como materia prima para la
formulacién de otras preparaciones (Azmir et
al., 2013), como muestra para el estudio de
componentes  bioactivos y  actividades
bioldgicas (Smith, 2003), o como insumo para
aplicaciones industriales que permitan
aprovechar su potencial biolégico (Chitiva,
2010). Dentro de las aplicaciones industriales
de los extractos fungicos se destaca su uso
como cosmocéuticos, nutricosméticos (Taofig
et al, 2016), nutracéuticos, nutricéuticos
(Niksic, Klaus, y Argyropoulos, 2016), vy
biofdrmacos (M. E. Valverde et al., 2013).

La distribucién y consumo de los extractos
fungicos constituye, no sélo una forma de uso
sostenible del capital natural, que segun el
Plan Nacional de desarrollo actual del Ecuador
(2014-2018), es uno de los objetivos para el
crecimiento verde del pais (DNP, 2014), sino
también, wuna forma de contribuir al
mejoramiento de la salud de la poblacion, que
es uno de los Objetivos del Desarrollo
Sostenible de la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU, 2015).

No obstante, los procesos de extraccion de
sustancias bioactivas a partir de hongos no
estan estandarizados, ya que las farmacopeas
existentes fueron hechas especificamente
para tratar material vegetal y animal (E.
Valverde y Dos Santos, 2000). Para
estandarizar el proceso es necesario evaluar la
influencia de los pardmetros que influyen en la
eficiencia de extraccion. Segun Valverde y Dos
Santos (2000), las variables de entrada que
influyen en la maceracion,
independientemente de la escala de
produccion o del tipo de producto final son: el
estado de divisiéon (tamafio de particula) de la
droga, la agitacion, la temperatura, el pH, la
naturaleza del solvente y el tiempo de
extraccion
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Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es
evaluar la influencia del Tamafio de Particula
(TP), la Agitacion (A) y el Tiempo de
Maceracion (TM) en la Eficiencia de extraccion
de sustancias bioactivas de la seta ostra (E).

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

La cepa ceba-gliie-po-010106 de Pleurotus
ostreatus, perteneciente al Banco de Recursos
Genéticos Microbianos (BRGM) del CEBA fue
empleada como inéculo primario para la
propagacion del micelio sobre los granos de
trigo, los cuales fueron usados como inéculo
secundario para la propagacién del micelio
sobre el sustrato electo, la paja de fréjol
(Phaseolus vulgaris) (Pineda, 2014). Los
cuerpos fructiferos del hongo se cultivaron a
una temperatura promedio de 18 °C,
adoptando las consideraciones técnicas
establecidas por Pineda, Duarte y Ponce
(2017); luego se cosecharon y se almacenaron
a 4°C hasta su uso.

Equipos

Se empled una balanza de precisién Acculab
VIC212, un horno desecador Jelo Tech ON-O1E,
un molino eléctrico VICTORIA VH750-C, un
agitador mecdnico (shaker) Stuart SSM1,
tamices Fisher No. 18 (1 mm) y 35 (0,5 mm).

Preparacion del material bioldgico

Los cuerpos fructiferos se revisaron para
comprobar que no se encuentren en
deterioro, luego se fragmentaron en trozos de
aproximadamente 5 cm y se deshidrataron en
el horno de secado a 60 °C hasta peso
constante, segun metodologia de Ma vy
colaboradores (2014). Posteriormente se
molierony se tamizaron. Se selecciond el polvo
que pasara por el tamiz No. 18 y quedara por
encima del No. 35.

Maceracidn dindmica

La tintura para cada Erlenmeyer se prepard
guardando una relacion peso/volumen 1:10
entre la muestra y la tintura (Comissdo
Permanente de Revisdo da Farmacopéia
Brasileira., 1997). Las tinturas se maceraron
segln disefio experimental y se filtraron. Los
residuos obtenidos se conservaron para
calcular la eficiencia de extracciéon y los
extractos para estudios posteriores de quimica
analitica.

Disefio experimental

Se realizé un disefio experimental factorial 23,
con un numero de respuestas, 15 grados de
libertad (g. |.) para el error y un orden
completamente aleatorizado. Los factores de
estudio fueron el Tiempo de Maceracién (TM),
la Frecuencia de Agitacién (FA) y el Tamafio de
Particula (TP), con dos niveles de estudio cada
uno, los cuales se combinaron formando un
total de 8 tratamientos que se realizaron por
triplicado dando lugar a 24 corridas
experimentales. Los niveles seleccionados
para el factor TM fueron 24 h y 48 h, mientras
que los para el factor FA fueron 140 rpm vy 160
rom, y para el Factor TP fueron 500 micras y
1500 micras. La variable de respuesta fue la
eficiencia de extraccién de sustancias
bioactivas y la unidad experimental fue una
muestra de aproximadamente 5 g del hongo
seco en polvo. El resto de pardmetros se
consideraron parametros de operacién, tales
como la temperatura ambiente de 27 °C, la
presion atmosférica de 0,95 atm y el solvente
etanol al 60 % v/v.

Calculo de la eficiencia de extraccion

Los filtros de papel Whatman No. 4 se secaron
a 60 °C hasta peso constante (AOAC, 1990).
Por otro lado, las muestras maceradas se
filtraron al vacio y se secaron sobre el papel
Whatman a 60 °C hasta peso constante, el cual
también se registrd. El peso final de las
muestras se obtuvo difiriendo los valores
previamente registrados (1), y el peso de las
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sustancias bioactivas extraidas se determino Trat TM (h) FA (rpm) TP (micras) E (%)
sustrayendo al peso inicial de la muestra su

. g 2 48 140 1500 20,00
peso final luego de la maceracién (2).
6 48 140 500 13,18
8 48 160 500 29,65
Pfm = Ppm—P 1 ’

fm(9) P o/ () 2 48 140 1500 21,65

Pext (g) = Pim — Pfm (2) 7 24 160 500 20,38

5 24 140 500 23,06
Donde; 8 48 160 500 28,24
Pfm = Peso seco final de la muestra (luego de 3 24 160 1500 23,53
maceracion) 6 48 140 500 13,65
Ppm = Peso seco de la muestra sobre el papel 1 24 140 1500 17,88
filtro 4 48 160 1500 21,88

Ppf = Peso seco del papel filtro

Pext = Peso seco de sustancias bioactivas
extraidas

Pim = Peso seco inicial de la muestra (antes de
la maceracion)

La ecuacion 3 permite calcular la eficiencia de
extraccion de las sustancias bioactivas,
mediante el cociente entre el peso seco del
extracto y el peso seco inicial de la muestra,
multiplicado por 100.

Pext

E (%) = «100 (3)

Pim
RESULTADOS

En la tabla 1, se presenta la matriz de
resultados, conforme al disefio experimental.

Tabla 3. Matriz de resultados experimentales.

Trat TM (h) FA(rpm) TP (micras) E (%)
2 48 140 1500 20,24
6 48 140 500 14,12
7 24 160 500 19,76
5 24 140 500 22,59
3 24 160 1500 23,76
1 24 140 1500 17,65
8 48 160 500 28,94
4 48 160 1500 21,65
7 24 160 500 21,00
3 24 160 1500 24,00
4 48 160 1500 21,41
5 24 140 500 22,12
1 24 140 1500 17,41

Anadlisis de Varianza para Eficiencia

Enlatabla 2, se presenta el ANOVA, que evalla
la variabilidad de eficiencia en piezas
separadas para cada uno de los efectos.
Entonces prueba la significancia estadistica de
cada efecto comparando su cuadrado medio
contra un estimado del error experimental. En
este caso, un efecto tiene el valor-P menor que
0,05 indicando con un nivel de confianza del
95,0% que su influencia en la eficiencia de
extraccion es estadisticamente significativa.

Tabla 4. Analisis de varianza para Eficiencia

Fuente Razén-F Valor-P
™ 0,01 0,9349
FA 11,73 0,0038
TP 0,10 0,7549
(TM)*(FA) 4,42 0,0529
(TM)*(TP) 0,04 0,8360
(FA)*(TP) 1,02 0,3294

Analisis de Pareto

En la figura 1, se presenta el diagrama de
Pareto estandarizado para la eficiencia, el cual
corrobora los resultados del andlisis de
varianza, indicando que existe diferencia
significativa en el valor de la Eficiencia cuando
se estudia el factor de agitacion.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para Eficiencia Superficie de Respuesta Estimada
‘ ‘ Tamafio=1000,0
B:Agitacion ‘ /0 +
I -
AB ‘
o | I
C:Tamafio - 'é
|
A:Tiempo D
0 1 2 3 4
Efecto estandarizado .
i Tiempo

Figura 1. Diagrama de Pareto Estandarizada
para Eficiencia

Camino de Maximo Ascenso para Eficiencia

En la tabla 2, se presenta el trayecto de
maximo ascenso (o descenso). Este es el
trayecto, desde el centro de la regidn
experimental actual, a través del cual la
respuesta estimada cambia mas rapidamente
con un cambio menor en los factores
experimentales. Indica buenas locaciones
para correr experimentos adicionales si el
objetivo es incrementar o disminuir la
eficiencia. Actualmente, 6 puntos se han
generado cambiando tiempo en incrementos
de 1,0 (h).

Tabla 3. Camino de Maximo Ascenso para
Eficiencia

™ FA TP Prediccién
(h) (rpm)  (micras) E (%)
36,0 150,0 1000,0 21,1563
37,0 155,0 960,446 22,5365
38,0 157,335 932,349 23,3118
39,0 159,213 906,503 24,0217
40,0 160,864 881,886 24,7175
41,0 162,374 858,087 25,4176

Andlisis de la superficie de respuesta estimada

En la figura 2, se presenta la superficie de
respuesta estimada. La maxima eficiencia se
logra cuando se trabaja con niveles superiores
de tiempo y agitacién para un tamafio de
particula de 1000 micras.

Figura 2. Superficie de respuesta estimada
para un tamafio de particula de 1000 micras.

Modelo matemadtico empirico

Un modelo de regresién lineal fue arrojado por
el software estadjistico:

E (FA) = —0,0636667 * FA + 31,9242

Utilizando el modelo matematico como
funcion objetivo, se optimiza la variable
respuesta, logrando un valor maximo de
26,11% cuando el proceso es operado a 48
horas de tiempo, 160 rpm de agitacién y 500
micras de tamafio de particula.

DISCUSIONES
Tamafio de particula

La velocidad de difusion del solvente esta en
funcion del tamafio de particula de la droga. La
division excesiva de la droga produce polvos
muy finos que se compactan, lo que dificulta la
penetracion del solvente y la extraccién
incompleta de los principios activos; ademas,
pueden pasar al extracto y dar una apariencia
turbia. La filtracion de esos extractos es dificil,
lenta y costosa, ademads, causa la retencion de
una parte del extracto. Por otro lado, una
deficiente reduccion del tamafio de particula
disminuye el area superficial de la droga, lo
que dificulta la penetracion del solvente a las
células fungicas (E. Valverde y Dos Santos,
2000).

Estd comprobada su influencia en la eficiencia
de extraccion de polifenoles de la hierba

30



Revista Biorrefineria Vol. 3

N°. 3 Afo: 2020 ISSN: 2602-8530

Thymus serpyllum L (Jovanovi¢ et al., 2017),
pero en la extraccion de sustancias bioactivas
de hongos por maceracién no ha sido
evaluada.

Pese a que el tamafio de particula no ha sido
evaluado, algunos investigadores han
trabajado con tamafios de particula de 0,8 mm
logrando una eficiencia del 32,7% (Finimundy
et al. 2018); 0,5 mm logrando una eficiencia
del 4% (Szwengiel y Stachowiak, 2016); 0,4 mm
logrando una eficiencia del 3,1% (Lin et al.,
2014); 0,25 mm logrando una eficiencia del
2,6% (Hu et al., 2006); y 0,18 mm logrando una
eficiencia del 7,1% (Li y Shah, 2016). Pareceria
que la disminucién del tamafio de particula
provoca la disminucién de la eficiencia, pero Li
y Shah (2016) obtuvieron una mayor eficiencia
que los otros autores, con excepcion de
Finimundy y colaboradores (2018), pese a que
su TP es el menor. Por lo que podria pensarse
que este parametro no tiene influencia fuerte
en la eficiencia de extraccion, coincidiendo con
este trabajo.

Frecuencia de agitacion

La agitacién ritmica y fuerte de la tintura
contra un soporte adecuado o recipiente se
denomina dinamizacién (Machado, 2000), , y
favorece el proceso de extraccidn gracias a que
incrementa la difusion de las sustancias
bioactivas y disminuye el gradiente de
concentracién (Azmir et al., 2013). Esta
comprobado que la dinamizacion de la
maceracion aumenta la eficiencia de
extraccion de polifenoles (Lima et al., 2015).

La mayoria de las investigaciones reportadas
en la literatura para P. ostreatus realizan la
extraccion por maceracion estdtica, son pocas
las que incorporan agitacion al proceso, vy
cuando lo hacen optan por una frecuencia de
150 rpm (Huang et al., 2015; Nattoh et al,,
2016; Ramesh y Pattar, 2010; Ren et al., 2014;
C. Zhang et al., 2018), que es la recomendada
por las farmacopeas para drogas vegetales.
Otros autores operaron a 115 rpm (Sulistiany,

Sudirman, y Dharmaputra, 2016) y el resto no
controlé la frecuencia de agitaciéon (Hapsari et
al.,, 2012; J. Liet al., 2015; D. Ren et al., 2015).
Pero ningun autor evalud la influencia de la
frecuencia de agitacion en la extraccion de
sustancias bioactivas de Orellana. Aunque
algunos calcularon la eficiencia de extraccién:
32,7% operando con agua al clima a 500 rpmy
relacion 1:30 (Finimundy et al. 2018), 7,8%
operando con etanol 80% a 150 rpm y relacion
1:50 (Radzki et al., 2016); 22,2% operando con
agua hirviendo a 150 rpm y relacion 1:20 (Alam
et al., 2010).

En el presente trabajo se encontrd que la
frecuencia de agitacién si tiene influencia
significativa y su valor dptimo fue de 160 rpm,
muy cercano al recomendado por las
Farmacopea argentina (1996), Farmacopea
brasilefia (2010) y Farmacopea francesa
(1847).

Tiempo de maceracién

Se determina experimentalmente en funcion
del solvente y del equipo seleccionado. Debe
ser el suficiente para permitir la separacion de
los compuestos de interés, sin embargo, tiene
que procurarse que no sea excesivo para evitar
sobrecostos innecesarios (Dalonso et al,
2010).

Tan sélo dos investigaciones evaluaron la
influencia del tiempo de maceracién en el
proceso de extraccién de polisacdridos de
Pleurotus. Para Jiao y colaboradores (2017) el
tiempo optimo fue de 44,77 minutos y obtuvo
una eficiencia de tan soélo 3.61%, mientras que
para Sun y colaboradores (2010) fue de 2.7
horas, aunque no midieron la eficiencia de
extraccion como variable de respuesta sino el
porcentaje de purificacion. Algunos estudios
afirman que debe limitarse a 90 minutos, ya
que luego de este tiempo la influencia sobre la
eficiencia de extraccion tiende a ser
insignificante (Albuquerque et al, 2017,
Jovanovi¢ et al., 2017), por lo que no seria un
factor estadisticamente influyente (Cuji¢ et al.,
2016). Ademas, Modelos de Superficie de

31



Revista Biorrefineria Vol. 3

N°. 3 Afo: 2020 ISSN: 2602-8530

Respuesta (RSM, por sus siglas en inglés)
demostraron que el tiempo de operacion no se
ve afectado por la Relacién Droga:Solvente, el
ndimero de extracciones o la temperatura de
operacion (Sun et al., 2010).

Alam vy colaboradores (2010) realizaron
maceraciones acuosas durante 3 h vy
obtuvieron una eficiencia del 22,2%.
Finimundy y colaboradores (2018), lo hicieron
durante 2,5 h y obtuvieron una eficiencia del
32,7%. Hapsari y colaboradores (2012)
maceraron durante 2 h y obtuvieron una
eficiencia del 12%. Pahila y colaboradores
(2017) lo hicieron en menos de una hora vy
obtuvieron una eficiencia de tan sélo el 10%,
del mismo modo que Phat, Moony Lee (2016),
quienes obtuvieron una eficiencia de tan sdlo
el 3,1%, operando cada uno con diferente
relacién  droga:solvente. Otros autores,
realizaron las maceraciones incorporando
etanol, antes y/o después de la maceracion en
agua, obteniendo eficiencias del: 30 %
operando con agua hirviendo durante 2 h'y
Etanol 80% durante 4 h (Xu et al., 2016); 7,8%
operando con Etanol 80% durante 1 h y agua
hirviendo durante 3 h (Radzki et al., 2016);
7,1% operando con Etanol 95% durante 24 h,
agua hirviendo durante 3 h y Etanol 80%

durante 12 h (S. Li y Shah, 2016); 5,8%
operando con agua durante 3 h y Etanol 95%
durante 24 h (Y. Zhang et al., 2012); 5,3%
operando con Etanol 80% durante 24 h, agua
durante 2 h y Etanol absoluto durante 12 h
(Xia, Fan, Zhu, y Tong, 2011); 5,2% operando
con Etanol 99% durante 48 h, agua hirviendo
durante 8 h y Etanol 99% durante 12 h (P.
Mitra, Khatua, y Acharya, 2013) 3,8% vy 3,1%
operando con Etanol absoluto durante 6 h y
24 h, respectivamente (Komura et al., 2014;
Lin et al., 2014); 2,7% % operando con Etanol
80% durante 3 h y agua hirviendo durante 3 h
(Facchini et al., 2014). Considerando los datos
anteriores, se ve no relacion de linealidad y/o
proporcionalidad entre la variacion del tiempo
de maceracion y la eficiencia de extraccion, lo
que concuerda con los resultados de este
trabajo.

CONCLUSIONES

Se encontrd que el tratamiento que presenta
la mayor eficiencia (29%) consta de TP=500
micras, TM=48 h y FA=160 rpm. La influencia
de FA en E fue la Unica estadisticamente
significativa. El analisis de regresiéon lineal
arrojé el siguiente modelo matematico: E
(FA)=- 0,0636667*FA+ 31,9242.
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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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RESUMEN

Psilocybe spp. es un hongo alucinégeno, que
no solo es util desde el punto de vista
recreacional, sino que presenta propiedades
medicinales para el tratamiento de trastornos
psiquidtricos, siendo notable su potencial en la
industria farmacéutica. El objetivo de este
trabajo fue describir el proceso de obtencidn
de cepas puras de Psilocybe spp con fines

industriales. La purificacion de cepas de
Psilocybe  spp. presenta varias fases:
recoleccion, aislamiento, identificacion,

caracterizacién y conservacion. Las fases mas

importantes son la identificacion y la
conservacion.
PALABRAS CLAVE: estabilidad genética,

viabilidad, potencial industrial, psilocibina.

ABSTRACT

Psilocybe spp. is a hallucinogenic fungus, which
is not only useful from the recreational point of
view, but also has medicinal properties for the
treatment of psychiatric disorders, its potential
being notable in the pharmaceutical industry.
The objective of this work was to describe the
process of obtaining pure strains of Psilocybe
spp for industrial purposes. The purification of
strains of Psilocybe spp. It presents several
phases: collection, isolation, identification,
characterization and conservation. The most
important phases are identification and
conservation.

KEYWORDS: genetic  stability,
industrial potential, psilocybin.

viability,

INTRODUCCION

Se estima que existen en la naturaleza mas de
1,5 millones de especies de hongos, de las
cuales solo se han descrito alrededor de 69 mil
(Hawksworth, 1991). Aproximadamente 14 mil
especies de hongos presentan basidiocarpo,
de las cuales mas de tres mil pueden ser
consideradas como comestibles y tan sélo 10
producidas a escala industrial (Chang y Miles,

2004). Tan sélo en el Ecuador se han estimado
mas de 100 mil especies de hongos
(Hawksworth, 2001), aunque sélo se han
descrito cinco mil (Freire Fierro, 2004).

“Hongos alucinégenos” es el nombre dado a
los hongos psicoactivos, pertenecientes a los
géneros Psilocybe, Panaeolus y Gymnopilus,
que contienen compuestos alucinégenos de
caracter inddélico como psilocibina, psilocina y
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sus andlogos baeocistina, norbaeocistina y
aeruginascina. A estos hongos se les concede
un caracter magico-religioso, ya que eran
empleados por los indigenas de México vy
Centroamérica en sus ceremonias con fines
religiosos 'y medicinales (Bozal, 2013;
Catafolmoy Tyler, 1964; Hofmann et al., 1958;
Peredy y Bradford, 2014). Los chamanes
antiguos los usaban para la induccién de
visiones y estados de trance, los cuales eran
semejantes a estados de suefio o de psicosis
aguda (Metzner, 2005). En la actualidad son
consumidos como droga recreativa por
algunos  sectores de la  poblacion,
principalmente adolescentes, aunque su
posesion es ilegal (Vega et al., 2013). Los
hongos alucindgenos estan disponibles en
forma fresca, conserva (por ejemplo,
deshidratados, cocidos, congelado...) o incluso
como polvos secos o capsulas (European
Monitoring Centre for Drugs and Drug
Addiction, 2015).

Psilocybe spp. es un género de hongos
alucindgenos consumido ancestralmente por
sus propiedades neurotrdpicas; es un hongo
facil de obtener, facil de cultivar, resistente a
enfermedades y psicoactivamente fuerte
(Gottlieb, 1976). La mayoria de las especies del
género se congregan en dos clados separados.
Un clado corresponde a las especies
alucindgenas y el otro a las no alucindgenas;
por lo que la produccion de triptaminas es una
sinapomorfia para esos taxones (Redhead et
al.,, 2007). Guzman y colaboradores (2012)
hicieron una revision de las especies
reportadas en la literatura hasta el momento y
describieron nueve nuevas especies del
género. Las especies alucinégenas mas
estudiadas son P. cubensis y P. mexicana,
mientras que P. semilanceata es la mas
promisoria, ya que es gran productora de
psilocibina (Andersson, Kristinsson, y Gry,
2009; Peredy y Bradford, 2014). Entre las
especies no alucindgenas se destacan P.
percevalii (Guzman vy Kasuya, 2004) y P.
atrobrunnea (Borovicka et al., 2015).

La psilocibina y sus derivados han demostrado
ser efectivos en el tratamiento de trastornos
psiquidtricos como el desorden obsesivo
compulsivo, la ansiedad en pacientes
terminales, la cefalea cronica, la esquizofrenia,
la depresién persistente , y las adicciones al
alcohol, a la cocaina y al tabaco (Bogenschutz
etal., 2015; dos Santos et al., 2016; Grob et al.,
2011; Johnson et al., 2014; Moreno et al.,
2006; Patra, 2016; Vollenweider et al., 1999)
sin inducir a largo plazo al deterioro de la
memoria, delirio o adiccién (Halberstadt,
2015; Tyls, Palenicek, y Horacek, 2014),
siempre y cuando se empleen dosis adecuadas
(Hasler et al., 2004). Por otro lado, la
psilocibina puede inhibir el crecimiento de
varios hongos de la rizésfera, con excepcion de
Trichoderma spp. (Keay y Brown, 1989).

Siendo notable el potencial biotecnoldgico y
farmacéutico de Psilocybe spp, es necesario
obtener cepas puras nativas. Sin embargo,
existe limitado conocimiento acerca del
protocolo de purificacién de cepas, lo que
dificulta el éxito de la operacién. Bajo este
contexto, el objetivo de este trabajo es
describir el proceso de obtencion de cepas
puras de Psilocybe spp con fines industriales,
mediante una amplia revision de la literatura
que promueva la valorizacién de la
biodiversidad nativa del Ecuador.

RECOLECCION

Psilocybe spp crece por lo general en o cerca
del estiércol de vaca en los pastos, solitario o
gregario, durante los periodos calientes y
lluviosos, desde el artico a los trépicos
(Gottlieb, 1976; Stafford, 2003c). Aunque
también pueden crecer sobre otros sustratos,
como se muestra en la tabla 1.

Hay que tener mucha precaucion porque estos
hongos pueden confundirse con otros de
caracter téxico que crecen bajo las mismas
condiciones, por lo que se aconseja que el
recolector se empleen claves taxondmicas
(Gottlieb, 1976).
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Tabla 5. Sustratos especificos para algunas especies de Psilocybe spp.

Especie Sustrato

Referencia

P. caerulescens

de café

Deslizamientos de tierra,

cafa de azucar
mantillo, alrededor de plantaciones de maiz o

(Gottlieb, 1976)

P. caerulipes

Troncos en descomposicidn y restos de arboles
de madera dura (especialmente abedul y arce)

(Gottlieb, 1976)

P. cyanescens Tierra, entre hojas y ramas

(Gottlieb, 1976)

P. mexicana

de los bosques de pino

Musgos e hierbas junto a los caminos, en los
prados hiumedos, en los campos de maiz y cerca

(Gottlieb, 1976)

P. pelliculosa
de coniferas

Humus y escombros, en o cerca de los bosques

(Gottlieb, 1976)

P. quebecencis

en la descomposicién

Suelos arenosos que contienen restos vegetales
inundados regularmente por la crecida del rio y
de
(especialmente de abedul, aliso, pino y abeto)

(Gottlieb, 1976)

la  madera

P. semilanceata

Suelo, entre los pastos, bordes de caminos vy
bosques de coniferas, pero nunca en el estiércol

(Gottlieb, 1976)

P. strictipes
como los pinos

Madera en descomposicion y troncos de arboles

(Gottlieb, 1976)

P. sylvatica

Mantillo de hojas, madera (especialmente de
haya), y suelo alrededor de los tocones y troncos

(Gottlieb, 1976)

P. cubensis var.
Cyanescens
estiércol

Praderas afuera de las zonas forestales, estiércol
de vaca o de caballo, paja, serrin o mezcla con

(Gottlieb, 1976;
Stafford, 2003b)

P. coprophila

Estiércol de conejo o de vaca

(Masiulionis,
Weber, & Pagnocca,

endurecido de arrozales

2013; Stamets,
1996)
P. samuiensis No fructifica directamente en el estiércol pero | (Gartz, Allen, &
aparece disperso o gregario en el suelo | Merlin, 1994)

En la literatura se han reportado varias
pruebas de campo para la identificacién de
especies psilocibicas. Una de ellas es la
exposicion del tejido interno de los carpéforos
al aire, la cual se tornara azulada después de
30 minutos tras oxidacion de sustancias a base
de indol, sin embargo, puede que algunas
especies venenosas como Boletus

Eastwoodiae respondan positivo a esta prueba
mientras algunas que si son psilocibicas no lo
hagan. Otra prueba reportada en la literatura
es el tratamiento de los tejidos con metol, un
producto  quimico  utilizado en los
desarrolladores de fotos, el cual acelera la
coloracién azul de los hongos de psilocibina;
sin embargo, varias setas que contengan
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sustancias inddlicas de cualquier tipo va a
responder positivamente a esta prueba vy la
mayoria de los organismos vivos contienen
aminoacidos a base de indol como el
triptéfano (Gottlieb, 1976).

Segun Gottlieb (1976) no existe prueba de
campo para la identificacion de los hongos de
psilocibina, sin embargo, hay una prueba
relativamente simple para identificar Ia
presencia de la psilocina y psilocibina
mediante cromatografia en papel. Para ello el
hongo se seca, se pulveriza y se extrae por
maceracion dindmica con una pequefa
cantidad de metanol durante media hora;
luego de que los residuos se han asentado, el
sobrenadante es vertido sobre el papel en una
zona de unos 2 mm. La zona manchada es
tratada con agua saturada de butanol durante

aproximadamente dos horas, posteriormente
es secada y pulverizada ligeramente con una
solucién saturada de p-dimetil-
aminobenzaldehido en alcohol, y luego con
acido clorhidrico 1 N. El papel es secado de
nuevo vy analizado. Si se ha desarrollado un
color rojizo indica presencia de psilocibina,
mientras que si el color desarrollado es azul-
violeta indica presencia de psilocina (Gottlieb,
1976).

Un buen libro para la identificacion de especies
a nivel macro es “Poisonous and
Hallucinogenic Mushrooms" (Haard y Haard,
1975). En la tabla 2 se resumen algunas de las
principales  caracteristicas  macroscopicas
necesarias de Psilocybe spp. En las figuras 1, 2,
3 y 4 se ve la representacion fotografica de
algunas especies del género (Stamets, 1996).

Figura 5. P. mexicana
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Tabla 2. Caracteristicas macroscépicas de Psilocybe spp.
Especies Caracteristicas microscdpicas
Estipite Pileo Lamelas Referencia
P semilanceata Solido, color Codnico a obtuso, Adnatas a (Cole, 2003)
blanco a amarillo | color café rojizo anexas
P. cubensis Hueco, curvado, | Cdnico a convexo, | Adnatasa (Cole, 2003;

de color blanco a

color ocre a crema

anexas, color

Stamets, 1996)

rosa amarillento

campanulado,
color café a ocre

adnata o anexa

amarillo verde grisaceo

verdoso, con

anillo blanco

fibroso
P. aztecorum Corto Convexo Verde grisaceas | (Stamets, 1996)
P. mexicana Hueco, color Cdnico a Ondeada, (Cole, 2003)

P. baeocystis

Céntrico,
curvado y color
café

Ondulado y
parecido a la tapa
de una botella

(Stafford, 2003a)

membranoso
blanco

pero ligeramente
estriado, color
marron rojizo a
marron
amarillento

color marron
violaceo oscuro,
con bordes
blanguecinos

P. coprophila Céntrico, Inicialmente Subdistantes, (Gilmore, 1926)
ahusado hacia convexo, luego Desiguales,
arriba, hueco, glabro plano o adnadas a
subcartilaginoso, | Incluso deprimido. | subdecurrentes,
a menudo Color avellana a color amarillo a
flocoso y luego marron multicolor
Glabro, color
ocre
P. squamosa Cilindrico, Convexo, Adnadas, (Hernandez,
céntrico, de ligeramente anexasy color 2007)
color crema, con | umbonado, lila
anillo fibroso sedoso, amarillo
P. percevalii Color Convexo a Adnadas, color | (Guzman &
blanguecino a subumbonado o violaceo- Kasuya, 2004)
ocre, con anillo subcampanulado, | marrény
fibroso blanco liso, color ocre bordes
palido a marrén blanguecinos
P. Color blanco a Convexo, a veces Adnadas, (Guzman &
pseudobullacea | gris palido, anillo | subumbonado, liso | decurrentes, Kasuya, 2004)
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Especies Caracteristicas microscdpicas
Estipite Pileo Lamelas Referencia
P. samuiensis Hueco, liso a Subconvexa a Adnadas a (Gartz et al.,
ligeramente Codnica-convexa, anexas, de color | 1994)
Subbulboso, de umbonado o arcilla en fresco
color blanco a campanulado, y marrén
paja palido con estriado, sulcado violaceo a
fibrillas blancas en el margen e marron

seco.

higrofano, de color
marron rojizo a
paja en frescoy
arcilla cuando esta

chocolate con
bordes blancos
cuando esta
seco.

AISLAMIENTO

Se puede realizar a partir de un cuerpo
fructifero o de unas pocas esporas. Para la
toma de una muestra de tejido se disecciona el
tallo del carpéforo, mientras que para realizar
la impresion de esporas se corta el estipite
desde la base y se deposita el pileo boca abajo
sobre una hoja de papel blanco o un
portaobjetos, luego se cubre con una tapa de
una caja de Petri y se esperan 24 horas hasta
obtener la esporada (Gottlieb, 1976; Stamets,
1996).

Las muestras son cultivadas en medios Agar
Saboraud (Leung, Smith, y Paul, 1965), Agar
Papa Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) o
Agar Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en
inglés) a 21-24 °C durante 10-12 dias. En
cuanto a medios liquidos se reporta caldo de
Papa-Levadura-Dextrosa (PDY, por sus siglas
en inglés).

El medio de cultivo tiene que haber sido
previamente esterilizado a 65 °C durante 30
minutos; una temperatura mayor provoca la
caramelizacién de los azucares, lo que inhibe el
crecimiento del micelio y la produccion de
psilocibina (Gottlieb, 1976). Se seleccionan las
cepas de mayor y mas rapido crecimiento, y
por supuesto, que no estén contaminadas
(Gottlieb, 1976).

IDENTIFICACION

Para la identificacion morfoldgica, mediante
observacién de caracteristicas microscdpicas
se emplean dos reactivos: amoniaco al 10 % y
el reactivo de Melzer; el primero se emplea
como agente de limpieza suave y de
rehidratacion de la carne del hongo, mientras
que el segundo se emplea como revelador de
caracteres ya que tifie las estructuras de un
color azulado-negro, purpura-marréon o
dorado a amarillento. La muestra se sumerge
primero en solucion amoniacal y luego se
monta en el reactivo de Melzar sobre un
portaobjetos, se tapa con el cubre objetos y se
observa. El tamafio de la muestra debe ser al
menos como el de una cabeza de alfiler, con un
espesor igual o inferior a 1 mm. Los principales
caracteres estudiados son las esporas, el
cistidio, la estructura de la capa externa del
pileo y la estructura basica del tejido inter-
branquial (Watling, 1983).

Algunas caracteristicas generales del género
Psilocybe spp. son: hifas apiculadas con punta
hialina; micelio blanco y algodonoso; esporada
en masa de color purpura cuando se derrama
por primera vez y mas tarde marrdn negruzca.
Los basidios son tetrasporosos en forma de
botella; el pleurocistidio puede ser escaso
ventricoso a ausente, con una base corta y
estrecha o subcilindrica; las esporas son de
color marron amarillento oscuro,
subhexagonales en vista frontal y subelipticas
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en vista lateral, aunque pueden ser
subelipsoides por todas las vistas, con una
base estrecha y un amplio poro germinal.
Cuando las esporas comienzan a formarse se
produce una curvatura negativa geotrépica del
estipite (Badham, 1982; Guzman y Kasuya,
2004; Stamets, 1996). Para la consulta de
claves taxondmicas mas especificas remitirse
al trabajo de Watling (1983). En la figura 5 se
representan algunas de estas caracteristicas
mencionadas.

Figura 6. a) Esporas y b) basidios de Psilocybe
cubensis.
Fuente: (Hernandez, 2007)

Los métodos de analisis molecular identifican
un mayor numero de especies en contraste
con el método morfolégico (Gambaro et al.,
2016; Kowalczyk et al., 2015), que consta
principalmente de una impresion de esporas
sobre una superficie plana y la observacion de
sus caracteristicas microscépicas (Gottlieb,
1976). Lee, Cole y Linacre (2000) emplearon un
método de identificacion molecular, mediante
el uso de secuencias de ADN especificas dentro
del espaciador transcrito interno del complejo
de genes ribosomales. La amplificacién de un
producto de ADN comun y de dos metabolitos
especificos del género facilita la identificacion
inequivoca de los contenidos de estos hongos
a nivel de género (Lee et al., 2000). Hasta el
momento se han descrito 435 secuencias de
ADN y ARN; 69 secuencias de proteinas; 36
secuencias fijas de estudios filogenéticos y de
poblacion; y un catdlogo de nomenclatura y
clasificacion taxonémica (NCBI, 2016a).

Lo mejor es emplear métodos moleculares, ya
que muchas especies pueden parecerse

demasiado  morfoldgicamente, pero en
términos genéticos pueden ser muy distantes;
tal es el caso de P. laetissima, que
recientemente se cambid al género
Leratiomyces (Borovicka et al., 2015).

CARACTERIZACION

Durante su metabolismo secundario, Psilocybe
spp. produce algunas sustancias como
psilocibina (4-fosforiloxi-N, N-
dimetiltriptamina), psilocina (4-hidroxi-N, N-
dimetiltriptamina), baeocistina (4-fosforiloxi-
N-metiltriptamina), norbaeocistina (4-
fosforiloxi-triptamina) (European Monitoring
Centre for Drugs and Drug Addiction, 2015;
Gottlieb, 1976; Leung y Paul, 1966), 4-
hidroxitriptamina (Repke, Leslie, y Guzman,
1976), aeruginascina (Zhuk et al, 2015),
gliceraldehido 3-fosfato dehidrogenasa (NCBI,
2016b), lecitinas (Hernandez et al., 1993),
fenoles (Nowacka et al., 2015), entre otras.

Algunos hongos alucinégenos contienen
diversas cantidades de feniletilamina, una
amina simpaticomimética, que puede ser
responsable de sus efectos cardiovasculares
(taquicardia) y otras reacciones no deseadas
(European Monitoring Centre for Drugs and
Drug Addiction, 2015). Varias de estas
sustancias actlan como alérgenos y pueden
estar presentes tanto en el micelio como en las
esporas, aungue no necesariamente han de
ser los mismos (Helbling, Horner, y Lehrer,
1993).

CONSERVACION

Se aconseja que para el mantenimiento de los
medios se alternen los medios PDA y MEA,
mediante subcultivos periddicos (Gottlieb,
1976; Keay y Brown, 1990). Los carpdforos se
pueden secar a 25 °C, sellar en bolsas de
plastico y almacenar a -10 °C (Gartz y Moller,
1989). El hongo puede todavia ser potente
después de un largo periodo de
almacenamiento (Christiansen y Rasmussen,
1982); y las esporas pueden germinar después
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de 9 meses de almacenamiento a 20 ° C (Gartz,
1992).

CONCLUSIONES

Psilocybe spp. es un hongo alucinégeno
empleado ancestralmente por sus
propiedades neurotrépicas que le dan un
caracter magico-religioso; dichas propiedades
son otorgadas por las triptaminas que poseen,
principalmente  psilocibina, la cual ha
mostrado potencial farmacoldgico en el
tratamiento de trastornos psiquiatricos, por lo

cepas de Psilocybe spp. presenta varias fases:
recoleccion, aislamiento, identificacion,
caracterizacién y conservacion. Las fases mas
importantes son la identificacién vy la
conservacién; la primera porque de ella
depende la adecuada asignacién de
propiedades y usos potenciales a las especies,
de modo que los resultados de su uso a nivel
industrial sean los deseados; la segunda
porque de ella depende la viabilidad vy
estabilidad genética de las cepas. La
purificacion de cepas puras de Psilocybe spp.
ecuatoriano presenta beneficios potenciales

cual la optima purificacién de cepas
ecuatorianas constituye una oportunidad para
valorizar los recursos locales. La purificacién de

para la bioindustria nacional, teniendo en
cuenta su alta biodiversidad.
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RESUMEN

El desaprovechamiento de residuos vegetales,
se debe en gran medida al manejo inadecuado
de los mismos, que evita pensar en alternativas
de valorizacién. En Ibarra se cuenta con el
mercado Amazonas, donde a diario se
producen de 8 a 10 toneladas de residuos
sdlidos, los cuales son vertidos directamente
en el relleno sanitario. El objetivo de este
trabajo es caracterizar fisicoquimicamente los
residuos  para identificar  aplicaciones
potenciales. Para ello se muestrearon los
residuos por el método de cuarteo por
volumen vy se determinaron lo componentes
estructurales mediante analisis proximal. Se
encontré que los residuos del mercado son
aptos nutricionalmente para la produccion de
microrganismos benéficos.

PALABRAS CLAVE: residuos sélidos urbanos,
FES, valorizacion de residuos.

ABSTRACT

The waste of vegetable waste, is largely due to
inadequate management of them, which avoids
thinking about alternatives for recovery. In
Ibarra, there is the Amazonas market, where 8
to 10 kilos of solid waste are produced daily,
which are discharged directly into the landfill.
The objective of this work is to physico-
chemically characterize the residues to identify
potential applications. For this, the waste was
sampled by the quarter method, and the
structural components were determined by
proximal analysis. It was found that the waste
from the market is nutritionally suitable for the
production of beneficial microorganisms.

KEYWORDS: urban solid waste, FES, recovery of
waste.

INTRODUCCION

Los residuos se consideran uno de los problemas
ambientales mds grandes de nuestra sociedad.
La poblacién y el consumo per capita crece, y
por ende los residuos; pero el espacio no, sin
contar que su tratamiento no es el adecuado, ni

el conocido en algunos casos (Medellin et al.,
2008). Cabe aclarar que la generacion de
residuos no varia sélo con la cantidad de
habitantes, sino también con el nivel econédmico
de cada regidén.
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El impacto ambiental y socioecondmico que
presenta el manejo de residuos solidos urbanos,
desde el almacenamiento, transporte y destino
final, se debe en gran parte a que no existe
orden, ni tratamientos previos antes de ser
llevados a rellenos y botaderos, lugares en los
cuales la materia organica es rapidamente
degradada por las reacciones quimicas que se
generan, produciéndose metano (CH4), un
potente gas de efecto invernadero que al
concentrarse puede dar lugar a explosiones e
incendios (MAE, 2010).

Durante mucho tiempo, el Unico tratamiento
que se aplicaba a los residuos urbanos era su
ordenamiento, luego del traslado a
determinados puntos mas o menos alejados de
los nucleos habitados, donde se depositaban
para que la mera accion de los organismos vivos
y los elementos favoreciesen su desaparicion. El
orden que presentaban hacia mas favorable, la
idea de empezar a reducir, reciclar, reutilizar
(Medellin et al., 2008)

Posteriormente, el desarrollo social, la
industrializacién y la implantacion de modelos
econdmicos basados en la cultura de
consumismo, provocaron la aparicion de basura
de gran potencial contaminante, tales como los
enlatados, aceites minerales, procesados
caducados, frutos descompuestos por quimicos,
entre otros. Surgid asi, una nueva problematica
medioambiental (Garcia, 2010).

Los impactos del mal manejo de los residuos en
los recursos no renovables se encuentra: la
muerte de suelos y contaminacion de acuiferos
por lixiviados, pudiendo llegar incluso hasta a la
capa fredtica; la emisién de gases de efecto
invernadero, fruto de la  combustion
incontrolada de los materiales alli vertidos; la
ocupacion incontrolada del territorio que
genera la destruccion del paisaje y de los
espacios naturales, creando focos de infeccién;
la proliferacion de plagas de roedores e
insectos, agentes bioldgicos activos; entre otros
(Grijalva, 2013).

Hasta el dia de hoy la gestién de los residuos se
ha centrado principalmente en un Unico
aspecto, la eliminacién de los mismos (hacerlos
desaparecer de la vista) a través de basurales,
rellenos sanitarios y en algunos casos, de
incineradores. Estas soluciones de final de
tuberia, como las denomina Cerrato y Alarcon
(2001), no tienen en cuenta la necesidad de
reducir el consumo de materias primas y de
energia, y plantean serios riesgos para el medio
ambiente y la salud de las personas.

En Ecuador, la poblacién en general no presenta
una cultura de interés en el destino de los
residuos, ya que la mayor preocupacion es
contar con un servicio de recoleccion de los
mismos (MAE, 2010). No hay mucho interés en
efectuar una reduccién importante en la
generacion, como base para un manejo
sustentable, para lograr la preservacién de los
recursos naturales y tampoco interés en los
mecanismos de disposicion final, salvo que ellos
representen una amenaza para la salud en los
casos de poblaciones circundantes (Renddn,
2010).

De acuerdo a Morales (2010), en la ciudad de
Ibarra y en el pais en general, el tratamiento de
residuos sélidos es un tema poco tratado por los
organismos municipales y del estado, a pesar del
volumen recolectado diariamente en cada
ciudad. En promedio los ecuatorianos producen
un aproximado de 0,57 kg de residuos sélidos en
1 dia, lo que equivale a 208,5 kg en un afio por
habitante. En Ibarra la produccién tan sélo del
mercado Amazonas es de 8 a 10 toneladas
diarias segun el Director de Manejo de Residuos
sélidos (Enriquez,2017).

Un 53,81% de los residuos presentes en un
mercado son organicos, y de alli surgen ideas de
tratamientos viables, como un compostaje en su
forma mas bésica, dada su caracterizacion
fisicoquimica rica en carbono y nitrogeno,
elementos principales para la generacién de una
gama de subproductos tanto para agricultura
como para generacién de energia, tales como
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bioinsumos, biogds, biocombustible, entre otro
(Ibarra y Rojas, 2016; Castro, 2008).

De acuerdo con Arias y Meneses (2016), la
caracterizacién fisica y quimica de los residuos
agroindustriales se desarrolld a principios de
1995, en respuesta a la produccion de
biocombustible por las industrias azucareras.
Existen diversas metodologias de
caracterizacién aplicadas en cada regién y pais
con diferentes criterios de muestreo y
parametros, que se adaptan a las necesidades
de cada caso (Martinez, 2015). Aunque es
necesaria la evaluacion comparativa de las
metodologias de caracterizacién de residuos
solidos urbanos, para en un futuro estandarizar
una metodologia que se pueda adaptar a las
necesidades presupuestarias, de exactitud y de
referencia local, y que pueda ser aplicable en
cualquier estudio de caso (Junco Diaz vy
Rodriguez Pérez, 2001).

Para una correcta caracterizacion de los
residuos vegetales del mercado, la recoleccién
de muestras debe ser significativa, de manera
que se componga en un 95% de toda la clase de
residuos presentes (Oviedo, 2010). Para que la
muestra sea significativa, debe colectarse a
diario, formando asi una muestra por semana
altamente heterogénea. La metodologia de
muestreo por cuadrantes es la indicada para la
recoleccion de la muestra representativa
(Grijalva, 2013). En una caracterizacién simple
se puede comparar niveles de elementos que
varian en la muestra frescay seca, la eleccion de
cémo trabajar depende del subproducto a
obtener; para el caso de un compost, es basico
trabajar con los residuos en fresco y determinar
la relacién C:N, y los macro y micro elementos;
en caso de ftratarse de biomasa activa es
necesario controlar parametros
experimentales, por lo que es mejor trabajar en
base seca. (Quinteros, Cardenas, & Aguirre,
2014).

El objetivo de este trabajo es identificar el uso
potencial de los residuos orgdnicos generados

en el mercado amazonas, a través de la
conversion bioldgica para formar biomasa
activa, que permita valorizarlos y reducir la
contaminacion.

MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se recolectaron 15 muestras aleatorias de
residuos vegetales de la unidad de
almacenamiento del sector del mercado
Amazonas, siguiendo el método de cuarteo
durante siete dias, como indica la figura 1.

Fig. 1. Método de cuarteo.

Preparacion de material bioldgico

Para eliminar las impurezasy particulas finas, se
realizd un lavado en agua clorada (1 mg/l, pH
6,5-7,0) durante 20 minutos. Luego se secaron
las muestras en secador de bandejas durante 8
a 10 horas, a 60°C, con flujo de aire de 3 m/s.
Las muestras fueron reducidas de tamafio en
molino de mano y homogenizadas con tamices
no. 4y no. 16 hasta un tamafio promedio de 1
a5mm.

Caracterizacion fisicoquimica

Fueron realizados por el Instituto Nacional de
Investigaciones Agropecuarias (INIAP),
conforme con la legislacion vigente: uno
proximal, donde se determind contenido de
Humedad (H), proteina, fibra, Extracto Libre de
Nitrogeno (E.L.N), Extracto Etéreo (E.E) o grasa
bruta, Cenizas; y uno de macro y micro
elementos, donde se determind contenido de
Calcio (Ca), Manganeso (Mn), Sodio (Na),
Potasio (K), Fésforo (P), Cobre (Cu), Hierro (Fe),
Magnesio (Mg), Zinc (Zn).

RESULTADOS Y DISCUSIONES
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Caracterizacion fisicoquimica El hongo no es exigente en su nutricion,
Los residuos vegetales presentaron las entonces puede crecer y desarrollar esporas sin

caracteristicas de la tabla 1.

Tabla 1. Anadlisis Proximal de residuos vegetales
secos.

H ELN EE PROTEINA FIBRA CENIZAS
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
832 6482 257 11,74 13,64 7,23

Los valores que resultan de la caracterizaciéon
de los residuos vegetales secos, son una base a
comparar con los rangos de produccion del
hongo Trichoderma spp, ya descritos en escalas
de aplicacién a nivel mundial. Los valores de
cada elemento presente en estos residuos
entran adecuadamente en los rangos vya
experimentados (Castro & Rivillas, 2012).

Los valores que resultan de la caracterizacion de
los residuos vegetales secos, son una base a
comparar con los rangos de produccion del
hongo Trichoderma spp, ya descritos en escalas
de aplicacion a nivel mundial. Los valores de
cada elemento presente en estos residuos
entran adecuadamente en los rangos va
experimentados (Castro & Rivillas, 2012).

Las condiciones de humedad del material
vegetal esta entre el 70 a 80%, y Trichoderma
tiene su capacidad de crecimiento en un rango
del 20% a 90% (Castro & Rivillas, 2012). Al
trabajar con los residuos secos y conocer la
humedad en base seca, se puede determinar el
contenido de agua a adicionar, para tener este
parametro controlado.

La relacion C:N éptima ha de ser de 10:1 (Sergio,
Ortiz, & Gutierrez, 2008). Cuando la
concentracion de carbono es inferior a 75%, la
produccion de conidios se eleva; mientras que
cuando la concentracién de carbono supera
este valor, la esporulacion tiende a disminuir.

problema en sustratos vegetales con contenido
de grasa bruta que varian entre el 1,5% y 2,85%,
y proteina del 7 al12% (Ferndndez, 2011). Los
resultados de este trabajo se encuentran dentro
del rango.

En cuanto a la fibra, no existen requerimientos
nutricionales del hongo; sin embargo, un mayor
contenido de fibra, es decir celulosa, le da
mavyor viabilidad y fortaleza (Agosin & Aguilera,
2010).

Los elementos traza requeridos para el
crecimiento potencial del hongo Trichoderma
incluyen hierro, zinc, manganeso, potasio,
fosforo y magnesio, cuyo contenido en los
residuos del Amazonas se consignan en las
tablas 2y 3:

Tabla 2. Andlisis de macroelementos en los
residuos vegetales secos.

Ca P Mg K Na
% % % % %
0,58 0,15 0,16 1,55 0,10

Tabla 3. Andlisis de microelementos en los

residuos vegetales secos.

Cu Fe Mn Zn
ppm ppm ppm ppm
2 227 25 19

Los macro y microelementos en grandes
cantidades, no son indispensables para el
desarrollo de Trichoderma (Papavizas, 1985).

CONCLUSIONES

Los residuos vegetales provenientes del
mercado Amazonas pueden usarse como
sustrato para la produccién del hongo
entomopatdgeno Trichoderma spp, ya que
cumple con los requerimientos nutricionales.
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Bioingenieria a la medida

Misidn: S -

Producir y comercializar bioproductos, mediante la \ \\\ 1 ‘\\ ‘I
aplicacion de las técnicas modernas de la bioingenieria, que — | /
permita el maximo aprovechamiento de los recursos de la > -
biodiversidad ecuatoriana en el marco del Desarrollo Global
Sustentable.

Vision:
Ofrecer un portafolio de bioproductos que contribuyan con
el bienestar del ser humano y del planeta.

Valores:
integridad, calidad, responsabilidad, liderazgo, colaboracidn,
diversidad.

Biodiversity®| Direccion: Periférico Sur s/n, San Antonio, www.biodiversity.com.ec, info@biodiversity.com.ec, Cel. 099 7589267, Ibarra-Ecuador

Tecnologias

Produccion de micelios (semillas) de hongos comestibles.
Produccion de champifiones (Pleurotus spp.).

Produccion de agro biolégicos (Trichoderma spp.)

Produccion de saponinas esteroides.

Produccion de hecogenina (materia prima para producir la cortisona)
Produccion de suplementos alimenticios.

Produccion de extractos vegetales.

Produccion de alcaloides.

Produccion de bioles (agrobiologicos).

Produccion de bagazo hidrolizado para alimentacidon animal.
Produccion de aceites esenciales.

Produccion de biogas. Produccién industrial de hongos frescos.
Produccion de hongos deshidratados.

Produccion de hongos en conservas.

Produccion de capsulas de hongos.

Produccion de Beta-Glucan.

Produccidon de enzimas (lacasas, celulasas, amilasas, etc.).
Produccion de chicha de jora (de maiz).
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