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RESUMEN

Investigaciones apresuradas afirmaron que el
polen del maiz Bt afectaba la conservacién de
Danaus plexippus, lo que generd una polémica
cientifica. El propdsito de este articulo es
describir los hallazgos de la ciencia con
respecto al impacto de los cultivos de maiz Bt
en la conservacién de dicha especie de
lepiddptero. Se encontrd que la existencia de
estos cultivos no afecta la conservacion de la
D. plexippus, debido a que la mayoria de
hibridos comerciales no expresan las proteinas
Cry enel poleny tienen anti-toxinas en su ADN,
gue evitan atacar insectos no objetivo.
Ademas, la superposicién espacio-temporal
entre la produccidon de polen en plantas de
maiz y la etapa larval de la mariposa monarca
es muy baja, alrededor del 19%.

PALABRAS CLAVE: Organismo modificado
genéticamente, planta transgénica, proteinas
Cry.

ABSTRACT

Hasty researches stated that Bt corn pollen
affecting the conservation of the monarch
butterfly, which generated a scientific
controversy. The purpose of this papper is to
describe the findings of science regarding the
impact of Bt maize crops in the conservation of
said lepidopteran species. It was found that the
existence of Bt maize crops does not affect the
monarch  conservation because most
commercial hybrids do not express the Cry
proteins in pollen and have anti-toxins
incorporated in DNA that avoid attack to
objective insects. In addition, the space-time
overlap between production of pollen in maize
plants and the larval stage of the monarch
butterfly is very low, about 19%.

KEYWORDS: Genetically modified organisms,
transgenic plant, cry protein.

INTRODUCCION

El término transgénico hace referencia a
células de plantas en las que se ha incorporado
a su genoma genes de interés que expresan
caracteristicas deseadas, es decir, que dichas
células vegetales han sido transformadas. Las

dos técnicas de transformacion mas utilizadas
son la insercion mediada por Agrobacterium
tumefaciens y la biobalistica (Wisniewski,
Frangne, Massonneau, y Dumas, 2002). El uso
de trangénicos promete aliviar el hambre vy
reducir los efectos adversos de la agricultura
moderna en el medio natural mediante la
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reduccién de los agro-insumos y laboreo
agricola. Sin embargo las preocupaciones por
algunos riesgos hipotéticos se abordan
constantemente como los concernientes a la
salud humana, la nutricién, el medio ambiente
natural, la viabilidad econdmica y el desarrollo
rural (Morales-Estupifian, 2001); lo cual resulta
absurdo, pues los procesos moleculares de la
transgénesis son similares a los de la mutacién
natural (Ammann, 2014).

La investigacién y el desarrollo de los OGM
para la alimentacién se han condensado en
unos pocos cultivos basicos como soja, maiz,
canola, arroz, trigo, algoddn, tabaco y patata,
definidos principalmente por su valor real o
potencial en el mercado (Nelson, 2001). El
maiz ha sido priorizado porque corresponde al
39,7 % de la produccion mundial de cereales,
siendo Estados Unidos, Alaska y China los
principales productores. Para el afio 2015 se
reportd una produccién  mundial de
aproximadamente un millén de toneladas
(Food and Agriculture Organization of the
United Nations [FAQ], 2014, 2016). Los cultivos
de maiz padecen constantemente ataques por
insectos tipo lepiddptero y coledptero, lo que
genera pérdidas en produccion y aumento de
los costos agricolas al incrementar los
requerimientos de insumos para  su
tratamiento. La biotecnolologia ha sido Util en
la busqueda de soluciones para dicho
problema, pues modificé genéticamente el
ADN del maiz con genes de Bacillus thurigiensis
(Bt), que expresan proteinas Cry, las cuales
resultan toxicas para dicha plaga.

En particular, la adopcién de los cultivos Bt
resistentes a los insectos, representa una
oportunidad para reemplazar el uso de
insecticidas de origen sintético (Ammann,
2005), hecho reconocido por la escritora
ambientalista Rachel Carson (1962) en su libro
“La Primavera Silenciosa ". Aunque, el cultivo a
gran escala del maiz transgénico Bt generd
gran preocupacion en la comunidad del
Tratado de Libre Comercio de América del
Norte (TLCAN) porque estudios prematuros en
1999 sefialaron que el polen transgénico
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generaban  efectos adversos en la
conservacion de la mariposa monarca (Danaus
plexippus), una especie considerada “buque
insignia de conservacion" en Norteamérica
(Losey, Rayor, y Carter, 1999).

Por lo tanto, el objetivo de éste trabajo es
describir los hallazgos de la ciencia con
respecto al impacto de los cultivos de maiz Bt
en la conservacién de la mariposa monarca,
mediante una revision de la literatura cientifica
y un analisis comparativo que permita clarificar
la polémica.

LA MARIPOSA MONARCA

La mariposa monarca (Danaus plexippus), es
una especie de lepidéptero ditrisio de la
familia Nymphalidae. Sus alas tienen un patrén
de colores naranja, blanco y negro facilmente
reconocible, que alerta de su toxicidad a sus
predadores, la cual es adquirida de los
glucésidos  cardiacos presentes en el
algodoncillo del que se alimentan (Scott,
1986).

Por lo general, las mariposas monarcas
completan un ciclo de vida de
aproximadamente dos meses, distribuidos en
cuatro dias como huevo, dos semanas como
oruga, 10 dias como crisalida y de entre dos a
seis semanas como mariposa (Galindo-Leal y
Renddn-Salinas, 2005); no obstante, existe una
generacion de mariposas monarca mucho mas
resistente y longeva denominada “matusalén”
porque puede llegar a vivir hasta nueve meses.
La generacion Matusalén nace durante verano
y otofio, luego migra a los bosques para pasar
el invierno y regresa durante la primavera a
reproducirse; las mariposas del este de las
montafias rocosas de Estados Unidos (Aprox.
95 %), migran hacia los estados de México y
Michoacan (México), mientras las del oeste
migran a la costa de California. Las mariposas
ovipositan en en las asclepcias o plantas de
algodoncillo, las cuales crecen por lo general
en los campos de maiz; se alberga alli hasta
que desarrolla sus alas y migra (Galindo-Leal y
Renddn-Salinas, 2005).
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LAS PROTEINAS CRY

Son proteinas de inclusidén que comprenden al
menos 50 subgrupos con mas de 200
miembros (Crickmore et al, 1998); son
secretadas por la bacteria gram-positiva
Bacillus thuringiensis (Bt) en forma de cristales
para-esporales  durante la  fase de
esporulacion. Estos cristales se conforman no
sélo de las proteinas de cristal (Cry) que
presentan actividad entomopatdégena sino
también de toxinas citoliticas (Cyt) que
evidencian actividad hemolitica. Los dos
componentes de los cristales se denominan en
conjunto 6 —endotoxinas (Bravo, Gill, vy
Soberdn, 2005).

Cry2Aa

Cyr2Aa

Fig. 1. Estructura tridimensionales de toxinas
insecticidas producidas por Bacillus
Trurigiensis (Bravo et al., 2007)

Las proteinas Cry contienen protoxinas con
dos longitudes diferentes y tres dominios
estructurales enlazados por conectores
individuales: el primero consta de siete hélices
alfa, el segundo de tres ldminas beta anti-
paralelas y el tercero de un beta-sandwich.
Hasta la fecha, han sido determinadas por
cristalografia de rayos x las estructuras
terciarias de seis proteinas Cry de tres
dominios diferentes, como indica la fig. 1
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(Bravo, Gill y Soberon, 2007; de Maagd, Bravo,
y Crickmore, 2001).

Las proteinas Cry resultan tdxicas soélo para los
6rdenes de insectos Lepiddptera, Coledptera,
Himendptera y Diptera, asi como para
nematodos (Crickmore et al., 1998). Presentan
una actividad tan especifica que tienen poco o
ningun efecto contra organismos no objetivo,
ademas, las toxinas se expresan dentro de los
tejidos de la planta, minimizando la exposicién
de los animales que no se alimentan de las
plantas de cultivo (Ammann, 2005).

MODO DE ACCION DE LAS PROTEINAS CRY

Las proteinas cry pertenecen al grupo de
Toxinas Formadoras de Poros (TFP), son
secretadas en forma de inclusiones cristalinas
que se disuelven en el ambiente alcalino del
intestino de las larvas objetivo que les ingieren.
Una vez liberadas, las protoxinas Cry son
activadas por proteasas intestinales que les
escinden, lo que implica la eliminacion
proteolitica del N -terminal de un péptido
especifico y aproximadamente la mitad del
del C—terminal (Bravo et al., 2005; de Maagd
et al., 2001).

Como la toxina activada es soluble en agua, se
une a receptores especificos del borde en
cepillo, el cual estda conformado por las
microvellosidades de los enterocitos (células
columnares) del epitelio intestinal del
huésped. La  toxina  sufre  cambios
conformacionales tipo oligomérico pre-poro,
es decir, que polimeriza y forma oligémeros,
lo que le permiten insertarse o trasladarse a
través de la membrana, conduciendo a la
formacién de poros liticos en las
microvellosidades apicales, fuga de iones vy
contaminacion, desencadenando una
septicemia grave, y finalmente la muerte del
insecto (Bravo et al., 2005; de Maagd et al.,
2001; Soberon et al., 2012). Se desconoce con
exactitud el nimero de mondmeros que se
asocian en la estructura oligomérica, aunque
algunos estudios sugieren que tres, otros que
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cuatro (Soberén et al., 2012). En cuanto a las
proteinas receptoras se han descrito al menos
cuatro para toxinas CrylA en diferentes
insectos lepiddpteros: Una proteina-cadherina
como (CADR), un glicosilfosfatidil-inositol (GPI)
ancladoa aminopeptidasa-N  (APN), una
fosfatasa alcalina anclado a GPI (ALP) y un
glicoconjugado de 270 kDa (Bravo et al., 2007).

Existen ciertos mecanismos de resistencia del
huésped que implican la sintesis de
anticuerpos inhibidores de la unién de las
toxinas Cry a los receptores Bt (Bravo et al,,
2007), lo cual ha generado preocupacion
acerca de la vida util de Bacillus thurigiensis
como bioplaguicida. Se han desarrollado
soluciones como el desarrollo de las proteinas
CrylAMod, versiones de CrylAb que carecen
del extremo amino-terminal por lo que son
capaces de polimerizar sin necesidad de la
unién al receptor cadherina, por lo tanto,
resultan téxicas para los insectos objetivo
resistentes. Estas versiones deben combinarse
con promotores cry3A que presenten
mutaciones de cisteina individuales para su
expresion eficaz (Bravo et al.,, 2015; Garcia-
Goémezetal., 2013). También se han planteado
refugios, que comprenden la inclusién de al
menos un 20 % de maiz no Bt dentro de media
milla de maiz Bt, sembrado fuera de zonas de
cultivo de algodén, con un monitoreo de la
resistencia del insecto al bioplaguicida (US
Environmental Protection Agency [USEPA],
2001).

INFLUENCIA DEL MAiZ BT EN LA
CONSERVACION DE LA MARIPOSA MONARCA

Losey y colaboradores (1999) alimentaron a
las orugas de la Mariposa Monarca con
algodoncillo contaminado con polen de
maiz Bt, obteniendo que el 50 % presentd
menor crecimiento y murid prematuramente.
Concluyeron que el polen del maiz transgénico
tenia profundas implicaciones para Ia
conservacién de la mariposa monarca. Para
corroborar ésta informacion, Hansen-Jesse y
Obrycki (2000) realizaron un estudio en el cual
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alimentaron larvas de mariposa monarca
durante 48 horas con algondoncillo
espolvoreado con polen Bt, con polen no Bty
sin  espolvorear; alcanzando tazas de
mortalidad del 20 %, 3 % y 0 %
respectivamente. Afirmaron que los efectos
del polen de maiz Bt sobre las larvas eran
visibles en las fronteras de campos
transgénicos hasta los 10 m y mortal para las
que se alimentaran de plantas de algodoncillo
a una distancia de menos de metros del borde
del cultivo de maiz (Hansen-Jesse y Obrycki,
2000). Sin embargo, la evaluacion de riesgos
en ambas investigaciones estaba incompleta
porgue no tuvieron en cuenta los niveles de
exposicion temporal ni espacial (Sears et al.,
2001), asi como la dosis de polen en las hojas
y la reproducibilidad de las condiciones
experimentales empleadas en situaciones
reales (Gatehouse, Ferry, y Raemaekers,
2002).

Por su parten, la USEPA (2001) afirmé que es
poco probable que el polen Bt le resulte tdxico
a la especie, lo que se debe a que en la
mayoria de los hibridos de maiz comerciales la
expresion de la toxina en el polen es baja,
ademas, estudios de toxicidad en laboratorio y
campo no mostraron efectos adversos en la
mariposa, tras exponerla a diferentes
densidades de polen Bt (Sears et al., 2001). La
oviposicion tampoco se ve afectada por la
presencia del cultivo Bt, ya que la mariposa
monarca deposita similar cantidad de huevos
tanto en el algodoncillo que ha crecido dentro
de campos de maiz Bt como en el que ha
crecido al borde de la carretera (Jesse vy
Obrycki, 2003).

Surgieron luego acusaciones de toxicidad del
polen Bt en otro tipo de lepiddpteros no
objetivo como el Papilio machaon L. o cola de
golondrina comun (Lang y Vojtech, 2006) vy la
larva de Inachis io o mariposa pavo real (Holst,
Lang, Lovei, y Otto, 2013), por lo cual expertos
en biologia molecular desarrollaron mutantes
Dominantes Negativos (DN), también llamados
anti-toxinas, que pueden inhibir la toxicidad de
las proteinas Bt en insectos no objetivo
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mediante sustitucion de los residuos del hélice
a-4 por cisteina (Girard et al., 2008).

Algunos autores reconocen que el cultivo Bt
tiene un impacto positivo significativo en la
diversidad ecoldgica, la contaminacién
ambiental y la sostenibilidad econdmica de los
agroecosistemas al provocar la disminucién
del uso de insecticidas sintéticos (Walker y
Frederick, 2011). Estudios comparativos
evaluaron el impacto del polen Bt que no
expresa proteinas Cry y el pesticida A-
cihalotrina, encontrando que el primero es
insignificativo mientras el segundo resulta
mortal para las larvas monarca (Stanley-Horn
et al., 2001).

En efecto, el aumento de cultivos de maiz Bt
en los ultimos aflos no afecta la poblacion y
conservacién de las mariposas monarca, ya
que segun la organizacién Monarch Watch
(2016), la poblacidon de mariposas monarca se
duplicé durante el 2016, gracias a las
condiciones climaticas favorables para la etapa
larval durante 2015. La principal amenaza para
la poblacién monarca es la pérdida de habitats
cruciales de invierno en el sur de California y el
centro de México; v las inadecuadas practicas
agricolas como el control de malezas que
arrasa con los cultivos de algodoncillo o el uso
de insecticidas sintéticos (Bravo et al., 2007).
Para el afio 2009 se reportd en el centro-norte
de Estados Unidos una disminucion del 90 %
de las areas de algodoncillo en comparacién
con 1999, probablemente a causa del uso
indiscriminado del glifosato (Hartzler, 2010).

VARIABLES DE IMPACTO

Tipo de evento

El nivel de impacto del maiz Bt sobre la
mariposa monarca depende del tipo de evento
(hibrido comercial). Cada evento utiliza un
promotor diferente para controlar la expresion
de genes en diferentes partes de la planta; es
decir, que los eventos con promotores que
expresan las proteinas cry en las hojas o el
polen no resultan toxicos para los insectos
objetivo en comparacion a los que las expresan
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constitutivamente (Gatehouse et al., 2002).
Hellmich y colaboradores (2001) evaluaron los
riesgos, encontrando que la toxicidad depende
de los niveles de exposicidn al polen a que sea
sometida la mariposa monarca, del evento
implicado y de los niveles de expresién de la
proteina Cry en el polen. Encontraron que solo
los eventos en que se expresaran CryAc o
CryAb en el polen eran téxicos para la especie
(Hellmich et al., 2001).

Concentracién de la proteina en el polen

El evento 176 presentd 40 veces mas
endotoxinas CryAb en comparacion a los
eventos Bt1ll y MON810, lo que evidencid el
gran diferencial de concentraciones que puede
existir entre eventos (Hellmich et al., 2001).

Derramamiento del polen

La reproducciéon del maiz Bt ocurre mediante
fertilizacién cruzada por derramamiento del
polen, y es cuando las plantas de algodoncillo
que albergan a la mariposa monarca (huevos y
larvas, principalmente) se contaminan con el
polen transgénico (Westgate, Lizaso, v
Batchelor, 2003). Sin  embargo el
derramamiento del polen depende de varios
factores como: la distancia entre la fuente de
polen y el algodoncillo; el tamafio, forma vy
orientacion de dicha fuente con respecto al
receptor; la intensidad y direccién del viento;
entre otras (Della Porta et al., 2008).

Nivel de exposicion de la mariposa monarca
Se hizo un estudio donde se obtuvo que la
densidad de polen en las hojas superiores
(donde se sentaron las masas de huevos) fue
solo del 30-35 % en comparacién con las hojas
intermedias, donde las densidades de polen
fueron significativamente mas altas alrededor
de la nervadura de la hoja, area evitada por
larvas mas jévenes (Pleasants et al., 2001).

Superposicién espacio-temporal

Oberhauser y colaboradores (2001) hicieron
una importante contribucion a la polémica
mediante la investigacién de la superposicién
espacial y temporal entre la produccién de
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polen en plantas de maiz y la etapa larval de |a
mariposa monarca; encontrando un mayor
solapamiento temporal en el norte frente a la
parte sur del area de reproduccion en verano.
En la investigacion de Sears y colaboradores
(2001) hubo una superposicién de tan solo el
19% en Norteamérica.

CONCLUSIONES

Las investigaciones apresuradas que afirmaron
que los cultivos de maiz Bt perjudicaban la
conservaciéon de la mariposa monarca no se
ajustan a la realidad, ya que en ellas se
obviaron parametros como el nivel de
exposicion de la mariposa al polen y la
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superposicion espacio-temporal entre ambos,
el tipo de evento empleado y la concentracién
de la toxina en el polen. El tipo de evento es el
parametro mas importante porque cada
hibrido  comercial presenta  diferentes
concentraciones de la proteina Cry, asi como
diferentes patrones de expresién en una o
varias partes de la planta. La mayoria de
eventos no expresan la toxina, y contienen
anti-toxinas que evitan que las proteinas Cry
resulten téxicas para insectos no objetivo. Lo
que realmente afecta la conservacion de
Danaus plexippus son las malas practicas de
agricultura, que acaban con los lotes de
algodoncillo, maleza de la cual se alimentan
sus larvas. monarca
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RESUMEN

Los hongos comestibles son un alimento rico
tanto nutricional como medicinalmente, que
se cultiva facilmente sobre residuos
agroindustriales. El impacto de su produccién
en los territorios rurales ecuatorianos, no ha
sido abordada. El objetivo de este trabajo fue
reconocer la importancia de dicha actividad
agroindustrial en la valorizacion de los
recursos locales rurales como una alternativa
para enfrentar la crisis alimentaria mundial. Se
realizd una ardua busqueda bibliografica y se
encontré que la produccién de hongos
comestibles como AIR, concebida dentro de un
SIAL, constituye un elemento clave en la lucha
contra la inseguridad alimentaria y la pobreza
rural.

PALABRAS CLAVES: aprovechamiento de
recursos, seguridad alimentaria, zona rural.

ABSTRACT

Edible mushrooms are a food rich both
nutritionally and medicinally, which is easily
grown on agroindustrial waste. The impact of
its production in Ecuadorian rural areas has
not been addressed. The aim of this study was
to recognize the importance of this
agroindustrial activity in valorization of rural
local resources as an alternative to tackle the
global food crisis. An arduous literature search
was made and it was found that the
production of edible fungi as AIR, conceived
within a SIAL constitutes a key element in the
fight against food insecurity and rural poverty.

KEYWORDS: resources development, food

security, rural areas.

INTRODUCCION

La humanidad vivia bajo la profecia maltusiana
de que la poblacién iba a aumentar
exponencialmente mientras que la produccién
de alimentos lo haria linealmente, hasta que,

politicas alimentarias y demograficas, asi como
avances tecnoldgicos permitieron hacer frente
a esta problematica. Pese a estos logros, se
estima que para mediados del siglo XXI la
poblacion mundial alcance los 9200 millones
de habitantes, la poblacidén urbana represente
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el 70% del total, frente al 49% actual y la
demanda de alimentos aumente un 50%.
Dicho aumento poblacional repercutira en la
superficie agraria per capita, que pasara de 2,6
has en 2010 a 1,5 has en 2050; por lo que se
hace necesario el aumento de la produccién
por drea. Lo malo, es que se prevé que el
aumento de la productividad pasara del 1,4%
en la primera década del siglo al 1% a
mediados de este. La forma de hacer frente a
ésta problematica es mediante la adopcion de
tecnologias que aumenten la productividad sin
comprometer negativamente el medio
ambiente. En éste sentido, hay que reconocer
la importancia de la biotecnologia y Ia
ingenieria genética (Vifias, 2011, 2012). La
implementacién de la biotecnologia se plantea
como una solucion viable para confrontar la
crisis alimentaria en el mundo puesto que no
solo aumenta la productividad de los cultivos
sino que también mejora las propiedades
nutricionales de los alimentos (Ramén et al,,
2005), aumenta su vida util y su calidad
higiénico-sanitaria a través de procesos de
bioconservacion, y trazabilidad (Marin, 2016).

Uno de los retos de alimentar al mundo es

proveer a las personas la proteina vy
micronutrientes necesarios en su dieta
(Godfray etal., 2010). No obstante, Ia

produccion de carne cada vez es mas
insostenible ambiental y econdmicamente;
por tanto la modificacion de habitos de
consumo hacia fuentes de proteina alternativa
es una opcion viable (Capone, El Bilali, Debs,
Cardone, y Driouech, 2014; Hoogland, de Boer,
y Boersema, 2005). La produccién de proteina
de origen microbiano o Proteina Unicelular
(SCP, por sus siglas en inglés), es una aplicacién
biotecnoldgica muy antigua y conocida, que
permite convertir los residuos agroindustriales
en productos biotecnoldgicos Utiles desde un
punto de vista econdmico, nutricional e
industrial mediante procesos de fermentacién
controlados (Olsen y Allermann, 2001; Pineda,
Ramos, y Soto, 2014); su consumo constituye
una alternativa biotecnoldgica para afrontar el
reto de la seguridad alimentaria contemplado
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en el objetivo nimero uno de la Declaraciéon
del Milenio (Anupama y Ravindra, 2000; FAO,
FIDA y PMA, 2015). No obstante, el consumo
de proteinas de bacterias, levaduras y algas se
ha visto limitado debido a problemas de
toxicidad y otras reacciones adversas (Garcia-
Garibay, Gomez-Ruiz, Cruz-Guerrero, vy
Barzana, 2014, Zepka, Jacob-Lopes, Goldbeck,
Souza-Soares, y Queiroz, 2010) por lo que la
produccion de proteina obtenida de hongos
filamentosos se plantea como una opcidon mas
viable para la obtencidon de aminoacidos
esenciales y proteinas de alta digestibilidad
(Nigam vy Singh, 2014; Roman Corrochano,
2013).

El Ecuador es un pais rico en biodiversidad, lo
que le hace apto para la actividad
agropecuaria, agroindustrial y la biotecnologia
(Banco Mundial, 2014). Bajo este contexto, la
produccion de hongos comestibles es una
actividad biotecnoldgica viable para el pais,
aunque su impacto en los territorios rurales,
no ha sido estudiado.

El objetivo de este trabajo es reconocer la
importancia de dicha actividad agroindustrial
en la valorizacién de los recursos locales
rurales como una alternativa para hacer frente
a la crisis alimentaria mundial.

CRISIS ALIMENTARIA MUNDIAL

La Declaracion de Roma sobre la seguridad
alimentaria mundial y el Plan de Accion de la
Cumbre Mundial sobre la Alimentacion
establecen que “existe seguridad alimentaria
cuando todas las personas tienen en todo
momento acceso fisico y econdmico a
suficientes alimentos inocuos y nutritivos para
satisfacer sus necesidades alimenticias y sus
preferencias en cuanto a los alimentos a fin de
llevar una vida activa y sana” (ONU, 1996). La
definicién  plantea cuatro dimensiones
primordiales que son: Disponibilidad fisica de
los alimentos, acceso econdmico vy fisico,
utilizacién (diversificacion de la dieta vy
consumo calérico) y estabilidad en el tiempo
de las tres dimensiones mencionadas.
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La FAO define el hambre como sinénimo de
desnutricion crénica (FAO, 2015a). “Poner fin
al hambre, lograr la seguridad alimentaria y la
mejora de la nutricién, y promover la
agricultura sostenible” es el segundo de los
Objetivos De Desarrollo Sostenible (ODS) de la
ONU; se ha visto obstaculizado por los
conflictos socio-econdmicos y las catastrofes
naturales, que conducen cada dia a una mayor
inseguridad alimentaria. En el periodo de
1990-2015 se logré reducir el nimero de
personas con hambre de un 23% a un 12,9% a
nivel mundial, sin embargo, pese al enorme
esfuerzo, una de cada nueve personas vive en
pobreza extrema y sufren de hambre, lo que
representa en la actualidad unos 800 millones
de personas, de las cuales alrededor del 97%
pertenecen a paises en desarrollo. Asimismo,
existen mds de 160 millones de nifios menores
de 5 afios que para su edad tienen una altura
inadecuada, debido a wuna alimentacion
insuficiente (FAO et al., 2015; ONU, 2015). A
este problema de subalimentacion se suma el
aumento progresivo de la proporcién de
personas con obesidad, que estd alrededor del
6,5%, como consecuencia de malos habitos
alimenticios (FAO, 2015b).

SITUACION LATINOAMERICANA

Latinoamérica y el Caribe cuentan con
recursos mas que suficientes para alimentar a
toda la poblacion, el problema radica en el
desempefio productivo y la diversidad de
politicas que garanticen el acceso a los mas
vulnerables. Gracias al aumento del Producto
Interno Bruto (PIB) se logré reducir el
porcentaje de personas con hambre de 14,7 al
5,5 %. Empero, a pesar de reducirse a menos
de la mitad el numero de personas
subalimentadas desde 1990, todavia existen
mas de 34 millones de individuos en estado de
desnutricion cronica. Actualmente, mediante
la Iniciativa “América Latina y el Caribe sin
Hambre”, se ha propuesto erradicar el hambre
por completo antes del 2025. Este objetivo fue
ratificado y adoptado en 2015 por Ia
Comunidad de Estados Latinoamericanos vy
Caribefios (CELAC) mediante su Plan de
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Seguridad Alimentaria, Nutricién y
Erradicacion del Hambre. A nivel
Latinoamérica, existen alrededor de 16
millones de personas subalimentadas, siendo
Colombia (4,4 millones), Perd (2,3 millones),
Bolivia (1,8 millones) y Ecuador (1,8 millones)
los paises mas afectados (FAO, 2015b).

SITUACION NACIONAL

Ecuador al igual que el resto de paises en
desarrollo lucha contra la crisis de la
inseguridad alimentaria y el cambio climatico
(Pineda, 2014). Pese al logro mundial de la
disminucion del numero de personas
hambrientas en casi un 50%, este pais muestra
un progreso lento en el cumplimiento del
ODM1 (ONU, 2015), puesto que el
cumplimiento del Reglamento Sanitario
Internacional de la Organizacién Mundial de la
salud (OMS) en términos de seguridad
alimentaria es de tan sélo el 50-60 % (Global
Economy and Development, 2015). Se
reportaron para el afio 2014 alrededor de 1,8
millones de personas en estado de
desnutricion, lo que corresponde al 10,9% de
la poblacién (FAO, 2015). Ademas, el 25% de la
poblacion infantil presentd retraso en el
crecimiento por desnutricién cronicay el 2,3%
murié de hambre. La mas afectada es la
poblacion rural, ya que el 70% presentd
desnutricion por alimentacion hipocaldricay el
67% por alimentacion hipoproteica (Global
Economy and Development, 2015). El indice
GIH (Global Index Hunger, 2015), dio al
Ecuador una puntacién de 14, lo que lo
cataloga como un pais con un moderado
problema de desnutricién en su poblacién
(Von Grebmer et al., 2015). Para el afio 2016,
la situacion se agravoé debido al terremoto que
sacudid la costa norte ecuatoriana y dejo
alrededor de 150000 personas en pobreza
extrema; a esto se suma el aumento de
migrantes colombianos y colombianos, que en
conjunto representan mas del 90% de los
refugiados (World Food Programme [WFP],
2015).
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Por otro lado, los pilares de la seguridad
alimentaria en el Ecuador, no se han cumplido
adecuadamente: el consumo y el acceso a los
alimentos medido seglun la Encuesta de
Condiciones de Vida (ECV) 2014 ha sido
incumplido por el 25,8 % de la poblacion; vy la
disponibilidad de los alimentos se ha visto
estancada por el no ascenso de la
productividad, los fendmenos climaticos y la
disputa por el agua de riego entre los cultivos
de consumo nacional y los de exportaciéon
(como las flores en Pichincha) (Carrasco vy
Manosalvas, 2015; INEC, 2015; Mena-
Vasconez, Boelens, y Vos, 2016).

Un analisis de la accesibilidad de los alimentos
en el Ecuador mostré que “el principal
obstaculo de la seguridad alimentaria esta
dado por la incapacidad de los hogares para
acceder a una canasta alimenticia basica”, lo
que desencadena en dietas hipocaldricas.
Segln la ECV 2006, alrededor del 8,7% de los
hogares del pais no puede acceder a una
canasta de alimentos que cubra con los
requerimientos  caléricos  minimos, vy
aproximadamente 3 de cada 10 familias
presentan dificultades para pagar sus gastos
de alimentacién. Ademas, existen problemas
distributivos, ya que el 10% de las familias mas
ricas consume cinco veces mas alimento que el
10% de las familias mas pobres (Calero, 2011).
Las provincias del Ecuador mas afectadas por
la inseguridad alimentaria son Morona
Santiago y Napo, que presentan desnutricion
en un 50 a 60% de la poblacion (INEC, 2015).

La provincia de Imbabura tiene alrededor del
32,4% de su poblacion en estado de
desnutricion (INEC, 2015), lo cual se ha
mitigado un poco gracias a la alta produccion y
consumo de fréjol ya que el consumo
promedio de esta leguminosa es superior a
40kg/(persona*afio), aproximadamente 10
veces superior que la media nacional (FAO, n.
d.). Actualmente, existe un Programa de
Seguridad Alimentaria y Nutricional
denominado SAN Imbabura, destinado al
fortalecimiento de los sistemas alimentarios
locales, principalmente de las familias mas
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vulnerables de los cantones de

Cotacachiy Pimampiro (Unicef, 2015).

Ibarra,

En este contexto, la Constitucion Politica de |a
Republica del Ecuador (2008) en su articulo 48
establece que la soberania alimentaria
constituye un objetivo estratégico y una
obligacién del estado; y en el articulo 262
establece que es competencia de los
Gobiernos Regionales Auténomos fomentar la
seguridad alimentaria. También dicta, que una
de las formas de lograrlo es impulsando la
produccion, transformacion agroalimentaria y
el desarrollo de biotecnologia bajo normas de
bioseguridad. Los sectores de alimentos vy
biotecnologia son sectores priorizados por el
Plan de Desarrollo para el Buen Vivir 2017-
2021 mediante el aprovechamiento
sustentable de la biodiversidad, que constituye
una ventaja comparativa en el desarrollo
cientifico 'y el biocomercio nacional
(Senplades, 2017). Teniendo en cuenta que el
Ecuador, junto con el resto de paises de la
Comunidad Andina (Colombia, Perd, Bolivia y
Venezuela), concentran alrededor del 25 % de
la biodiversidad mundial y presentan el mayor
numero de especies endémicas (Corporacion
Andina de Fomento, 2007). El uso sostenible
de la biodiversidad constituye un motor de
desarrollo, no sélo en términos econdmicos,
sino también sociales, porque contribuye a la
lucha contra el hambre.

LOS HONGOS COMESTIBLES

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). Tan sélo en el Ecuador se
han estimado mas de 100 mil especies de
hongos (Hawksworth, 2001), aunque se han
descrito tan solo cinco mil (Freire Fierro, 2004).
Aproximadamente 14 mil especies de hongos
producen cuerpo fructifero, pero solo 7 mil
tienen algun grado de comestibilidad y tan solo
3 mil pueden ser consideradas completamente
comestibles. Cerca 200 de estas especies han
sido cultivadas experimentalmente, 60
cultivadas comercialmente y apenas 10
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producidas a escala industrial (Chang y Miles,
2004).

Los hongos comestibles tienen un alto
contenido de proteina (entre el 20 al 30 % en
base seca), pared quitinosa que actla como
fibra dietética, alto contenido de vitaminas del
complejo B, bajo contenido de grasa y todos
los aminodcidos esenciales, por lo que se
podrian consumir como sustitutos de la carne

(Ghorai etal, 2009). Adicionalmente,
presentan excelentes propiedades
medicinales debido a su contenido de

biocompuestos con actividad biolégica; dentro
de los cuales se identifican beta-glucanos,
enzimas, policétidos, acidos grasos, lectinas,
polifenoles, flavonoides y terpenoides, entre
otros; que pueden ser aislados del micelio, del
cuerpo fructifero y del medio de cultivo
agotado (Gomes-Corréa, Brugnari, Bracht,
Peralta, y Ferreira, 2016).

El cultivo los hongos comestibles es muy
rentable debido su bajo costo de produccién,
gracias a que pueden crecer sobre residuos
agroindustriales (Suarez y Nieto, 2016), que de
otro modo no tendrian valor agregado. Se
estima que se producen en el mundo
alrededor de 1x10° TM de residuos
lignoceluldsicos cada afio, por lo que su
potencial de bioconversion en biomasa fungica
estd sub-aprovechado (Li, Kim, Jiang, Won, y
Nam, 2009). La bioconversion ocurre
naturalmente por Fermentacién en Estado
Sélido (FES), aunque también se puede
efectuar por Fermentacion en Estado Liquido
(FEL), método empleado a nivel industrial
(Fazenda, Seviour, McNeil, y Harvey, 2008). La
FES es wun bioproceso en el cual el
microorganismo se desarrolla sobre un
sustrato soélido, en este caso, los residuos
lignoceluldsicos, que utiliza como fuente
principal de nutrientes y medio fisico para su
crecimiento (Belur y Mugeraya, 2011). Segun
Pineda, Ramos y Soto (2014), la FES presenta
grandes ventajas con respecto a la FEL. Estas
son: Menor costo de inversién, mayor
productividad, bajo consumo de energia,
mayor simplicidad del proceso, menor uso de
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aguay una mejor eficiencia de recuperacion de
productos (Khalil, Hoque, Basunia, Alam, vy
Khan, 2011; Kumar, Jain, Shanker, y Srivastava,

2003).
VALORIZACION DEL TERRITORIO RURAL

La inseguridad alimentaria es una forma de
medir la pobreza, la cual agrupa medidas
monetarias de las condiciones de vida de la
poblacion, tales como ingresos y consumo. La
inseguridad alimentaria estd muy relacionada
con el consumo, ya que aquellas personas que
tienen una dieta que no cumple con los
requerimientos  caléricos minimos  son
consideradas como pobres extremos (INEC,
2015). La poblacion rural es la mas afectada,
pues alrededor del 70% presenta alimentacién
hipocaldrica, mientras el 67% presenta
alimentacion hipo-proteica (Global Economy
and Development, 2015), lo que se debe
principalmente a la liberalizaciéon de los
mercados internos que da mayor favoritismo a
la agricultura moderna exportadora que a la
campesina, promoviendo la inequitativa
distribucién de las ganancias obtenidas de la
explotacién de los recursos locales. Se da una
dualidad entre grandes empresarios vy
campesinos, siendo el primer grupo quien se
queda con las ganancias. Frente a dicha
problematica de pobreza rural, han ido
tomando importancia aquellas propuestas de
desarrollo con visidon local que busquen una
mayor participacion de los actores rurales
(Boucher, 2006; Salas Casasola, Boucher, vy
Requier-Desjardins, 2006).

Los Sistemas Agroalimentarios Localizados
(SIAL) se definen como “organizaciones de
produccion y de servicio (unidades de
produccion  agricolas, empresas  agro-
alimentarias, comerciales, de servicio, de
restauracion...) asociadas a un territorio
especifico por sus caracteristicas y su
funcionamiento” (Muchnick y Sautier, 1998).
La Agro-Industria Rural (AIR), consolidada
mediante una visién territorial bajo el
concepto de SIAL, es una forma de valorizar la
produccion agricola de las comunidades
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campesinas, de modo que las ganancias se
distribuyan en los territorios rurales y no en
manos de terceros (Salas Casasola et al., 2006;
Torres Salcido, 2007).

La produccién de hongos comestibles como
AIR, no sdélo contribuye a la generacién de
ingresos locales y la diversificacion de la
economia; también beneficia al medio
ambiente tras la valorizacion de los residuos
agroindustriales y el aprovechamiento de la
biodiversidad fungica; asi mismo, favorece a la
seguridad alimentaria, pues al aumentar los
ingresos de los campesinos se favorece el
acceso a los alimentos. Inclusive, la produccién
de  hongos comestibles puede  ser
implementada como agricultura de
subsistencia, aumentando la ingesta proteicay
favoreciendo la salud de sus productores. Se
estaria promoviendo el cambio de matriz
productiva propuesto por la Secretaria
Nacional de Planificacion vy Desarrollo
(SENPLADES, 2012) que busca pasar de una
economia extractiva a una agroindustrial que
dé mayor valor agregado a los recursos locales
rurales, y mads en este caso, donde las materias
primas empleados son los residuos de cosecha
y poscosecha, que de otro modo no recibirian
ningun tipo de aprovechamiento.

Las politicas del entorno institucional en el
Ecuador son favorables para la
implementacién de esta AIR en el marco del
Plan nacional para el Buen vivir 2013-2017, sin
embargo, una limitante imperante tiene que
ver con las caracteristicas culturales del
territorio, de acuerdo con Torres Salcido
(2007), ya que la produccion de hongos
comestibles no es una actividad agricola
tradicional, por tanto, la poblacion rural
tenderia a resistirse al cambio. Una excepcidn
a la generalidad son los productores del hongo
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Pleurotus  ostreatus en la zona de
amortiguamiento de la reserva Biosfera de
Sumaco y Cayambe-Coca (Lépez-Rodriguez,
Hernandez-Corredor, Sudrez-Franco, y
Borrero, 2008), y los recolectores de hongos
de pino en Cayambe, a través de la empresa
URCO, SISA creada por la Casa Campesina del
cantén (DFC, 1998).

En términos econdmicos, la AIR de hongos
comestibles es viable porque presenta bajos
costos de produccién (Pineda, 2014; Pineda,
Ramos, Soto, etal.,, 2014) y un mercado
prospero, que estda aumentando a una
velocidad del 25 % al afio. Para el afio 2010 se
reportd una produccidn mundial de 10
millones de toneladas; siendo China, Italia y
Estados Unidos los principales productores
(FAO, 2014). Latinoamérica ha sido una de las
regiones que mas ha tardado en adherirse al
desarrollo tecnoldgico de la micocultura, pese
a la tradicion ancestral en el conocimiento y
consumo de hongos (BOA, 2004).
Particularmente, el Ecuador inicid sélo hasta la
década de los 60°s con las empresas KENNET
S.A y AMCESA, produciendo principalmente
hongos frescos, razén por la cual importa 361
toneladas de hongos en conserva (FAO, 2014),
un mercado potencial para las AIR de setas
comestibles.

CONCLUSIONES

La produccién de hongos comestibles como
AIR concebida dentro de un SIAL permite la
valorizacién de los recursos locales rurales en
pro del desarrollo territorial enddgeno;
constituyendo un elemento clave en la lucha
contra la inseguridad alimentaria y la pobreza
rural. Por tanto, su implementacién impacta
benéficamente los territorios rurales.
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RESUMEN

Beauveria spp. es un moho cosmopolita
usualmente empleado como biocontrolador
en cultivos agricolas debido a su actividad
antagonista hacia insectos fitopatdgenos. Este
experimento tiene como objetivo seleccionar
el mejor medio de cultivo para el cultivo in
vitro de la cepa nativa del hongo Beauveria
bassiana mediante el calculo de la tasa de
crecimiento radial. Se aisld, identifico
molecularmente y caracterizé quimicamente
las cepas nativas procedentes de suelo de
cafetal, luego se evalud el crecimiento en
diferentes medios. Se obtuvieron cepas puras
con calidad del 99%, identidad genética del
100%, composicion quimica rica en proteinasy
minerales, y velocidad de crecimiento radial
promedio de 6,4 mm/dia en medio MEA, que
mostro diferencias significativas con PDA.

PALABRAS CLAVE: aislamiento, caracterizacion
control biolégico, tasa de crecimiento.

ABSTRACT

Beuaveria spp. is a cosmopolitan mold usually
used as a biocontroller in agricultural crops
due to its antagonistic activity against
phytopathogenic insects. This experiment
aims to select the better culture medium for
the in vitro cultivation of the native strain of
the fungus Beauveria bassiana by calculating
the radial growth rate. the native strains of
the soil from a coffee plantation was isolated,
molecularly identified and chemically
characterized, then the growth rate was
evaluated. Pure strains of B. bassiana were
obtained with quality of 99%, genetic identity
of 100%, chemical composition rich in
proteins and minerals, and radial growth rate
of 6.4 mm /day in MEA medium, which has
statistically significant differences with PDA.

KEYWORDS: isolation, characterization,
biological control, growth rate.

INTRODUCCION

Ecuador es mega diverso en términos
culturales y biolégicos. Se encuentra entre las
17 naciones que albergan mas del 70% de las

especies terrestres y dulceacuicolas conocidas
del mundo, a pesar de que abarca menos del
0,2% de la superficie del planeta (Falconi,
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2005). El Estado ecuatoriano reconoce a la
biodiversidad como una ventaja comparativa
para el desarrollo cientifico de las industrias

El aprovechamiento sostenible de |Ia
biodiversidad y su potencial industrial
constituye una oportunidad para promover la
conservacion de las areas naturales, incentivar
la investigacién cientifica, impulsar proyectos

biotecnoldgicos, fomentar y proteger los
conocimientos tradicionales, crear normas
que permitan un comercio justo de las

especies Utiles y/o sus productos derivados, y
a la larga favorecer el crecimiento de los
indicadores econdmicos nacionales (Granizo y
Rios, 2011).

El desarrollo de bioinsumos constituye una
forma de valorizacion de la biodiversidad a
través de la biotecnologia, permitiendo su
aprovechamiento sostenible (Quezada, Roca,
Szauer, Gémez, y Lopez, 2005; Ramdn et al.,
2005). Los bioinsumos pueden dividirse en
biofertilizantes y biocontroladores, aunque a
veces la misma cepa microbiana posee ambas
funciones (Nora Altier, Elena Beyhaut, 2012).

Beauveria spp. es un hongo cosmopolita de
gran importancia como modelo para el estudio
de entomopatogénesis y como biocontrolador
de insectos plaga (Rehner y Buckley, 2005),
dentro de los cuales se destacan: el escarabajo
de la patata de Colorado, Lepitinotarsa
decemlineata  (Allee, Goettel, Gol’berg,
Whitney, y Roberts, 1990); la hormiga roja de
fuego, Solenopsis invicta Burenk
(Bradleighvinson y Siebeneicher, 1991); la
oruga de pino, Dendrolimus Punctata Walker
(Long y Du, 1988); la cucaracha alemana,
Blattella germdnica (Cai vy Liu, 1988); el
barrenador menor, Elasmopalpus hgnosellus
(McDowell, Funderburk, Boucias, Gilreath, vy
Lynch, 1990); el gusano falso medidor,
Trichoplusia ni (lgnoffo, Garcia, Kroha, vy
Crouch, 1982); el gusano de seda de mora,
Bombyx mori (Huang, 1988); el saltamontes
migratorio, Melanoplus sanguinipes (Feng,
1994) y piojo harinoso, Planococcus ficus
(Rondot y Reineke, 2018). Ademas, este hongo
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quimica, farmacéutica y alimenticia, con el fin
de viabilizar su uso soberano, estratégico y

sustentable (Senplades, 2017).

tiene la capacidad de promover el crecimiento
vegetal, directamente al facilitar la absorcién
de nutrientes por la planta (Gomez-Vidal,
Salinas, Tena, y Lopez-Llorca, 2009).

Bajo este contexto, el propdsito de este
trabajo es seleccionar el mejor medio de
cultivo para el cultivo in vitro de la cepa nativa
del hongo Beauveria bassiana mediante el
calculo de la tasa de crecimiento radial para
tener una idea de su potencial industrial.

MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo

Se empled los medios de cultivo Agar
antibidtico, Agar papa dextrosa (PDA) y Agar
Extracto de Malta (MEA) de la marca FUNGI
PERFECTI®, los cuales se prepararon siguiendo
la técnica descrita por Stamets (2000).

Material biolégico

Las muestras de suelo y de granos de café
arabiga fueron recolectados en la Provincia de
Imbabura, Cantén Cotacachi, Parroquia
Apuela, Sector pueblo viejo, en una plantacién
con las siguientes coordenadas UTM WGS84
(GPS MAGELLAN 550): 17S Este 777252,87
Norte 10041385,16. La plantacién estaba a
una altitud de 1647 msnm, con una
temperatura promedio de 18 °C y una
precipitacion media de aproximadamente
1400 milimetros por afio. Los muestreos se
realizaron en forma de zig-zag, cerca de las
raices de la planta café, a una profundidad de
20 cm, conforme con Cubillos, Goretti vy
Lizcano (2014).

Aislamiento

Se depositd 1 g de suelo en cada caja de Petri
con agar antibidtico y se incubd durante 7 dias
a 22 °C. Las cepas de Beauveria sp. fueron
purificadas mediante la técnica de repiques
sucesivos en agar PDA, teniendo en cuenta las
claves taxondmicas de Humber (1997). Las
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cepas puras se codificaron como ceba BB-30u
y ceba BB-20u, y se conservaron a una
temperatura de 2 a 4 °C en el Banco de
Recursos Genéticos Microbianos (BRGM) del
CEBA.

Identificacion

Se realizd en el laboratorio especializado
IDGEN. La identificacién molecular tuvo el
siguiente protocolo: extraccion de ADN
mediante el método de Sambrook, Fritsch y
Maniatis (1989), eliminacién del ARN residual
con ARNasa (X. Z. Fan, Zhou, Xiao, Xu, y Bian,
2014); amplificacién de barcode con ITS1 e
ITS4 como cebadores (primers); secuenciacion
estandar por el Método de Sanger, Nicklen y
Coulson (1977); ensamblaje de productos de
PCR empleando el programa bioinformatico
GENEIOUS; y contraste de resultados con las
secuencias registradas en la base de datos
GenBank.

Caracterizacidon quimica

Se realizd en el laboratorio de la Estacion
Experimental Santa Catalina del INIAP. El
Analisis Proximal (Bromatoldgico) se realizo
por el método MO-LSAIA-01, tomando como
referencia el método U. Florida 1970; mientras
la cuantificacién de los minerales mas
importantes se realizé por el método MO-
LSAIA-03, tomando como referencia el método
U. Florida 1980. La unidad experimental
consistid en 2Kg carpoforos de B. bassiana
previamente limpiados y desinfectados.

Calculo de la velocidad de crecimiento

Cajas de Petri que contenian los medios de
cultivo en estudio (PDA y MEA) fueron
inoculadas con plugs (tacos de agar con
micelio) provenientes de las cepas de reserva
del CEBA, se incubaron a 22 °C durante 6 dias
y se codificaron como H0OO01. La ecuacion (1)
permitid calcular la velocidad de crecimiento
(V) como el cociente entre el didmetro de la
colonia (x) y el tiempo de incubacion (t)
(Pineda, Soto, Santiago, Pdonce, y Reyes, 2015).

V(EE) = x@mm)/ed) (1)
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Disefio experimental

Se realizd un Disefio Factor Categodrico
Individual completamente aleatorizado, con 6
réplicas por tratamiento, para un total de 12
corridas experimentales. Como factor de
estudio se selecciond el medio de cultivo (MEA
y PDA), como variable de respuesta la
velocidad de crecimiento radial y como factor
de ruido el nivel de luz. Los pardmetros de
operacién fueron la temperatura y el tiempo,
que se mantuvieron constantes en el tiempo.

Tratamiento estadistico

El  tratamiento estadistico se realizd
empleando el software estadistico
STATGRAPHIS®, Centurion XV, version 15.2.05.
Se realizé un Analisis De Varianza (ANOVA, por
sus siglas en inglés) para evaluar el efecto de
los medios de cultivo en la velocidad de
crecimiento radial de B. bassiana; la prueba se
efectud con un nivel de confianza del 95%, un
bloque de estudio y 10 grados de libertad para
el error, tomando como Hipdtesis nula (Ho)
que la velocidad media de crecimiento de los
distintos medios de cultivo son iguales y como
Hipdtesis alternativa (Ha) que al menos una es
diferente.

Previamente, se verificaron los supuestos de la
estadistica paramétrica mas importantes:
normalidad y homocedasticidad
(homogeneidad de varianzas). La distribucién
normal de los residuales se verifico con la
prueba de Shapiro-Wilk, con un nivel de
confianza del 95%, tomando como Ho que la
muestra proviene de una poblacidon con
distribuciéon normal y como H, lo contrario.
Para apoyar la afirmacién anterior se realizé la
prueba de Jarque-Bera, con un nivel de
confianza del 95%, empleando como Ho que la
muestra tiene la asimetria y la curtosis de una
distribucién normal y como H, lo contrario. La
homocedasticidad de los datos se verificd con
la prueba de Levene, con un nivel de confianza
del 95%, empleando como Ho que la muestra
proviene de una poblacién con igualdad de
varianzas entre los grupos y como H; lo
contrario.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Aislamiento

Las colonias de B. bassiana presentaron una
apariencia blanca algodonosa al inicio de la
incubacion, que con el tiempo se tornd de
color crema y textura polvorienta con algunos
coremios blancos. El reverso presenté un color
amarillo ligero (ver fig. 1). Se coincidié con las
observaciones de Echeverria-Beirute (2006) y
de Cajas-Sudrez (2012). Se observa también
que en el medio MEA hay mayor cantidad de
Unidades Formadoras de Colonias (UFC), pero
menor densidad de micelio por colonia en
contraste con el medio PDA.

Fig. 1. Colonias de Beauveria sp. nativo.

El aislamiento de las cepas se realizd en agar
antibidtico y la purificacion en agar MEA
coincidiendo con Galarza (2011), aunque otros
autores reportan también el uso de otros
medios de cultivo selectivos a base de cloruro
de cobre, cristal violeta y benzoato de sodio
(Archuleta-Torres, Garcia-Gutiérrez, Ruelas,
Gaxiola-Castro, y Lépez, 2012); Agar Rosa de
Bengala y Agar Sabouraud (Cubillos etal,
2014); PDA mas peptona (Ramos-Delgado,
2016), Agar Papa Sacarosa (PSA, por sus siglas
en inglés) (Garcia, Villamizar, Torres, y Cotes,
2006), PDA mas oxitetraciclina (Echeverria
Beirute, 2006).

La incubacién de la cepa en el experimento se
realizd a 22 °C durante siete dias, mientras
otros autores reportan incubaciones a 25 °C
durante 5 a 7 dias (Cubillos et al., 2014), 25 °C
durante 15 a 21 dias (Echeverria Beirute,
2006), 24 °C durante 8 dias (Garcia etal.,
2006), 23 a 27 °C durante 14 a 21 dias
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(Gandarilla-Pacheco, Galdan-Wong, Arévalo-
Nifio, Elias-Santos, y Quintero-Zapata, 2013),
26 °C durante 25 a 30 dias (Ramos Delgado,
2016), 25 °C durante 15 dias (Cajas-Suarez,
2012), 24 a 28 °C durante 4 a 6 dias (Monzodn,

2000).

Identificacion

Los estudios moleculares se consideran
herramientas eficaces para determinar Ia
relacién inter e intragenética en especies de
basidiomicetos, corroborando los resultados
obtenidos mediante métodos convencionales
(morfoldgicos, fisiolégicos y bioquimicos) (Tao,
Liu, y Xu, 2011).

Se debe garantizar la correcta identificacion
del hongo para evitar la pérdida de tiempo y
presupuesto, la publicacién de resultados
erroneos, la entrega imprudente de
microorganismos patégenos que pongan en
riesgo la salud de los manipuladores, entre
otras consecuencias (Gonzalez y Jiménez,
2014).

El andlisis de secuencias de Espaciadores
Transcritos Internos (ITS, por sus siglas en
inglés) es muy importante en la identificacién
de hongos y en los estudios de relacion de
parentesco entre especies o taxones en
general en o por debajo del nivel de género
(Dunham, O’dell, y Molina, 2003).

EI ADN lineal de HOO1 tuvo una longitud de 600
pb, una calidad del 99,4% y una identidad
genética del 100% con la secuencia de
nucledtidos B. bassiana, registrada en la
accesion numero KY471654.1 de la base de
datos de nucledtidos de GenBank (GenBank,
2017).

El tamafio de banda de los amplicones
obtenidos coincidié con los resultados de
Montesinos y colaboradores (2011). Por el
contrario, Echeverria Beirute (2006) obtuvo
diferentes patrones de bandas de variable
intensidad y alta reproducibilidad,
comparandose con los locus BaO1 a Bal3 de
GenBank. Lo anterior puede deberse a que los
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investigadores emplearon un marcador de
peso molecular de 300 a 700 pares de bases,
en contraste con este trabajo que empled un
marcador de 1000 pb.

La comparacion de los amplicones de ADN de
HOO1 con el marcador de peso molecular de
1000 pb por electroforesis en gel de agarosa
1% se visualiza en la fig. 2; donde M es el
marcador de peso molecular, C+ es el control
positivo y C- es el control negativo.

Fig. 2. Amplicon del fragmento ITS de HOO1.

Ramos Delgado (2016) también empled los
cebadores ITS1 e ITS4, aunque empled un
marcador de peso molecular de tan sdlo 100
pb, obteniendo al igual que en este trabajo
identidades moleculares del 99 y 100% con 18
accesiones de CENICAFE desde B.bassiana 1BL
03043 a B. bassiana AY 334539. Bravo vy
colaboradores (2016) también alcanzaron un
porcentaje de identidad alto, correspondiente
al 97%, comparando sus amplicones con la
secuencia de la accesion JX270638.1 97. Se
coincidié también con la identificacion
realizada por Loc y colaboradores (2011);
Alvarado vy Rivera, (2016); Hguang vy
colaboradores (2015).

Montesinos-Matias y colaboradores (2011),
emplearon los cebadores ITS 4 e ITS 5 vy
alcanzaron un porcentaje de similitud genética
de mas del 99% con Cordyceps bassiana y B.
bassiana (nUmero de acceso GenBank es
HM189220); por lo que se considerd que B.
bassiana es la fase asexual de Cordyceps
bassiana.
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Caracterizacién
La fig. 3y latabla 1 muestran los resultados del
analisis bromatoldgico en base seca.

Extracto libre
de Nitrégeno

Proteinas (%)

» Fibra (%)

Cenizas (%)

Extracto
etéreo (%)

Fig. 3. Contenido nutricional de B. bassiana

Tabla 1. Contenido de minerales por elemento

Elemento Unidad Valor

Ca % 0,22
P % 0,51
Mg % 0,17
K % 0,21
Na % 0,01
Cu ppm 2,00
Fe ppm 56,00
Mn ppm 32,00
Zn ppm 26,00

No se encuentra en la literatura analisis
proximales relevantes efectuados al hongo B.
bassiana,  probablemente  porque  sus
aplicaciones no estan relacionadas con la
industria alimentaria a causa de su alto
contenido de toxinas. Sin embargo, se reporta
el andlisis de sus metabolitos secundarios por
Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC,
por sus siglas en inglés) y Espectroscopia de
Infrarrojos (FTIR, por sus siglas en inglés), donde
se cuantifico el contenido de alcoholes,
fenoles, alcanos, alguenos, nitrilos,
compuestos aromaticos, acidos carboxilicos,
aminas alifaticas, aminas primarias y cetonas
(Ragavendran, Dubey, y Natarajan, 2017).
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Velocidad de crecimiento

La velocidad promedio en MEA fue de 6,4
mm/d con un minimo de 6,0 mm/d, un
maximo de 6,7 mm/d, desviacidn estandar de
0,2530, coeficiente de variacion de 0,0395,
sesgo de -0,5559 vy curtosis de -0,0830. La
velocidad promedio en PDA fue de 5,18 mm/d,
conun minimode 5,0 mm/d, un maximo de 5,5
mm/d, desviacion estdndar de 0,2229,
coeficiente de variacién de 0,0430, sesgo de
0,6354 y curtosis de -0,9047.

Se observa que los datos por grupos presentan
una dispersion muy semejante, con una
variacion de aproximadamente el 4%, aunque
el rango en el nivel MEA es 0,2 unidades
mayor. Los valores de curtosis muestran que
ambos grupos presentan una distribucién con
apuntamiento platicUrtico con colas mas
anchas que la normal. Los valores de sesgo
muestran que los datos en MEA presentan una
leve asimetria negativa mientras los datos en
PDA presentan una leve asimetria positiva, que
al operarse da 0,0624, un valor no muy alejado
del correspondiente a la distribucion normal,
que es cero.

La prueba de Shapiro-Wilk arrojé un valor P de
0,06551 que confirma que los datos
muestrales provienen de una poblacion con
distribucién normal. La prueba de Jarque-Bera
dio un valor P de 0,5063 que demuestra que
los datos tienen la asimetria y la curtosis de
una distribucién normal. La prueba de Levene
suministrd un valor Pr de 0,8284 que
comprueba que las varianzas poblacionales
son iguales.

El ANOVA arroj6 un valor P de 4.86e y una
razon F de 78,14, que evidencian que existe
diferencia estadisticamente significativa entre
la media de la velocidad de crecimiento lineal
de un medio de cultivo y otro.

Garcia, Villamizar, Torres y Cotes (2006)
reportaron en medio Papa Sacarosa Agar (PSA)
velocidades de crecimiento un poco inferiores,
correspondientes a 6,5 mm/d en un periodo
de 5 dias y de 5,9 mm/d para un periodo de 8
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dias. Por el contrario, Echeverria-Beirute
(2006) obtuvo velocidades de crecimiento
promedio demasiado bajas, que variaron entre
0,68y 2,43 mm/d sin perder la conducta lineal;
del mismo modo que Vélez y colaboradores
(2001), cuyas tasas de crecimiento oscilaron
entre el 0,18 a 0,37%; y que Malpartida-
Zevallos, Narrea-Cango vy Dale-Larraburre
(2013), quienes obtuvieron tasas de
crecimiento promedio de 3,45 mm/d.

Los resultados acerca del mejor medio de

cultivo para la propagacion in vitro de B.
bassiana discrepan con los resultados de
Lugue (1989), quien afirma que el mejor medio
es PDA, aunque este autor realizd el estudio
con otro hongo, Diplodia mutila.

Un estudio realizado en Sclerotium rolfsii
mostrd que el medio MEA es el que permite la
mayor produccidon de esclerocios y la mejor
diferenciacion de variantes morfoldgicas,
aunque conlleva a una menor velocidad de
crecimiento micelial, coincidiendo con Luque
(1989) (Hernandez et al., 2004).

El medio de cultivo dptimo varia dependiendo
de las investigaciones, ya que todas trabajan
con diferentes pardmetros de operacion, sin
embargo, lo que si estd comprobado es que la
composicion del medio de cultivo tiene
influencia estadisticamente significativa sobre
la velocidad de crecimiento de B. bassiana
(Safavi etal.,, 2007). Aunque, un estudio
demostrd que la sacarosa es la fuente de
carbono mas adecuada para la produccién de
biomasa mientras la glucosa es mas adecuada
para la produccién de esporas; por otro lado,
el sulfato de amonio es la fuente de nitrégeno
que permite la mayor produccién de biomasa
mientras el nitrito de sodio es mejor inductor
de la produccién de esporas (Mishra y Malik,
2013).

CONCLUSIONES

Se obtuvieron cepas puras de Beauveria sp.
procedentes de suelo de cafetal y granos de
café ardbiga, las cuales mostraron identidad
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genética del 100% con B. bassiana y un crecimiento in vitro es el medio MEA, ya que
contenido nutricional rico en proteinas y mostro diferencias estadisticamente
minerales como fésforo, calcio y potasio. El significativas con el medio PDA.

medio de cultivo mas apropiado para su
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RESUMEN

Auricularia spp. es un hongo que presenta
amplio potencial en la industria alimentaria
debido a sus propiedades nutricionales y
medicinales. Aunque, las inadecuadas técnicas
de identificacion y propagacion in vitro han
limitado su aprovechamiento. Por ello, el
objetivo de este trabajo es obtener cepas
puras de Auricularia spp. con potencial
industrial. Se aislaron e identificaron vy
caracterizaron quimicamente cepas nativas
del hongo, y se selecciond el medio de cultivo
que permitiera la mayor velocidad de
crecimiento. Las cepas aisladas mostraron
identidad genética del 99% con A
fuscosuccinea y una velocidad de crecimiento
optima de 7,2 mm/dia en medio Agar Extracto
de Malta (MEA), que presentd diferencias
estadisticamente significativas con PDA.

PALABRAS CLAVE: aislamiento, caracterizacion
seguridad alimentaria, tasa de crecimiento.

ABSTRACT

Auricularia spp. is a fungus that has wide
potential in the food industry due to its
nutritional and medicinal properties. Although,
the inadequate techniques of identification and
in vitro propagation have limited its use.
Therefore, the objective of this work is to
obtain pure strains of Auricularia spp. with
industrial potential. Native strains of the fungus
were isolated and identified and chemically
characterized, and the culture medium that
allowed the highest growth rate was selected.
The isolated strains showed 99% genetic
identity with A. fuscosuccinea and an optimal
growth rate of 7.2 mm / day in the Malt Agar
Extract Medium (MEA), which presented
statistically significant differences with PDA.

KEYWORDS: isolation, characterization, food
security, growth rate.

INTRODUCCION

El Objetivo de Desarrollo Sostenible (ODS) n° 2
de la Organizacion de las Naciones Unidas

(ONU, 2015) pretende disminuir el hambre a
cero, por lo que una serie de politicas
alimentarias y sociales, e invenciones
cientificas han sido implementadas por todos

32



Revista Biorrefineria Vol. 1
los paises miembros (Vifias, 2011, 2012). Sin

embargo, el objetivo de “hambre cero” esta

muy ligado al n® 3, “salud y bienestar”, ya que

no se trata soélo de saciar de comida a los

individuos, sino también de suministrarles los

nutrientes necesarios para gozar de un buen

estado de salud.

El suministro de proteina es uno de los retos
mundiales para suplir los requerimientos
dietéticos de la poblaciéon (Godfray et al.,
2010), no obstante, su produccién cada vez es
mas insostenible ambiental y
econdémicamente; por tanto la modificacion de
habitos de consumo hacia fuentes de proteina
alternativa es una opcién viable (Capone, El
Bilali, Debs, Cardone, y Driouech, 2014,
Hoogland, de Boer, y Boersema, 2005). En este
contexto, la produccién de proteina
microbiana es una buena alternativa (Pineda,
Ramos y Soto, 2014), ya que presenta altos
rendimientos; no obstante, el consumo de
proteina de algas, bacterias y levaduras ha sido
limitado por sus efectos nocivos en la salud del
consumidor (Garcia-Garibay, Gdmez-Ruiz,
Cruz-Guerrero, y Barzana, 2014, Zepka, Jacob-
Lopes, Goldbeck, Souza-Soares, y Queiroz,
2010). La proteina fungica, pese a presentar
menor rendimiento, no provoca efectos
adversos en el consumidor, contiene todos los
aminodacidos esenciales y presenta alta
digestibilidad (Nigam y Singh, 2014; Roman
Corrochano, 2013).

Auricularia spp. es una de las diez setas
producidas a escala industrial, que crece de
forma natural en los tallos y las raices de
algunos drboles, asi como en materiales
lignoceluldsicos en descomposicién (Cano-
Estrada y Romero-Bautista, 2016; Ortiz et al.,
2016), por lo que su produccion constituiria
una forma de reciclaje de residuos
agroindustriales viable, teniendo en cuenta
que Ecuador es un pais con vocacion agricola
(Monteros Guerrero, Sumba Lusero, vy
Salvador Sarauz, 2013).
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Por ello, el objetivo de este trabajo es obtener
cepas puras de Auricularia spp. con potencial

industrial.
MATERIALES Y METODOS

Medios de cultivo

Se empled los medios de cultivo Agar
antibidtico, Agar papa dextrosa (PDA) y Agar
Extracto de Malta (MEA) de la marca FUNGI
PERFECTI®, los cuales se prepararon siguiendo
la técnica descrita por Stamets (2000).

Material biolégico

Los carpdforos de Auricularia sp. fueron
recolectados en la provincia de Carchi, cantén
Mira, parroquia Jacinto Jijon y Camafio,
comunidad La Joya, en un bosque tropical
hdmedo con las siguientes coordenadas UTM
WGS84 (GPS MAGELLAN 550): 17N 806475
Este 10088020 Norte. Los hongos habian
crecido sobre troncos caidos y restos de
madera aserrada de pendo en
descomposicion, por lo que para su
recoleccion se transportaron adheridos al
sustrato, como indica la fig. 1.

_ N
Fig. 1. Carpdforos de Auricularia sp. adheridos
al sustrato natural.

T SRR AV

Aislamiento

Se realizd por escision de los carpoéforos,
extraccion de tejidos internos de 2mm de
longitud vy posterior incubacion en agar
antibidtico durante 6 dias a 22 °C. Se
consideraron como aislamientos positivos,
todos aquellos con  crecimientos vy
caracteristicas miceliares uniformes, sin
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contaminaciones ni estados conidiales. Las
cepas se purificaron mediante el método de
repiques sucesivos (Ortiz etal., 2016) y se
rotularon con la nomenclatura ceba AP1-1810,
ceba AP2-1810 y ceba AP3-1810. Luego, se
liofilizaron por congelacién a 200 atm
descendiendo desde 10 °C hasta -50 °C, vy
secado a 300 atm de presién, ascendiendo
hasta 30 °C. Las cepas se almacenaron a 4 °C
en el Banco de Recursos Genéticos (BRG) del
Centro Ecuatoriano de Biotecnologia vy
Ambiente (CEBA).

Identificacion

Se emplearon claves taxondémicas
reportadas por Montoya-Alvarez y
colaboradores (2011), luego se enviaron los
carpoforos al laboratorio especializado IDGEN.
La identificacién molecular tuvo el siguiente
protocolo: extraccion de ADN mediante el
método de Sambrook, Fritsch y Maniatis
(1989) modificado con la adicién de ARNasa (X.
Z. Fan, Zhou, Xiao, Xu, y Bian, 2014);
amplificacidon de barcode con ITS4 e ITS5 como
cebadores (primers); secuenciacion estandar
por el Método de Sanger, Nicklen y Coulson
(1977); ensamblaje de productos de PCR
empleando el programa bioinformatico
GENEIOUS; y contraste de resultados con las
secuencias registradas en la base de datos
GenBank.

las

Calculo de velocidad de crecimiento

Cajas de Petri que contenian los medios de
cultivo en estudio (PDA y MEA) fueron
inoculadas con las cepas liofilizadas del CEBA e
incubadas a 22 °C durante 7 dias. Las medidas
fueron tomadas con cinta métrica, como
muestra la fig 2.

La ecuacion (1) permitié calcular la velocidad
de crecimiento (V) como el cociente entre el
didmetro de la colonia (x) y el tiempo de
incubacion (t) (Pineda, Soto, Santiago, Pénce, y
Reyes, 2015).

mm

V(EE) = x@mm)/e(d) (1)

N°. 1

Afo: 2018

ISSN: 2602-8530

Fig. 2. Técnica de medicidn de crecimiento.

Disefio experimental

Se realizd un Disefio Completamente al Azar
(DCA), con cinco réplicas por tratamiento para
un total de 10 corridas. Como factor de estudio
se selecciond el medio de cultivo (MEAy PDA),
como variable de respuesta la velocidad de
crecimiento de la cepa nativa y como factor de
ruido el nivel de luz. Los pardmetros de
operacién fueron: la temperatura a 22°C, el
tiempo de incubacién de 7 dias y el tipo de
cepa, que se mantuvieron constantes durante
el desarrollo del experimento.

Tratamiento estadistico

El  tratamiento estadistico se realizd
empleando el software estadistico
STATGRAPHIS®, Centurion XV, version 15.2.05.
Se realizé un Analisis De Varianza (ANOVA, por
sus siglas en inglés) para evaluar el efecto de
los medios de cultivo en la velocidad de
crecimiento radial de A. fuscosuccinea; la
prueba se efectud con un nivel de confianza
del 95%, un bloque de estudio y 9 grados de
libertad para el error, tomando como Hipdtesis
nula (Ho) que la velocidad media de
crecimiento de los distintos medios de cultivo
son iguales y como Hipdtesis alternativa (Ha)
que al menos una es diferente.

Previamente, se verificaron los supuestos de la
estadistica paramétrica mas importantes:
normalidad y homocedasticidad. La
distribucion normal de los residuales se
verificé con la prueba de Shapiro-Wilk, con un
nivel de confianza del 95%, tomando como Ho
que la muestra proviene de una poblacion con
distribuciéon normal y como H, lo contrario.
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Para apoyar la afirmacidn anterior se realizé la
prueba de Jarque-Bera, con un nivel de
confianza del 95%, empleando como Hp que la
muestra tiene la asimetria y la curtosis de una
distribucion normal y como H, lo contrario. La
homocedasticidad de los datos se verificd con
la prueba de Levene, con un nivel de confianza
del 95%, empleando como Ho que la muestra
proviene de una poblacién con igualdad de
varianzas entre los grupos y como Hi lo
contrario.

RESULTADOS Y DISCUSIONES

Aislamiento

El aislamiento de Auricularia sp. se hace a
partir del tejido del hongo y no de esporas
debido a que los cultivos de tejidos son
esencialmente clones del hongo, en contraste
con los cultivos de esporas, que presentan
variabilidad genética (Ardén Lopez, 2007).

El medio de cultivo empleado, agar PDA,
coincide con el empleado por varios
investigadores para el aislamiento de especies
del género, tales como A. aquricula (Fan et al.,
2014; Tao, Liu, y Xu, 2011).

Las colonias fungicas presentaron micelio
blanco de aspecto sedoso a plumoso vy
mediana densidad, como muestra la fig. 3.

Fig. 3. Cepa de Auricularia sp. purificada.

Identificacién morfoldgica

Los  cuerpos  fructiferos  recolectados
presentaron crecimiento en solitario, unién
lateral al sustrato, forma de oreja, estipite
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corto o ausente, color rosa amarronado,
apariencia glabra, consistencia cerosa vy
gelatinosa cuando frescos mientras que
coridcea cuando secos, himenio suave con
pliegues leves, tamafio de 2 a 10 cm de largo
por 5 a 12 cm de ancho, y una zona pilosa
inferior a 100 um con capa medular inferior a
150 um, coincidiendo con Lowy (1951) vy

Bolafios y Soto (2011).

Taxondmicamente se puede decir que las
cepas corresponden a A. Fuscosuccinea,
aunque, es necesario un estudio filogenético
para mayor exactitud (Montoya-Alvarez et al.,
2011).

Identificacion molecular

Los enfoques moleculares se consideran
herramientas poderosas para investigar la
relacién inter e intragenética de especies de
basidiomicetos, apoyando los resultados
obtenidos a partir de métodos convencionales
tales como los morfolégicos, fisiolégicos vy
bioguimicos (Tao et al., 2011).

En este trabajo se emplearon los cuerpos
fructiferos del Auricularia sp. (Auril) como
muestra para la extraccion de ADN, a
diferencia de otros trabajos donde se emplea
el micelio seco luego de Fermentacién en
Estado Liquido (FEL) (Fan et al., 2014; Li et al.,
2007; Tao et al., 2011).

La extraccién de ADN se realizd en este trabajo
por el método de Sambrook y colaboradores
(1989), a diferencia de Tao y Colaboradores
(2011), que emplearon el método de Doyle y
Doyle (1987) modificado, y de Yan vy
colaboradores (2004), que emplearon el
método de Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB, por sus siglas
en inglés). Para la extraccion se requirié de un
tratamiento  enzimatico  adicional, que
permitiera la obtencién de ADN de alta calidad,
debido a que el cuerpo fructifero de Auril
posee una elevada concentracion de proteinas
y polisacaridos.
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El ADN de Auril se extrajo por duplicado con el
fin de obtener una concentracién y calidad de
ADN que permitiera la correcta amplificacién
del Fragmento de Espaciadores Transcritos
Internos (ITS, por sus siglas en inglés) mediante
PCR. Adicionalmente, las muestras se trataron
con ARNasa y se diluyeron hasta una
concentracion en un rango de 15 a 30 ng/uL,
para descartar procesos inhibitorios de la PCR
debido a una elevada concentracion de ADN,
previo a su utilizacion en el ensamblaje de la
PCR. Este rango de concentracion de ADN es
semejante al rango reportado por Tao vy
Colaboradores (2011) para la identificacién de
cepas nativas de A. auricula, 20 a 40 ng/uL.

El andlisis de secuencias de Espaciadores
Transcritos Internos (ITS, por sus siglas en
inglés) juega un papel importante en los
estudios de filogenia en o por debajo del nivel
de género y en la identificacién de hongos
(Dunham, O’dell, y Molina, 2003).

Los resultados del ensamblaje de ADN se
visualizan en la fig. 4, donde “C-“ es el control
negativo y el marcador de peso molecular
tiene una longitud de 1000 pb.

Fig. 4. Amplicén deImento ITS de Auril.

EI ADN lineal de Auril presenta longitud de 636
pb, calidad del 71,5 % vy al contrastarse con la
accesion JX065150.1 de la base de datos de
nucledtidos de GenBank muestra identidad del
99 % con A. fuscosuccinea (GenBank, 2013),
conforme con la publicacion de Looney,
Birkebak y Matheny (2013). Este porcentaje de
identidad genética es favorable, ya que otros
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estudios evidencian que las cepas nativas
presentan una alta diversidad genética. Cepas
nativas de A. auricula-judae presentaron una
identidad genética promedio de tan sélo el
41% (Du, Cui, y Dai, 2011), mientras que las
cepas de A. aquricular presentaron el 50-63% (Li
etal., 2007, Yan etal.,, 2004) y las de A.
polytricha el 58-65 % (Du, Cui, Zhang, y Dai,
2013; Yan et al., 2004).

Velocidad de crecimiento

La velocidad de crecimiento promedio de A.
fuscosuccinea fue mayor en MEA que en PDA,
cuyos valores correspondieron a 7,20 mm/d y
6,28 mm/d, respectivamente.

Carrefio-Ruiz y  colaboradores  (2014)
cultivaron A. Fuscosuccinea en diferentes
medios de agar para su caracterizacion
morfolégica luego del aislamiento vy
obtuvieron velocidades de crecimiento
superiores en PDA que en MEA; aunque las
cepas no habian sido sometidas a liofilizacion,
a diferencia de este trabajo, lo que
probablemente causé las discrepancias.
Aunqgue, algunos autores sostienen que la
influencia de la liofilizacion en la supervivencia
de los hongos no es estadisticamente
significativa, siempre y cuando se sigan los
protocolos adecuados (Singh, Upadhyay,
Yadav, y Tiwari, 2004; Singh, Yadav, y Rai,
2007).

En el trabajo de Carrefio-Ruiz y colaboradores
(2014), las velocidades de crecimiento en PDA
son similares a las de este trabajo, alrededor
de 6 mm/ dia, caso contrario a las velocidades
de crecimiento en MEA que corresponden a
aproximadamente 4 mm/ dia, casi tres
unidades inferiores a las de este trabajo.

Tratamiento estadistico

La velocidad promedio en MEA fue de 7,20
mm/d con un minimo de 7,0 mm/d, un
maximo de 7,3 mm/d, desviacidon estandar de
0,141421, coeficiente de variacién de
0,0196419, sesgo de -0,8838835 y curtosis de
-1,750000. La velocidad promedio en PDA fue
de 6,28 mm/d, con un minimo de 6,2 mm/d,
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un maximo de 6,4 mm/d, desviacion estandar
de 0,109545, coeficiente de variacion de
0,0174434, sesgo de 0,6085806 y curtosis de -
3,333333. Segun esto, el mejor medio de
cultivo para A. fuscosuccinea.

Se observa que los datos por grupos presentan
una dispersion muy semejante, de 1,9%vy 1,7%
para MEA y PDA, respectivamente, aunque el
rango en el nivel MEA es 0,1 unidades mayor.
Los valores de curtosis muestran que los datos
en MEA presentan apuntamiento bastante
platicurtico, mientras que en PDA presentan
apuntamiento casi mesocdurtico, tendiendo a
leptocurtico. Los valores de sesgo muestran
que los datos en MEA presentan una leve
asimetria negativa mientras los datos en PDA
presentan una leve asimetria positiva, que al
operarse da 0,03770452, un valor no muy
alejado del correspondiente a la distribucién
normal, que es cero.

La prueba de Shapiro-Wilk arrojé un valor P de
0,07397221 que demuestra que los datos
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muestrales provienen de una poblacion con
distribucién normal. La prueba de Jarque-Bera
dio un valor P de 0,5039801 que evidencia que
los datos tienen la asimetria y la curtosis de
una distribucién normal. La prueba de Levene
suministré un valor Pr de 0,8088874 que
comprueba que las varianzas poblacionales
son iguales.

El ANOVA arrojé un valor P de 0,000 y una
razon F de 132,25, que evidencian que existe
diferencia estadisticamente significativa entre
la media de la velocidad de crecimiento lineal
de un medio de cultivo y otro.

CONCLUSIONES

Se aislaron cepas nativas de Auricularia spp.,
las cuales mostraron identidad genética del
99% con B. bassiana y una calidad del 75%. El
medio de cultivo mas apropiado para su
crecimiento in vitro es el medio MEA, ya que
mostro diferencias estadisticamente
significativas con el medio PDA.
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RESUMEN

Los colorantes sintéticos se emplean
comunmente en diversos campos de la
industria pese a que se ha reportado que
afectan la salud de los consumidores. El
objetivo de este trabajo es describir
brevemente la crisis de los colorantes
sintéticos para identificar la incidencia mundial
en el Ecuador. Se encontrd que el Ecuador, a
pesar de regular el uso de los aditivos
alimentarios, permite el uso de colorantes
sintéticos catalogados como cancerigenos, lo
que podria haber causado el aumento de
enfermedades crénicas en los Ultimos afios.
Urge un cambio normativo, que incluya mas
colorantes de origen natural como los de
origen microbiano.

PALABRAS CLAVE: carcinégenos, pigmentos,
regulacion, salud.

ABSTRACT

Synthetic dyes are commonly used in various
fields of industry, although they have been
reported to affect the health of consumers. The
objective of this paper is to briefly describe the
crisis of synthetic dyes to identify the global
incidence in Ecuador. It was found that
Ecuador, despite regulating the use of food
additives, allows the use of synthetic dyes
classified as carcinogenic, which could have
caused the increase in chronic diseases in
recent years. There is a need for a normative
change that includes more dyes of natural
origin such as those of microbial origin.

KEYWORDS: carcinogens, pigments, regulation,
health.

INTRODUCCION

Un colorante es una molécula con dos grupos
quimicos: el cromdéforo, que le da color y el
auxocromo, que le permite fijarse a una

superficie (Jean-Marie, 2016). Los colorantes
pueden clasificarse seglin su fuente de
extraccion en sintéticos y naturales. Los
colorantes sintéticos fueron desarrollados a
finales del siglo XIX, reemplazando en su mayor
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parte a los naturales (Nikfar y Jaberidoost,
2014). Se emplean comunmente para dar
color a los textiles, los alimentos, los insumos
para el cabello y muchos articulos de uso
cotidiano. Se ha reportado que el uso de tintes
para cabello y textiles, al igual que el consumo
de alimentos elaborados con colorantes
sintéticos repercute negativamente en la salud
del consumidor, provocando desde una simple
reaccion alérgica hasta enfermedades crdonicas
como el cancer. Pese al conocimiento de
dichos efectos, las instituciones reguladoras
del uso de dichos colorantes sintéticos, siguen
permitiendo algunos, aunque estableciendo
dosis maximas. Muchos de los efectos se
presentan con el tiempo y no inmediatamente,
por lo que los colorantes sintéticos podrian ser
causantes del auge de enfermedades crdnicas
que azotan a la poblacion y pasan inadvertidos.
La mejor alternativa para afrontar esta crisis,
qgue asesina lentamente a la humanidad, es
girar el rumbo de la industria, de lo sintéticos a
lo natural; por lo que los colorantes naturales
son una buena alternativa. Bajo este contexto,
el objetivo de este trabajo es describir
brevemente la crisis de los colorantes
sintéticos, mediante una amplia revisién de la
literatura, que permita identificar como afecta
la dindmica mundial al Ecuador.

LOS COLORANTES TEXTILES

Los tintes de las telas pueden degradarse vy
esparcirse por la piel de la persona provocando
dermatitis alérgica de contacto, que presenta
un cuadro clinico de eczema, el cual puede
progresar y ser grave, generalizado, o incluso
eritrodérmico. Las lesiones se originan
principalmente en sitios corporales de
transpiracién o friccion que tengan contacto
directo con la prenda, asi como en los pliegues
de piel. Los tintes que causan la reaccién
alérgica pertenecen al grupo de los colorantes
dispersos, tales como el Naranja disperso 3,
Azul disperso 124, Azul Disperso 106, Amarillo
disperso 3, rojo disperso 1, entre otros (Nikfar
y Jaberidoost, 2014). Aunque, el indigo rara
vez puede causar dermatitis alérgica, provoca
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conjuntivitis, hipertension, hiperactividad,
afecciones gastrointestinales, neurotoxicidad
(Additifs, 2015; European Food Safety
Authority (EFSA), 2015).

En las tablas 1y 2 se relacionan los principales
colorantes sintéticos reconocidos como
cancerigenos o) alérgenos por el
Administracién de Medicamentos y Alimentos

de los Estados Unidos (FDA, siglas en inglés).

Tabla 1. Colorantes textiles clasificados como

alérgenos.
Nombre No. de No. de
genérico (ndice Registro
de Color
Azul Disperso 3 61 505 2475-46-9
Azul Disperso 7 62 500 3179-90-6
Azul Disperso 26 63 305
Azul Disperso 35 12222-75-2
Azul Disperso 102 12222-97-8
Azul Disperso 106 12223-01-7
Azul Disperso 124 61951-51-7
Naranja Disperso 1 11 080 2581-69-3
Naranja Disperso 3 11 005 730-40-5
Naranja Disperso 37 11132
Naranja Disperso 76 11132
Rojo Disperso 1 11110 2872-52-8
Rojo Disperso 11 62 015 2872-48-2
Rojo Disperso 17 11210 3179-89-3
Amarillo Disperso 1 10 345 119-15-3
Amarillo Disperso 9 10 375 6373-73-5

Fuente: (Nikfar y Jaberidoost, 2014)

Tabla 2. Colorantes textiles clasificados como
carcinégenos.

Nombre genérico No. de No. de
[ndice de Registro
Color
Rojo 4cido 26 16 150 3761-53-3
Rojo Bdsico 9 42 500 569-61-9
Violeta Basico 14 42510 632-99-5
Negro Directo 38 30235 1937-37-7
Azul Directo 6 22610 2602-46-2
Rojo Directo 28 22120 573-58-0
Azul Disperso 1 64 500 2475-45-8
Naranja Disperso 11 60 700 82-28-0
Amarillo Disperso 3 11 855 2832-40-8

Fuente: (Nikfar y Jaberidoost, 2014)
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Estd demostrada la carcinogenicidad de las
arilaminas diciclicas, las difenilaminas y los
derivados de antraquinona. Las
monoarilaminas presentan débil potencial
cancerigeno tras exposicién a largo tiempo,
mientras los derivados de bencidina son
cancerigenos sospechosos. Los componentes
azoicos no son cancerigenos de por si, pero si
son  sistematicamente  absorbidos  por
humanos, pueden ser metabolizados por los
microorganismos endégenos via azoreductasa
en aminas aromaticas cancerigenas (Nikfar y
Jaberidoost, 2014).

Por otro lado, los tintes textiles sintéticos
constituyen contaminantes persistentes de los
cuerpos de agua debido a su origen sintético,
su estructura compleja de alto peso molecular
(Kuhad, Sood, Tripathi, Singh,y Ward, 2004), y
su estabilidad tanto a la luz como a la
temperatura y al ataque microbiano (Gregory,
2000). Por ende, provocan fluctuaciones en

parametros como demanda quimica de
oxigeno (DQO), demanda bioquimica de
oxigeno (DBO), pH, color, salinidad vy

composiciéon quimica del agua (Talarposhti,
Donnelly, y Anderson, 2001), lo que afecta los
procesos fotosintéticos, la estética y vida
acuatica (Kuhad et al., 2004).

LOS TINTES PARA CABELLO

Antes de la década de los 80’s se empleaban
en la industria de los tintes para cabello
ingredientes como las aminas aromaticas, a las
que mas adelante se les relaciond con
carcinogenicidad y genotoxicidad. Los estilistas
o0 peluqueros que aplicaron esos productos
durante mas de 10 afios y las personas que
tiferon su cabello por mas de 15 afios
presentaron cancer de vejiga, principalmente
(Gago-Dominguez, Esteban Castelao, Yuan, Yu,
y Ross, 2001). A raiz de ello, la mayoria de las
industrias de tintes para cabello eliminaron
varias aminas aromaticas cancerigenas de la
formula de sus productos con el fin de
responder a las exigencias de organizaciones
internacionales que abogaban por la salud de
los consumidores.
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Actualmente, los efectos de los tintes para el
cabello en la poblacion general y en los
profesionales de la belleza se han estabilizado
o disminuido. A pesar de que estos productos
se componen de sustancias sintéticas
catalogadas como cancerigenas sospechosas,
su efecto directo en la salud de los
consumidores no ha sido comprobado. Se
reporta que dichas aminas aromaticas tienen
un potencial genotodxico débil e inducen el
cancer tras suministrarse oralmente a ratas;
sin embargo, esta carcinogenicidad in vivo no
se ha reportado en humanos, ya que la
exposicion al producto es tdpica y no oral.
(Kelsh, Alexander, Kalmes, y Buffler, 2008;
Kogevinas et al., 2006; Lin, Dinney, Grossman,
y Wu, 2006; Nohynek, Fautz, Benech-Kieffer, y
Toutain, 2004). No obstante algunos autores
sugieren que estos quimicos pueden
permanecer en latencia hasta 20 afios vy
pasado este tiempo mostrar sus efectos
adversos (Bolt y Golka, 2007).

Lo que si esta comprobado es que los tintes
para cabello pueden ocasionar reacciones
alérgicas como dermatitis eritematosa vy
papular, debido principalmente a su contenido
de iones de cobalto, que pueden actuar como
haptenos y unirse a los componentes
macromoleculares, produciendo sustancias
inmunogénicas (Camara-Martos y Moreno-
Rojas, 2016).

LOS COLORANTES ALIMENTARIOS

El color es uno de los principales criterios de
calidad de los alimentos, por ello las industrias
alimentarias destinan gran porcentaje de los
costos de produccidn al estudio de técnicas de
preservacion y/o adicion del color. El color es
proporcionado muchas veces por pigmentos
naturales en alimentos frescos o sintéticos en
productos manufacturados (Villafio, Garcia-
Viguera, y Mena, 2016). Los pigmentos y/o
colorantes son usualmente afiadidos para
modificar, mejorar o restaurar el atractivo
visual de los alimentos, o simplemente para
que el consumidor pueda identificarlos
(Barrows, Lipman, y Bailey, 2003); pueden
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clasificarse por criterios de fuente de
obtencion, solubilidad en agua y habilidad de
cobertura (opaco o transparente), siendo la
segunda categoria la mas usual (Amchova,
Kotolova, y Ruda-Kucerova, 2015).

Los principales colorantes empleados en la
industria alimentaria aceptados por la Unién
Europea (UE), pero no por la FDA son: las
rivoflavinas, acido carminico (de colchinilla),
carbon vegetal, y minerales como el didxido de
titanio, el carbonato de calcio y los éxidos de
hierro. Por otro lado, algunos aditivos de color
como el gluconato ferroso vy el lactato ferroso
son aceptados por la FDA, pero no por la UE.
Tanto la FDA como la UE aceptan el uso de
ciertos colorantes azoicos, regulados bajo una
legislacion que define las dosis y patrones de
consumo (Villafio et al., 2016).

Infortunadamente, el acido carminico puede
causar reacciones alérgicas y choque
anafildctico a un grupo sensible de la
poblacion; los colorantes azoicos Tartrazina,
Ponceau 4R, Rojo Allura AC, Negro brillante BN
y Marréon HT pueden afectar el desarrollo
neuroldgico o ser carcindgenos; el Amarillo
Ocaso FCF puede afectar la morfologia vy
movilidad de los espermatozoides; el Amarillo
de Quinoleina puede causar reacciones de
sensibilidad adversa a largo plazo, como
urticaria y rinitis (Villafio et al., 2016); el Rojo
40, y los Amarillo 5y 6 contienen Benzidina, un
carcinégeno comprobado (Potera, 2010); la
tartrazina puede causar migrafia, asma,
genotoxicidad, neurotoxicidad, cirrosis vy
ciertas afecciones cutaneas; el amarillo de
mantequilla es cancerigeno (Nikfar vy
Jaberidoost, 2014).

Un estudio la Universidad de Purdue encontré
que el consumo de un contenido de 29a33 mg
de colorantes sintéticos, principalmente
azoicos en los caramelos puede afectar el
comportamiento (hiperactividad, inquietud y
trastornos del suefio) de un pequefio
porcentaje de nifios (Godshall, 2016; McCann
et al., 2007).
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En particular, los colorantes que tienen un
grupo azo son metabolizados por la microflora
intestinal o por las enzimas hepaticas
mediante escision metabdlica, la induciendo
estrés oxidativo y como consecuencia
formacion de radicales libres, llegando a
afectar érganos encargados de la depuracion
del cuerpo como el higado y el sistema urinario

(Diacu, 2016; Nikfar y Jaberidoost, 2014).

Muchos de los colorantes sintéticos son
testeados en roedores para evaluar el riesgo
en humanos, sin embargo el Centro de Ciencia
de Interés Publico (CSPI, por sus siglas en
inglés) afirmd que muchas de las pruebas se
monitorean hasta los dos afios (alrededor de
65 aflos humanos), lo cual es un error porque
los canceres pueden aparecer hasta el tercer
afio de vida del roedor (Potera, 2010).

SITUACION MUNDIAL

Debido a la creciente demanda de alimentos
procesados acaecida durante las Ultimas
décadas, y con ella un aumento en el uso de
los aditivos alimentarios (incluidos los
colorantes sintéticos) (Diacu, 2016), se cred en
1963 la primera coleccion internacional de
normas y directrices alimentarias: el Codex
Alimentarius (CA), a cargo de la Organizacion
de las Naciones Unidas para la Alimentacién y
la Agricultura (FAO, por sus siglas en inglés) y
de la Organizaciéon Mundial de la salud (OMS,
por sus siglas en inglés). Ya en 1964 se creo el
Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios
y Contaminantes de los Alimentos (CCFAC, por
sus siglas en inglés), que se centra en la
regulacion de los niveles maximos permitidos
para los distintos aditivos alimentarios
(Amchova et al., 2015; FAO-OMS, 2016), por lo
cual cred un Sistema Internacional de
Numeracién (INS, por sus siglas en inglés), que
permite la identificacion de los aditivos
alimentarios en la lista de ingredientes por un
ndmero de tres digitos que reemplaza su
nombre (Amchova etal., 2015). Posterior-
mente la FAO desarrollé una base de datos
denominada “Normas Generales para los
Aditivos Alimentarios”, que recoge las pruebas
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disponibles de la actividad bioldgica de los
aditivos alimentarios (FAO, 2016).

La creciente preocupacion acerca de la calidad
e inocuidad de los alimentos se ha visto
reflejada en nuevas legislaciones reguladoras
de dichos aditivos (Diacu, 2016). En 1994
expidid el Decreto del Buen Consumidor
Aleman, que restringia el uso de varios
colorantes azoicos en los bienes de consumo
(Ausfertigungsdatum vy Verordnung, 1994),
varios paises de la UE siguieron el ejemplo e
introdujeron legislaciones semejantes. En
septiembre de 2003 la UE publicé la Directiva
del Consejo N° 36 de 1994, una ley que regula
el uso de los colorantes alimentarios,
prohibiendo la fabricacion y venta de bienes de
consumo que tras andlisis quimico muestren
presencia de aminas aromaticas cancerigenas
(Diacu, 2016). Luego, en 2011 Ia
Administracién de Alimentos y Medicamentos
de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) clasifico los colorantes en dos
categorias: Los exentos, que no requieren
aprobacion para su uso porque se derivan de
fuentes naturales, y los certificados, que
requieren aprobacion porque su origen es
sintético o artificial (U. S. Government
Publishong Office, 2016).

En la mayoria de los paises, el uso de aditivos
alimentarios (incluidos colorantes) es regido
por una legislacidn estricta, que especifica qué
colorante puede ser utilizado, la fuente, la
pureza, y en qué concentracién se pueden
afladir a los alimentos. Para el caso de la UE,
todos los paises miembros comparten la
misma legislacion (Villafio et al., 2016), que
actualmente es el reglamento N° 178 de 2002,
que establece los principios generales y los
requisitos de la legislacion alimentaria. El uso
especifico de aditivos alimentarios en la UE,
esta regulado por la por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (AESA),
perteneciente a la Comisién Europea (CE) con
base en recomendaciones del CCFAC, quienes
identifican a los aditivos con un cdédigo
compuesto de la letra inicial E y tres digitos
contiguos (Amchova et al., 2015).
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El uso de aditivos nocivos en la industria,
sumado a la contaminacion ambiental y la
gestiéon inadecuada de agroquimicos, que
transmiten trazas toxicas al ser humano,
provocan el envejecimiento acelerado de la
poblacion, asi como el aumento de las
patologias cancerigenas. Por ello, se ha hecho
necesaria la adopcién de medidas de salud
publica adaptables a paises de todos los
niveles de desarrollo econdmico. Con ello
surge el término “envejecimiento saludable”
como algo mas que la ausencia de enfermedad
(OMS, 2015b).

El cdncer es una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en todo el mundo;
durante el afio 2012 hubo 14 millones de
nuevos casos y 8,2 millones de muertes
provocadas por este. Mas del 60% de los
nuevos casos y el 70% de las muertes anuales
por cancer a nivel mundial se produjeron en
paises en desarrollo, pertenecientes a Africa,
Asia, Latinoamérica y el Caribe. Los paises con
mas altos indices de mortalidad fueron
Zimbabwe, Armenia y Mongolia; con 223, 220
y 194 muertes por cada 100 mil habitantes,
respectivamente. Los tipos de cdncer mas
comunes a nivel mundial en el hombre fueron
los de prostata, pulmodn, higado, estdémago,
colon y recto; mientras que en la mujer
predominaron los de mama, colon, recto,
pulmon, cuello uterino y estémago. Se prevé
que los casos anuales de cancer aumentaran
de 14 millones en 2012 a 22 millones en las
proximas dos décadas (IARC, 2014; OMS,
2015a).

Stewart (2015) afirma que el cancer el causado
por el envejecimiento prematuro y Ia
prevalencia de enfermedades crdnicas,
asociadas principalmente a paises de bajos y
medianos  ingresos  (IARC, 2014). El
envejecimiento  prematuro favorece la
apariciéon del cancer debido a la acumulacién
en el tiempo de factores de riesgo, que pueden
ser quimicos, fisicos y bioldgicos. Alrededor del
30% de las muertes por cancer se deben a los
factores de riesgo conductuales y dietéticos,
principalmente: obesidad, ingesta reducida de

44



Revista Biorrefineria Vol. 1
frutas y verduras, consumo de alimentos con

quimicos nocivos, poca actividad fisica,

consumo de tabaco y de alcohol (OMS, 2015a).

Se reporta que alrededor de un tercio de las

muertes por cancer en paises desarrollados

podrian evitarse si se aumenta el consumo de

productos naturales y organicos (Terry et al.,

2001).

A raiz de esto, en el 2013 la OMS puso en
marcha el Plan de Accién Global para la
Prevencion y el Control de las Enfermedades
No Transmisibles 2013-2020 que tiene como
objetivo reducir la mortalidad prematura por
enfermedades crénicas: céncer, diabetes,
enfermedades cardiovasculares y respiratorias
crénicas. La OMS trabaja junto con la IARC
(OMS, 2015a).

SITUACION LATINOAMERICANA

Hasta hace poco, se consideraba que la carga
de enfermedad por padecimientos
transmisibles predominaba en los paises en
vias de desarrollo mientras la carga de
enfermedad por padecimientos crénicos
(obesidad, hipertension, diabetes e
hiperlipidemia) predominaba en los paises
desarrollados. No obstante, en la regidén de
Latinoamérica y del Caribe (LATAM) estd
aumentando significativamente la carga de
enfermedad por causas crénicas, que generan
el 60% de las muertes en la region (Mitra y
Rodriguez-Fernandez, 2010; Terry et al,
2001).

La gestién de las enfermedades crénicas y del
envejecimiento acelerado de la poblacion es
una preocupacion tanto de la OMS como de los
gobiernos locales; ya que esto conlleva a un
aumento de los costos y demanda de los
servicios de salud (Dmytraczenko y Almeida,
2015).

SITUACION ECUATORIANA

El Ecuador, a pesar de contar todavia con
zonas agricolas libres de transgénicos vy
agroquimicos, no se escapa del auge de los
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aditivos alimentarios en la comida procesada.
Por ello se cred en 1970 el Instituto
Ecuatoriano de  Normalizacion  (INEN)
mediante Decreto Supremo No. 357, que
expidid la Norma Técnica Ecuatoriana NTE
INEN 2 074:2012, que trata de los aditivos
alimentarios  permitidos para consumo
humano: listas positivas y requisitos (INEN,

2016).

En la NTE INEN 2 074:2012 se aprueba el uso
de los siguientes colorantes alimentario
sintéticos, con base en una dosis maxima:
Amarillo Ocaso FCF, Azul Brillante FCF,
Cantaxantina, Caramelo Il o Caramelo al
Amoniaco, Caramelo IV o Caramelo al Sultifo
Amonico, Carbonato de Calcio, Carmin,
Carotenoides, Clorofilinas, Eritrosina, Extracto
de piel de uva, Extractos de Annato, Indigotina,
Oxidos de Hierro, Ponceau 4R o Rojo de
Colchinilla A, Riboflavinas, Rojo Allura AC vy
Verde Solido FCF; de los cuales el Rojo de
Allura AC, Indigotina, Eritrosina y Ponceau 4R
tienen efectos cancerigenos y
neurodegenerativos, mientras el amarillo
Ocaso afecta la salud reproductiva.

Existen otros colorantes que no presentan
restricciones de este tipo, como: Caramelo | o
Caramelo Puro, Carbonato de Calcio,
Clorofilas, Diéxido de Titanio y Rojo de
Remolacha (INEN, 2012).

Segln los datos de la OMS correspondientes a
los afios 2012-2014, la poblacién ecuatoriana
tiene el 12% de probabilidades de morir por
enfermedades crénicas entre los 30 a 70 afios.
Las muertes provocadas por enfermedades
crénicas ascienden a 409 por cada 100 mil
habitantes, de las cuales el 26% corresponde a
fallecimientos por cancer (OMS, 2012).

En el articulo 23 de la Constitucion Publica de
la Republica del Ecuador se establece la salud
como un derecho civil que el Estado
reconocerd y garantizard a las personas en
condiciones de igualdad (Asamblea Nacional,
2008). Por ello, es responsabilidad del estado
incursionar alternativas favorables para la

45



Revista Biorrefineria Vol. 1

salud de la poblacién, como es el cambio
rotundo de los aditivos empleados en la
industria.

PROPUESTA AL DESAFIO

Una mala alimentacion influye mucho en la
calidad de la salud de la poblacién, pues esta
demostrado que puede reducir la inmunidad y
aumentar la vulnerabilidad a las enfermedades
(OMS, 2016). Por lo tanto, se propone basar las
dietas en productos naturales, ya que esta
comprobado por estudios realizados durante
mas de 50 afios que disminuyen el riesgo de
sufrir  enfermedades crénicas (diabetes,
enfermedades cardiovasculares, obesidad...) y
cancer (Terry et al., 2001).

Algunos fabricantes de alimentos ya emplean
colorantes de origen natural entre sus aditivos
alimentarios, mientras que otros todavia no
han accedido al cambio. Por ejemplo; el
refresco naranja de Fanta en Reino Unido es
coloreado con extractos de calabaza vy
zanahoria mientras la version estadounidense
es coloreada con Rojo 40 y Amarillo 6; el
helado rosado de McDonald’s en Reino Unido
es coloreado con fresas mientras el de Estados
Unidos es coloreado con Rojo 40 (Potera,
2010).

Los pigmentos naturales presentan por lo
general propiedades bioactivas y un menor
riesgo para la salud de los consumidores, por
eso son de interés reciente en la industria
alimentaria y farmacéutica. Se pueden
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clasificar en: Antocianinas, betalainas,
carotenoides, clorofilas, curcumina,

mioglobina y hemoglobina, derivados del
procesamiento de los alimentos
(melanoidinas, pigmentos de Monascus spp.)
(Villafio et al., 2016).

Los colorantes de origen microbiano son una
alternativa viable para satisfacer la demanda
nacional, ya que su produccién es rapida,
rentable, y no provoca efectos adversos en la
salud de los consumidores.

CONCLUSIONES

Muchos de los colorantes sintéticos
empleados en la industria son nocivos para la
salud, siendo el sector alimentario mas
afectado. A nivel mundial se han establecido
legislaciones para regular su uso; muchos
paises tienen regulaciones propias basadas en
las expedidas por la FDA, mientras los paises
de la Unidon Europea tienen un marco
regulatorio comun. En el Ecuador, se regula el
uso de muchos colorantes sintéticos, sin
embargo, muchos de los colorantes permitidos
estan catalogados a nivel internacional como
cancerigenos, pudiendo ser una causa del
aumento de enfermedades crénicas, en
especial cancerosas. Urge un cambio
normativo local, que incluya mas colorantes de
origen natural. Se debe seguir el ejemplo de las
comunidades indigenas que aun conservan la
tradicién de emplear los pigmentos naturales.
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RESUMEN

Psilocybe spp. es un género de hongos
alucinégenos que  produce  sustancias
neurotropicas, por lo que se ha empleado
tratamiento de trastornos psiquidtricos. El
objetivo de este trabajo es describir el proceso
de produccion de Psilocybe spp. por
Fermentacion en Estado Sélido (FES). Se
reporta el uso de diferentes sustratos como
residuos vegetales, estiércol seco, abono
vegetal y harinas con o sin suplementos. Los
parametros de produccién mas importantes
son la humedad del sustrato, la temperatura y
la iluminacion. El kit de cultivo mas
ampliamente usado es PF-Tek, lo que indica la
factibilidad de producir psilocibina a pequefia
escala. No obstante, es escalado se ha visto
limitado por la falta de bioceldas de gran
capacidad, facilmente controlables.

PALABRAS CLAVE: factores de produccién,
psilocibina, trastorno mental, triptaminas.

ABSTRACT

Psilocybe spp. is a genus of hallucinogenic

mushrooms  that produces neurotropic
substances, so it has been used in the
treatment of psychiatric disorders. The

objective of this work is to describe the
production process of Psilocybe spp. by
Fermentation in Solid State (FES). The use of
different substrates such as vegetable waste,
dry manure, vegetable fertilizer and flours with
or without supplements is reported. The most
important production parameters are substrate
humidity, temperature and lighting. The most
widely used culture kit is PF-Tek, which
indicates that the producing small scale
psilocybin is feasible. However, scaling has
been limited by the lack of large capacity, easily
controllable biocells.

KEYWORDS: production factors,
mental disorders, tryptamines

psilocybin,
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INTRODUCCION

La depresién es un trastorno psiquiatrico
caracterizado por la sensacion persistente de
tristeza durante dos semanas o mas, el cual
interfiere con las actividades cotidianas. Se
estima que en el mundo hay mas de 350
millones de personas con depresion y estan en
aumento, constituyéndose como una de las
enfermedades mas importantes del siglo XXI
(OMS, 2012). Hasta la fecha, los tratamientos
farmacoldgicos tanto para los trastornos de
animo y ansiedad como para la dependencia a
drogas han mostrado una eficacia limitada,
dejando un gran nUmero de pacientes con
sintomas severos y persistentes (dos Santos
et al., 2016).

Para tratar los sintomas mas severos vy
persistentes de algunos trastornos
psiquidtricos empezd a comercializarse en la
década de los 60’s la psilocibina pura bajo la

marca Indocybin® (EMCDDA, 2015). La
Psilocibina es una indolealquilamina o}
triptamina  presente  en los  hongos

alucinégenos (Hofmann, Heim, Brack, y Kobel,
1958), que puede derivarse del aminoacido
triptofano por varias rutas biosintéticas
(Tittarelli, Mannocchi, Pantano, y Romolo,
2015), y presenta alta afinidad con receptores
serotonina 5-hidroxitriptamina (5-HT), por lo
gue su consumo mejora el estado de animo
(Halberstadt, 2015).

Ensayos clinicos realizados desde 1990 hasta
2015 sugieren que la psilocibina presenta
propiedades antidepresivas, ansioliticas vy
antiaddictivas (dos Santos et al., 2016), siendo
efectiva en el tratamiento de trastornos
psiquidtricos como el Desorden Obsesivo
Compulsivo (DBC), la ansiedad en pacientes
terminales, la depresion persistente, la cefalea
crénica, la esquizofrenia, y las adicciones al
alcohol, a la cocaina y al tabaco (Bogenschutz
etal., 2015; dos Santos et al., 2016; Grob et al.,
2011; Johnson, Garcia-Romeu, Cosimano, vy
Griffiths, 2014; Moreno, Wiegand, Taitano, vy
Delgado, 2006; Patra, 2016; Vollenweider,
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Vontobel, Hell, y Leenders, 1999) sin inducir a
largo plazo al deterioro de la memoria, delirio o
adiccion, siempre y cuando se empleen dosis
adecuadas (Halberstadt, 2015; Tyls, Palenicek,
y Horacek, 2014)), ya que una sobredosis
desencadena reacciones alérgicas que pueden
llegar a ser letales (Beug, Shaw, y Cochran,
2006; Johnson, Andrew Sewell, y Griffiths,
2012). Estd comprobado que la psilocibina
también mejora el recuerdo autobiografico,
por lo que es util en la psicoterapia, ya sea
como una herramienta para facilitar la
recuperacion de los recuerdos o para revertir
los sesgos cognitivos negativos (Carhart-Harris
etal., 2012).

Psilocybe spp. es un género de hongos
alucindgenos consumido ancestralmente por
sus propiedades neurotrépicas, otorgadas por

las triptaminas que contiene. Entre las
principales  triptaminas se  encuentran:
psilocibina, psilocina, baeocistina, ni-
baeocistina, norbaeocistina y aeruginascina

(EMCDDA, 2015; Zhuk et al., 2015). Es un hongo
facil cultivar, resistente a enfermedades vy
psicoactivamente fuerte; puede producirse en
tan sélo 28 a 56 dias, y en algunos casos como
el de P. caerulescens puede tardar desde 55 a
85 dias (Gottlieb, 1976). P. cubensis y P.
mexicana son las especies mas estudiadas del
género, mientras P. semilanceata es la mas
promisoria, ya que es gran productora de
psilocibina (Andersson, Kristinsson, y Gry, 2009;
Peredy y Bradford, 2014). No todas las especies
del género contienen sustancias neurotrépicas
(Bozal, 2013), tales como P. percevalii (Guzman
y Kasuya, 2004) y P. atrobrunnea (Borovicka
et al., 2015).

En la actualidad, los carpoforos de Psilocybe
spp. son consumidos como droga recreativa
por algunos grupos de la poblacion,
principalmente adolescentes, aunque su
posesion es ilegal (Vega-Villasante, Ruiz-
Gonzalez, Guerrero-Galvan, y Guzman-Davalos,
2013). Estos hongos se encuentran disponibles
en la siguiente presentacion: en fresco,
conserva (deshidratados, cocidos,
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congelados...) o procesados (polvos secos o
capsulas). Para su produccién, se pueden
encontrar en el mercado online las esporas,
bolsas de micelio y kits de cultivo. La mayoria
de las tiendas en linea ofrecen el envio
internacional, aunque la mayoria de los sitios
no envian a paises donde se prohiben la venta
(EMCDDA, 2015).

En vista del potencial farmacéutico de Psilocybe
spp para el tratamiento de trastornos
psiquidtricos, es necesario conocer todo lo
referente a su produccion.

El objetivo de este trabajo es describir el
proceso de produccién de Psilocybe spp,
mediante una amplia revision de la literatura,
que promueva el maximo aprovechamiento de
la biodiversidad fungica.

PROCESO DE PRODUCCION

El método de cultivo de hongos Psilocibicos
mas popular es el PF-Tek (McPherson, 1991), el
cual es facil, sencillo, barato vy fiable.
Originalmente se empleaban granos de
centeno como sustrato, pero mas tarde se
incluyé harina de arroz integral y vermiculita. Es
indispensable el uso de bolsas y cajas de cultivo
con filtro de aire, una jeringa, un atomizador vy
clips (Innervisions, s. f.). En caso de que no se
cuente con filtro de aire, se puede cubrir los
orificios de la tapa con cinta de enmascarar
(McPherson, 1991).

Sustratos

Se ha reportado el uso de abono vegetal
(Gottlieb, 1976), aserrin (Gartz, 1992), troncos
de madera de roble decaida, vainas de frijol,
estiércol de conejo, estiércol de vaca (Gilmore,
1926), estiércol de bufalo (Gartz, Allen, vy
Merlin, 1994), copos de avena, paja de avena
(Gabriel, Svec, Kolihovd, Tlusto, y Székova,
2016), paja de trigo (Acosta-Urdapilleta y
Medrano-Vega, 2006), turba tamizada de
musgos del género Sphagnum (Keay y Brown,
1990), granos de arroz (Gartz y Moller, 1989),
granos de centeno, semillas de pasto, harina de
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arroz, vermiculita (McPherson, 1991). Puede
usarse una mezcla de arena de silice/piedra
caliza como suplemento (Gottlieb, 1976). En el
método PF-Tek, los sustratos (harina de arroz y
vermiculita) son adicionados a frascos vy
humedecidos con un atomizador, luego son
tapados, envueltos en papel aluminio vy
esterilizados a 121 °C durante 60 minutos.

Preparacion de Inéculo

Hay que preparar primero cultivo un Stock en
agar para transportar el micelio desde la cepa a
los granos. Se emplean por lo general Agar Papa
Dextrosa (PDA, por sus siglas en inglés) y Agar
Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en
inglés), aungque a veces se prepara una
variacion del MEA, el medio Malta-Levadura -
Peptona (MYP, por sus siglas en inglés). El
tiempo de incubacién de las cepas varia entre
los 7 y 20 dias de incubacion, hasta que las
colonias toman una apariencia blanca y viscosa.
Por otro lado, los granos de cebada, trigo o
centeno deben ser esterilizados a 15-20 Ib de
presion durante 45 minutos, enfriados y
suplementados con carbonato de calcio, el cual
evita la aglomeracién. Posteriormente, se
inoculan los granos con tacos de agar y se
incuban con remocion esporadica durante 10
diasa21-27 °Cy 95 % de humedad relativa (Oss
y Oeric, 1991). En el método PF-Tek, el indculo
consta de una suspensién de esporas
(McPherson, 1991), mientras en otros casos
consta directamente de cubos de agar con
micelio (Keay y Brown, 1990).

Fermentacion

Al frasco con el inéculo se adiciona el sustrato
pre-humedecido y pre-esterilizado. El sustrato
debe tener la cantidad de agua necesaria, de
modo que se torne uniformemente oscuro y al
exprimir con el pufio de la mano no escurra
agua (Oss y Oeric, 1991). En el método PF-Tek,
el indculo es inyectado al frasco a través de
cada orificio de la tapa, empleando una jeringa
previamente flameada (Keay y Brown, 1990)
como se indica en la fig. 1.
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Fig 1. Inoculacién de bioceldas en método PF-
Tek (Innervisions, s. f.).

La incubacién debe hacerse en un lugar oscuro,
con alta humedad relativa y una temperatura
de 20 °C (Innervisions, s.f.). Luego de que el
micelio invade el sustrato, se introducen los
frascos en bolsas con filtro de aire y se
humedecen con un spray (ver fig. 2) e se sigue
incubando a 20-25 °C. Después de 14 dias
aparecen los primordios, y luego de 7 dias mas,
los carpéforos estan listos para cosecharse. El
tiempo 6ptimo de cosecha es cuando los pileos
empiecen a abrirse (McPherson, 1991).

las bolsas de

dentro de
aireacion (Innervisions, s. f.).

Fig. 2. Bioceldas

La produccion maxima de psilocibina en los
carpoforos ocurre al séptimo dia después de la
germinacion, mientras que en el micelio ocurre
después del noveno dia (Catafolmo y Tyler,
1964); aungue otros autores aseveran que la
maxima produccion de psilocibina se da cuatro
dias después de acabarse el azUcar del medio
de cultivo (Gottlieb, 1976).
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ESCALADO

Se han reportado cuartos de cultivo con drea de
13,5 m?, acondicionados con estantes de 30 cm
de profundidad y 1,5 m de largo, los cuales
contienen cajas de Petri con el hongo,
alcanzando una capacidad de produccién de 5
mil dosis de alucindgeno por semana, teniendo
en cuenta que una dosis comprende entre 6 a
20 mg (Gottlieb, 1976).

FACTORES QUE AFECTAN LA PRODUCCION

Fuente de carbono

Se reporta que el almidén de papa es la mejor
fuente de carbono y la harina de soya es la
mejor fuente de nitrégeno (Stafford, 2003). Es
importante tener en cuenta que la composicion
del sustrato influye en la composicion de los
cuerpos fructiferos; por ejemplo, los carpdforos
de P. cubensis pueden absorber el mercurio del
medio de cultivo (Gabriel et al., 2016).

Micronutrientes

Usualmente se emplea el triptofano para
inducir la produccién de psilocibina (Heim vy
Wasson, 1958). Algunos oligoelementos
también son adicionados a los medios de
cultivo, tales como FeS04.7H,0, ZnS0O4.7H,0,
CuS04.5H,0, MnS04.4H,0, Na2M0O4.2H,0 (Keay
y Brown, 1990).

Temperatura

Es importante controlar este factor, ya que de
él depende el crecimiento y desarrollo del
micelio. Se reportan un intervalo de
temperatura de 20 a 30 °C. Si la temperatura es
muy alta puede ocurrir muerte térmica,
después de 35 °C para P. caerulescens vy
después de 40 °C para P. cubensis var.
Cyanescens (Gottlieb, 1976), pero si la
temperatura es muy baja ocurre retraso en el
crecimiento, hasta el punto de detenerse a
menos de 15 °C (Innervisions, s.f.); sin
embargo, especies como P. quebecencis
pueden desarrollarse a temperaturas menores,
entre 6 a 15 °C. La temperatura también afecta
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la produccion de metabolitos; por ejemplo, a 24
°C hay un crecimiento mas rapido pero una
menor produccion de psilocibina en contraste
con lo ocurrido a 21 ° C (Gottlieb, 1976).

Potencial de Hidrégeno (pH)

Un medio basico favorece la contaminacion
bacteriana. La maxima produccion de
psilocibina ocurre a pH acido, pudiendo llegar
hasta un rendimiento del 5,2 % en base seca del
hongo (Andersson et al., 2009).

lluminacién

La luz inhibe el alargamiento del estipite,
aunque es necesaria en al menos dos fases del
ciclo de vida del hongo: la aparicion de
primordios y la produccion de esporas
(Badham, 1982). Para la produccion de
carpoforos se utiliza tanto iluminacién limitada
como iluminacién natural, ya que en la
oscuridad el hongo no puede fructificar
adecuadamente. A gran escala se emplean
tubos fluorescentes de amplio espectro
uniformemente distribuidos en el techo y
encendidos durante 10 a 12 horas diarias
(Gottlieb, 1976), mientras que a escala
laboratorio se reportan fotoperiodos de 16
horas (Keay y Brown, 1990).

Humedad

Es importante para que el hongo se desarrolle
adecuadamente, si es baja el medio se seca vy el
hongo no se desarrolla, pero si es alta el medio
se compacta y el hongo se asfixia (Oss y Oeric,
1991).

Aireacion

Cuando existe una mala aireacion, se acumula
el dioxido de carbono, lo que inhibe la
fructificacion o retrasa la maduracién de los
carpdéforos (Oss y Oeric, 1991).

EXTRACCION DE PSILOCIBINA
La psilocibina 'y la psilocina son

indolealguilaminas estructuralmente similares
al neurotransmisor serotonina (EMCDDA,
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2015), son derivados psicotomiméticos de
triptamina 4-sustituida aisladas por primera vez
a partir de Psilocybe mexicana (Hofmann et al.,
1958). Tedricamente la psilocina tiene el mismo
efecto que la psilocibina en el consumidor, la
Unica diferencia es que la psilocibina contiene
enlaces de fosfato que desaparecen después de
la asimilacion en el cuerpo (Casale, 1985). La fig.
3 muestra las estructuras de la psilocina vy
psilocibina.

El contenido de psilocina en los carpéforos es
por lo general menor que el de psilocibina,
corresponden aproximadamente al 8% y 76%,
respectivamente (Andersson et al., 2009). P.
mexicana puede contener entre 0,2 a 0,4 % de
psilocibina en base seca del cuerpo fructifero y
entre 0,2 a 0,3 % en base seca del micelio
(Hofmann etal, 1959). Por otro lado, P.
semilanceata reporta un 0,6 % y P. cubensis un
1,0 %; otras especies como P. azurenscens y P.
bohémica pueden contener mas del 1%
(EMCDDA, 2015). El contenido de baeocistina y
psilocibina es mas alto en el pileo de las setas
que en el estipite (Gartz, 1992).

H
N
4 _CH,
§ |
HO O
\ﬁ/ CH,
O (a)
H
N
//
CH,
N/
OH |
CH,

Fig. 3. Estructura de la psilocibina (a) y psilocina

(b)

Para la extraccion de estas triptaminas se
desmenuzan y pulverizan los micelios secos, se
disuelven en metanol y se ponen al bafio maria
durante cuatro horas. Se Filtra y conserva el
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filtrado, luego se vuelve a extraer la misma
muestra de micelio con etanol por dos veces
mas y se conserva también el filtrado. Para
comprobar que todos los alcaloides han sido
extraidos se hace una prueba de color, que
consiste en extraer un poco de muestra con
reactivo de Keller (acido acético glacial, cloruro
ferroso y acido sulfurico concentrado) vy
observar la coloracion, si es violeta indica que
los alcaloides siguen presentes y se debe hacer
otra extraccién con metanol. Una vez se
termine la extraccién se evapora el filtrado
hasta sequedad total (Gottlieb, 1976).

Es importante, resaltar que antes de la
extraccion acuosa con disolventes organicos es
necesario desfosforilar la psilocibina a psilocina
debido a su baja solubilidad (Casale, 1985). La
extraccion de estas triptaminas también puede
hacerse por Cromatografia Liquida de Alta
Resoluciéon (HPLC, por sus siglas en inglés),
Cromatografia de Capa Fina (TLC, por sus siglas
en inglés) o Cromatografia en Columna de
Celulosa (Gartz, 1989).

La concentracién y la detectabilidad de la
psilocina y psilocibina estan limitadas por una
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serie de condiciones: 1) la ausencia de glucosa
restringe la produccién de psilocibina; 2) los
bajos niveles de succinato de amonio
disminuyen los rendimientos de produccién de
psilocibina; 3) el medio de cultivo requiere un
pH de menor que 7 (Catafolmo y Tyler, 1964);
4) la pérdida completa de las triptaminas en los
carpoforos se da tras exposicién a temperatura
ambiente durante un periodo de tiempo
prolongado (Beug y Bigwood, 1981), ya que
ocurre oxidacién y el micelio se torna azul
(Horita y Weber, 1961).

CONCLUSIONES

Psilocybe spp. es un género con gran potencial
en la industria farmacéutica debido a su
contenido de triptaminas. Su produccién por
Fermentacion en Estado Sdlido (FES) se ve
ampliamente influenciada por la humedad del
sustrato, la temperatura y la iluminacién, que
afectan directamente el desarrollo del hongo.
La produccion de triptaminas a pequefia escala
es posible gracias al kit PF-Tek, aunque es
necesario implementar un proceso de escalado
para que el proceso sea viable.
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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 cémo los
biocontroladores permiten responder
sosteniblemente a la demanda mundial de
alimentos, destacando su importancia en el
crecimiento agricola del Ecuador. Una revisidon
exhaustiva de la literatura permitié concluir
que el control bioldgico 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, alarmd 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 Ia
primera mitad del siglo XX. Ademas, el auge de
la revolucién verde, que consistia en la
siembra de variedades mejoradas de plantasy
el uso de agroquimicos, permitio el aumento
de los rendimientos de los cultivos (Sumpsi,
2012). No obstante, polémicas se desataron
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sobre la pertinencia de emplear agroquimicos
para obtener estos resultados, ya que
estudios afirmaron que la mala gestion 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 afeccion 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 Ia
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
quimicos es mediante el método de
evaluacioén 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). Lla
alimentacion es la fuente de mayor nivel de
exposicidén a residuos de pesticidas para los
humanos; se reporta que es alrededor de 10°

a 10° veces mayor que a la exposicion 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 (Organizacion 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-Ustiin 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 y nitrégeno. Los
plaguicidas constituyen contaminantes
persistentes, exposicion prolongada a estos
quimicos puede ocasionar en el ser humano
trastornos cardiopulmonares, neurolégicos y
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 mas grandes
para lograr el mismo efecto, lo que genera
mayores costos de produccién 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 y
fipronil (Vieira, Noldin, Deschamps, y Resgalla,
2016).
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SITUACION GLOBAL

En vista del disimil crecimiento poblacional
con respecto a la produccidn 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 Ila
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 Ila
Alimentacién, donde representantes de 185
paises y de la Comunidad Europea se
reunieron en torno a un tema principal: la
erradicacion del hambre. Bajo el marco de
este evento se firmd la Declaracion 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 erradicacion del hambre y la
garantia de la sostenibilidad ambiental (ONU,
2000). En la Cumbre Mundial sobre la
Alimentacién del afio 2009 se reconocié la
importancia de la agricultura sostenible como
una forma de aumentar la produccion sin
afectar el medio ambiente, y se manifesto el
compromiso de los paises para gestionar
politicas que permitan a los pequefios
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 consolidacion de tres
objetivos principales: la salud ambiental, Ia
rentabilidad econdmica y la equidad social.
Puede lograrse mediante la aplicacidon de
diversas practicas agricolas como la

diversificacién de los cultivos, la diversidad
genética, la gestion integrada de los
nutrientes, la gestidn integrada de plagas, la
gestidn sostenible del agua, la tecnologia
poscosecha y programas de extension de
sonido (Verma, Jaiswal, Meena, Kumar, vy
Meena, 2015).

A pesar del enorme esfuerzo hecho durante el
primer quindenio del siglo XXI, todavia existen
800 millones de personas en situacion de
desnutriciéon crénica a nivel mundial (ONU,
2015); sumado a esto, la poblacién 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

paradodjico que aumente el consumo calérico
por persona, pero todavia persista la
desnutricidn 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
desnutriciéon severa, mientras en otras las
dietas son hipercaldricas, conduciendo a su
poblacién a la 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 poblacién rural (Sumpsi,
2012). Ademds, el consumo de alimentos por
persona aumentara 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 producciéon para el afio 2050
procedera del aumento del rendimiento de los
cultivos, mientras el porcentaje restante
corresponderd a un aumento de la superficie
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cultivada, lo que resulta en una disminucién
de la superficie agraria por habitante en un
contexto de escasez de recursos (agua,
tierra...) y cambio climdtico (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 y
el aumento de la utilizacién de materias
primas agrarias como insumos para la
produccidon 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 XXI (FAO,
2009; OCDE/FAQ, 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 participacion en las
pérdidas mundiales es del 43%, 42% y 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. EI 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 disefiar
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 erroneo
se debe principalmente a: la necesidad de
asegurar su supervivencia econdmica; la
ignorancia sobre la insostenibilidad del uso de
plaguicidas; la falta de diagnodstico del estado
de su salud por exposicidon 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 inversidn
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 mds dinero en su
recuperacion (Wilson y Tisdell, 2001).

Es necesario implementar estrategias de
promocién para su implementacion, ya que
todavia gran cantidad de productores
agricolas de paises en desarrollo emplean
pesticidas y fertilizantes, cuyo caracter téxico
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y persistente ya ha sido comprobado en varios del grado de concientizacién de los
estudios (Alexandratos y Bruinsma, 2012). productores agricolas sobre el cambio

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
anos fue del 2,9 %, superior al crecimiento de
la economia (2,6%); lo que se debid
principalmente al crecimiento de la
productividad, que correspondid a 2,2 puntos
porcentuales del aumento reportado en la
produccién agricola (3,2 %), mientras el punto
porcentual restante se debid a la expansidn 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 y
China, que han presentado un ritmo de
crecimiento acelerado durante los ultimos
afios. ALC es la region 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 agricolay el
valor agregado de los productos. El
incremento de la productividad fue posible
gracias a la adopcion de tecnologias e
innovaciones como la utilizacion de
organismos  genéticamente  modificados
(OGM), tecnologias de labranza cero,
produccién bajo ambientes protegidos,
principalmente. También hubo un aumento

climatico y la necesidad de producir utilizando
métodos mas ecoldgicos 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 sera 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 produccion 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 afios. 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 afo 2015 se reportd un
crecimiento del 7,4 % en el indice de Precios
al Productor (IPP), que incentiva al productor
ecuatoriano y garantiza la sostenibilidad de la
produccidn; disminuciones del 11 % para el
indice de Fertilizantes (IPF) y del 0,3 % para el
indice de Agroquimicos (IPI), teniendo en
cuenta que todos los pesticidas tendieron al
alza con excepcion de los herbicidas. Es
necesario resaltar que Ila contribucién
promedio de los fertilizantes al costo de
produccién del agricultor es del 22 % mientras
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la de los agroquimicos es de tan sélo 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 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
qgue 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 econdmico
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
reportd 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 presidon social en
términos de masculinidad, y limitaciones de
calidad, disponibilidad y costo, lo que

desencadenaba en cuadros clinicos de
toxicidad. Adicionalmente, las practicas de
disposicidon 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 produccién de papa con la mitad de los
gastos en pesticidas y fertilizantes.
Posteriormente se realizd la reunidn titulada
"El impacto de los plaguicidas en la Salud, la
Produccidon y el Medio Ambiente", donde
participaron 105 representantes del gobierno,
industria, organizaciones de desarrollo,
comunidades y medios de comunicacion; a
partir de alli surgid la "Declaracién para la
Vida, Medio Ambiente y Produccién en
Carchi", que reglamenta la formulacion de
agroquimicos y prohibicion de los altamente
toxicos por parte del Servicio Ecuatoriano de
Salud Agricola (SESA), la realizacién de
actividades educativas sobre el uso de
pesticidas, la inversion estatal en Gestidn
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).
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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 exposicidn de las familias de los
agricultores, sin reducir los rendimientos. No
obstante, la tasa de intoxicacién por
plaguicidas en Carchi se encuentra entre las
mas altas del mundo; pues 4 de cada 100
habitantes sufre intoxicacién mientras 4 de
cada 10 000 mueren a raiz de estos quimicos.
Los riesgos se acentuan por el hecho de que
los plaguicidas mas comunes en esta zona
estdn entre los mas peligrosos del mundo, que
adicionalmente son los mas baratos (Stephen,
2003) y 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
demostrd que estos quimicos son causantes
de crecimiento retrasado, anomalias
neuroconductuales (Grandjean, Harari, Barr, y
Debes, 2006), inhibicion 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,
gue se basa en el laboreo minimo o nulo de la
tierra, y la siembra de cultivos asociados o
intercalados; b) la agricultura de precisiéon
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 conservacion y
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 econédmica y el
desarrollo rural (Morales Estupifian, 2001),

principalmente en los paises en desarrollo.
Por su parte, la Gestion 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 y 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.
Ademas, 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 biolégicas
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 absorcidon de nutrientes por la
planta o indirectamente al contribuir al
control de enfermedades y 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 ademas
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 orgdnicos utilizados en el
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biocontrol de enfermedades se incluyen
hongos como Trichoderma harzianum vy
Gliocadium virens, actinomicetos como
Streptomyces griseoviridis y bacterias como
Bacillus subtilis. (Murillo et al., 2010).

El desarrollo de bioproductos constituye una
forma de valorizaciéon de la biodiversidad a
través de la biotecnologia, permitiendo su
aprovechamiento econdmico de forma
sostenible con potencial industrial (Quezada,
Roca, Szauer, Gémez, y Lopez, 2005; Ramodn 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 y
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 seleccién 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 encontré6 que la
conservacion es un Punto Critico de Control,
del cual que depende la viabilidad vy
estabilidad genética de las cepas, porlo que la
criopreservacion es el método a eleccion.

PALABRAS CLAVES: aislamiento,
identificacidon, 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 sdélo 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 solo 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 (Chang y Miles, 2004).

P. djamor, también conocida como oreja de
Patacdn (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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higré6fano, compacto, carnoso, con olor solitario o gregario (Fundacion Charles
farinaceo 'y sabor que desaparece Darwin, 2006, 2007). Puede crecer sobre una

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 Gaitdn (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 y
pizzerias, principalmente (Alvarez y Vega,
2010). En Ecuador sélo se han aislado dos
especies nativas del Parque Nacional
Galdpagos (Fundacion 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 informacidon para
obtencién de cepas puras de P. djamor,
mediante una amplia revisién de la literatura,
gue 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
gque puede ser considerado como un
bioindicador. Prefiere maderas tropicales y
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

superficie horizontal o en forma de repisas a
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 coloraciéon que
varia del color crema a blanco-grisdceo o
castaifo-grisaceo (Fundacion 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 entre los 3 a 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
coloracion  puede ir del rosa al blanco
amarillento, blanco grisaceo 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 Albertd, 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 subcoriacea, del mismo
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color que el pileo y superficie fibrilosa a
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, grisdcea o gris-
amarillenta llegando a ser amarillo miel claro,
en ocasiones gris olivaceo claro (G. Guzman et
al., 1993; Sdnchez y Royse, 2001).

Figura 1. Carpdforo P. djamor Var. Roseus.

Fuente: (Free Spore Espafia, 2013).

o

Figura . Carpodforo 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
identificacidn y caracterizacion.

IDENTIFICACION

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

Como se mencioné en el item anterior, las
caracteristicas macroscépicas 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,

qgue al ir madurando se torna algodonoso y de
un color rosa intenso (G. Guzman, 1977). Las
esporas son pequeiias, 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
transcripciéon del homeodominio vy los
receptores de feromonas (James, Liou, y
Vilgalys, 2004). Un proteinograma detectd
entre cinco a ocho bandas polimdrficas
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 identificacién de isoenzimas
esterasas (Levanon et al., 1993). Un estudio
mostré que P. djamor presenta entre una a
tresisoformasy tiene similitud bioquimica con
P. ostreatus (Murrieta, 2002). Menolli,
Breternitz y Capelari (2014) afirman que P.
djamor estd mdas emparentado con P.
cornucopiae, P. euosmus y P. citrinopileatus;
mientras que Wu vy colaboradores (2010)
dicen que pertenece al mismo taxén que P.
colombinus y 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 estd 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
diametro 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 agitacion
(Sadnchez y Royse, 2001).

El contenido nutricional de P. djamor es
variable, y se ve influenciado por pardmetros
como el grado de desarrollo y las condiciones
pre y post-cosecha, que justifican la
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, fésforo, calcio, magnesio, hierro vy
zinc; azUcares solubles como glucosa, manitol
y trehalosa; y aminoacidos, principalmente
acido aspartico, acido glutdmico, arginina,
serina, valina, cisteina, alanina y glicina (Guo,
Lin, y Lin, 2007). En general, contiene macroy
micronutrientes, vitaminas B9 y C en mayor
proporcidn 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 multiples actividades
bioldgicas: antioxidante (M. Guzman et al.,
2009; Sasidhara y Thirunalasundari, 2014),
hepatoprotectora (Zhang et al., 2016),
anticancerigena (Raman et al.,, 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 a-galactosidasa  (Hu et al., 2016)
Lipasas (Velioglu %
Ozturk, 2015)
Celulasas (Murrieta, 2002)
Lacasas (Murrieta, 2002;
Salmones y Mata,
2015)
Manganeso- (Murrieta, 2002)

peroxidasas
Ribonucleasas
Polisacaridos ---

(Wu et al., 2010)
(Zhang et al,

2016)

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

Terpenos Sesquiterpen- (Valencia del

lactonas Toro et al., 2008)
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Tipo Metabolito Referencia
Saponinas (Sasidhara %

Thirunalasundari,
2014)

Fenoles Acido gélico (Sasidhara %
Thirunalasundari,
2014)

Taninos --- (Sasidhara %
Thirunalasundari,
2014)

Quinonas Antraquinonas  (Sasidhara %
Thirunalasundari,
2014)

Isoprenoides Carotenoides (Nattoh et al,
2016)

Vitaminas Acido ascérbico  (Sasidhara %
Thirunalasundari,
2014)

Biosurfac- --- (Velioglu %

tantes Ozturk, 2015)

Reductor del Esteroles (Angarita et al.,

colesterol 2013)

Acido linoleico (Angarita et al.,

2013)

Compuestos - (M. Guzman et

esteroidales al., 2009)

Fuente: el autor.

P. djamor y P. ostreatus son las especies del
género mas eficientes en la degradacién de
colorantes sintéticos, gracias a su sistema
enzimatico (Kalmis, 2008; Yildirim et al., 2012)
de manganeso peroxidasas, lacasas y
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 congelaciéon 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 y posteriormente
criopreservadas sin crioprotector durante una
semana, presentan un porcentaje de
recuperacién del 100 %, aunque requiera mas
tiempo en contraste con cepas control que no
hayan sido congeladas en nitrégeno 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 vy
biotecnoldgica.  Entre  los  principales
metabolitos producidos por esta especie se
destacan enzimas, polisacdridos, 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 criopreservacion
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 hidroalcohélicos. Sin
embargo, los pardmetros de operacién, 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
extraccidon de sustancias bioactivas de la seta
ostra (E). Para ello, se prepararon tinturas
madre con etanol al 60% y hongo en polvo en
relacion 1:10 y se realizdé 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 h y FA=160 rpm. La
influencia de FA en E fue la \Unica
estadisticamente significativa. El analisis de
regresion lineal arrojé el siguiente modelo

matematico: E (FA)=- 0,0636667*FA+
31,9242.
PALABRAS CLAVE: extractos, eficiencia,

optimizacion.

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:
optimization.

extracts, efficiency,
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INTRODUCCION

El envejecimiento acelerado de la poblaciény
el aumento de la carga de enfermedades
cronicas  ha  generado  preocupacion
internacional y creado conciencia de la
importancia del mejoramiento y preservacion
de la salud (Mitra y Rodriguez-Fernandez,
2010; OMS, 2015). Estudios epidemioldgicos
desarrollados por mds de 50 afios han
manifestado que tales inconvenientes pueden
ser contrarrestados con una alimentacidon
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, Hernandez-
Perez, y Paredes-Lopez, 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, polisacaridos,
policétidos, péptidos, polifenoles, lectinas,
betaglucanos, entre otros, los cuales generan
reacciones bioldgicas 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 et al., 2016) e inmunomoduladora
(Llaurado et al., 2016).

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

generan. Por ende, los procesos de extraccion
por maceracién cobran importancia, ya que
ademas de econdmicos, son sencillos y
ecolégicos. Los extractos pueden ser
empleados como materia prima para la
formulacion 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 bioldgico (Chitiva,
2010). Dentro de las aplicaciones industriales
de los extractos fungicos se destaca su uso
como cosmocéuticos, nutricosméticos (Taofiq
et al., 2016), nutracéuticos, nutricéuticos
(Niksic, Klaus, y Argyropoulos, 2016), vy
biofarmacos (M. E. Valverde et al., 2013).

La distribucion y consumo de los extractos
flngicos constituye, no sdlo 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, una forma de contribuir al
mejoramiento de la salud de la poblacién, que
es uno de los Objetivos del Desarrollo
Sostenible de la Organizacién de las Naciones
Unidas (ONU, 2015).

No obstante, los procesos de extraccién 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 parametros que influyen en
la eficiencia de extraccidn. Segun Valverde y
Dos Santos (2000), las variables de entrada
que influyen en la maceracion,
independientemente de la escala de
produccidn o del tipo de producto final son: el
estado de division (tamafio de particula) de la
droga, la agitacién, la temperatura, el pH, Ia
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 Tamafno 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-gliile-po-010106 de Pleurotus
ostreatus, perteneciente al Banco de Recursos
Genéticos Microbianos (BRGM) del CEBA fue
empleada como indculo primario para la
propagacion del micelio sobre los granos de
trigo, los cuales fueron usados como indculo
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 precisidon Acculab
VIC212, un horno desecador Jelo Tech ON-
01E, un molino eléctrico VICTORIA VH750-C,
un agitador mecanico (shaker) Stuart SSM1,
tamices Fisher No. 18 (1 mm) y 35 (0,5 mm).

Preparacion del material biolégico

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, seglin metodologia de Ma vy
colaboradores (2014). Posteriormente se
molieron y se tamizaron. Se selecciond el
polvo que pasara por el tamiz No. 18 y
guedara por encima del No. 35.

Maceracion dinamica

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

Disefo experimental

Se realizo 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 Agitaciéon (FA) y el Tamario 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 rpmy 160
rom, y para el Factor TP fueron 500 micras y
1500 micras. La variable de respuesta fue la
eficiencia de extraccion de sustancias
bioactivas y la unidad experimental fue una
muestra de aproximadamente 5 g del hongo
seco en polvo. El resto de parametros se
consideraron pardmetros 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 registré. 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 determind
sustrayendo al peso inicial de la muestra su
peso final luego de la maceracion (2).

Pfm(g) = Ppm —Ppf (1)

Pext (g) = Pim—Pfm (2)

Donde;

Pfm = Peso seco final de la muestra (luego de
maceracion)

Ppm = Peso seco de la muestra sobre el papel
filtro

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 ecuacidén 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.

0 __ Pext
E (%)= ——*100 (3)
RESULTADOS

En la tabla 1, se presenta la matriz de
resultados, conforme al disefo 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

Trat TM (h) FA (rpm) TP (micras) E (%)

2 48 140 1500 20,00
6 48 140 500 13,18
8 48 160 500 29,65
2 48 140 1500 21,65
7 24 160 500 20,38
5 24 140 500 23,06
8 48 160 500 28,24
3 24 160 1500 23,53
6 48 140 500 13,65
1 24 140 1500 17,88
4 48 160 1500 21,88

Analisis de Varianza para Eficiencia

En la tabla 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
gue 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 Razon-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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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 region
experimental actual, a través del cual Ia
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 Ia
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 Prediccion
(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
Anadlisis 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 tamafo de particula de 1000 micras.

Modelo matematico empirico

Un modelo de regresion lineal fue arrojado
por el software estadistico:

E (FA) = —0,0636667 * FA + 31,9242

Utilizando el modelo matematico como
funcién 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 agitacion y 500
micras de tamafio de particula.

DISCUSIONES
Tamaio de particula

La velocidad de difusidon del solvente esta en
funcién del tamafio de particula de la droga.
La division excesiva de la droga produce
polvos muy finos que se compactan, lo que
dificulta la penetracién del solvente y la
extracciéon incompleta de los principios
activos; ademas, pueden pasar al extracto y
dar una apariencia turbia. La filtracién de esos
extractos es dificil, lenta y costosa, ademas,
causa la retencién de una parte del extracto.
Por otro lado, una deficiente reduccidon 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).

Esta comprobada su influencia en la eficiencia
de extraccion de polifenoles de la hierba
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Thymus serpyllum L (Jovanovi¢ et al., 2017),
pero en la extraccidn de sustancias bioactivas
de hongos por maceracion 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 disminucion del
tamafio de particula provoca la disminucion
de la eficiencia, pero Li y Shah (2016)
obtuvieron una mayor eficiencia que los otros
autores, con excepcién de Finimundy vy
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 extraccidn, coincidiendo con este
trabajo.

Frecuencia de agitacién

La agitacion ritmica y fuerte de la tintura
contra un soporte adecuado o recipiente se
denomina dinamizacién (Machado, 2000), , y
favorece el proceso de extraccidon gracias a
gue incrementa la difusidon de las sustancias
bioactivas y disminuye el gradiente de
concentracion (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
extraccidn por maceracién estdtica, son pocas
las que incorporan agitacién al proceso, y
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
controld la frecuencia de agitacién (Hapsari et
al.,, 2012; ). Lietal., 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 rpm
y relacién 1:30 (Finimundy et al. 2018), 7,8%
operando con etanol 80% a 150 rpm y relacidon
1:50 (Radzki et al., 2016); 22,2% operando con
agua hirviendo a 150 rpm vy relaciéon 1:20
(Alam et al., 2010).

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

Tiempo de maceracion

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

Tan sdélo dos investigaciones evaluaron la
influencia del tiempo de maceracion en el
proceso de extraccién de polisacdridos de
Pleurotus. Para Jiaoy colaboradores (2017) el
tiempo 6ptimo fue de 44,77 minutos y obtuvo
una eficiencia de tan sélo 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 purificacidon. Algunos estudios
afirman que debe limitarse a 90 minutos, ya
gue luego de este tiempo la influencia sobre Ia
eficiencia de extraccion tiende a ser
insignificante (Albuquerque et al., 2017,
Jovanovic¢ et al., 2017), por lo que no seria un
factor estadisticamente influyente (Cuji¢ et
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al., 2016). Ademas, Modelos de Superficie de
Respuesta (RSM, por sus siglas en inglés)
demostraron que el tiempo de operacion no
se ve afectado por la Relacion Droga:Solvente,
el nimero de extracciones o la temperatura
de operacién (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 y
obtuvieron una eficiencia de tan sélo el 10%,
del mismo modo que Phat, Moony Lee (2016),
guienes obtuvieron una eficiencia de tan sélo
el 3,1%, operando cada uno con diferente
relacion 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 variacién del tiempo
de maceracidn y la eficiencia de extraccion, lo
gue concuerda con los resultados de este
trabajo.

CONCLUSIONES

Se encontro 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 regresion lineal
arrojo 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 obtencion de cepas
puras de Pycnoporus spp. Se encontrd que las
etapas del proceso de obtencion de cepas
puras de este género son: Recoleccidn,
aislamiento, identificacion, caracterizacién y
conservacion; siendo esta ultima el Punto
Critico de Control (PCC) que afectan
directamente la viabilidad.

PALABRAS CLAVE: fungario, conservacion 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 pudricién blanca en la madera
debido al complejo enzimatico que producen
para degradarla (Alexopoulos, Mims, vy
Blackwell, 1996). Dentro de esta division 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  acidos  polipdricos vy
terpenilquinones (Velisek y Cejpek, 2011).
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Pycnoporus spp. es un género representativo
de la familia Polyporaceae. Segun y
colaboradores (2011) existen cuatro especies:
P. cinnabarinus, P. puniceus, P. sanguineusy P.
coccineus. Dichas especies producen no
menos de siete pigmentos, principalmente:
cinabarina, acido cinabarinico v
tramesanguina (Achenbach y Blumm, 1991;
Eggert, Temp, y 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 obtencidén de cepas puras y su conservacion
es imprescindible para la preservacion de las
especies % 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 et al., 2011; Cruz, 2004; Ramirez y
Coha, 2003).

Existen en la Republica de Ecuador sélo dos
Bancos de Recursos Genéticos fungicos o
Fungarios, coordinados por la Pontificia
Universidad Catodlica del Ecuador (PUCE) y 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 obtencion de cepas
puras de Pycnoporus spp. con fines
industriales, mediante una revisién exhaustiva
de la literatura que favorezca la conformacion
de fungarios exitosos.

RECOLECCION

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

Para la recoleccidn es necesario conocer de
antemano las caracteristicas macrosdpicas del
cuerpo fructifero del hongo (Ortiz et al.,
2016). Pycnoporus spp. posee un basidioma
flaveliforme (forma de abanico) mds o menos
aplanado, de color naranja intenso y un
margen redondeado de color similar al resto
del carpéforo; 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 mds grueso y
puede llegar a medir hasta 3 cm; mientras los
bordes son mds 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.
(Asociacion Micolégica 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).
Macroscépicamente las  especies  son

diferenciables entre si, por ejemplo: P.
sanguineus, tiene un color mas rojizo que su
homalogo P. cinnabarinus; ademas tiene una
base estrecha que le da la apariencia de
subestipitado mientras P. cinnabarinus es
sésil. Este ultimo tiene a su vez una superficie
piléica libre o escasa de vellosidades, a
diferencia de P. fulgens, con el cual suele
asemejarse por la coloracion del carpoforo
(Asociacion Micolégica 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
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algunos materiales lignoceluldsicos de donde
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 casuarina y al., 2015)

mango
Madera (Acosta et al.,
contaminada con 2010; Quiroz et
petrdleo al., 2009)
Troncos de palma  (Achenbachy
Blumm, 1991)
Encino (Chanona et
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
Munoz et al., 2015; Herpoél et al., 2000;
Schliephake et al., 1993). Es necesario
adicionar cloranfenicol (200 g/lI) a los medios
de cultivo, para evitar contaminaciones
bacterianas (Henrique Rosa et al., 2003).

Segun Correa y colaboradores (2005) el MEA
es el medio Optimo para el crecimiento
micelial posterior a la purificacidon, 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

N°. 3 Afio: 2020 ISSN: 2602-8530
colaboradores (2015) aseveran que los
medios de cultivo éptimos son los que

contienen extracto del material vegetal del
cual se recolectd 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 et al., 2010; Atteke
et al, 2013; Cruz
Mufoz et al., 2015;
Machuca y Ferraz,
2001; Schliephake et
al., 1993; Uzanetal.,
2010)
Medios (Cruz Munoz et al.,
afines al | 2015)
material
vegetal de
donde se
recolecté
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)
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Especie Medio de Referencia Para la determinacion de las condiciones
cultivo _ Optimas de crecimiento y la produccién de
Agar  Papa | (FuQuan y Qilin, metabolitos secundarios se toman discos de
Dextrosa 2008) imad te 5 de didmetro a partir
z aproximadamente 5 mm i [

IDENTIFICACION P . . ,p

del borde radial de colonias de 30 dias de
Microscépicamente, se pueden identificar edad, y se transfieren a nuevos medios de

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, que son un poco mas gruesas, no
ramificadas, no se tifien con fioxina, vy
usualmente tienen granulos anaranjados que
se disuelven en KOH; 3) las de la zona de
transicidon y tubos, que tienen grosor variable
y se disponen en capas; y 4) las que se
encuentran Unicamente en la zona de
transicion, gue 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
identificacion, 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 extraccidon del ADN ribosomal, y su
amplificacién, secuenciacidén y alineacién con
las bases de datos del banco de genes (Cruz
Mufioz et al., 2015).

CARACTERIZACION

cultivo conforme con el metabolito que se
quiera producir, se incuba durante 30 dias a
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 comparacion 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.
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Metabolito

Especie

Referencia

Lacasas

P. cinnabarinus
P. coccineus
P. sanguineus

(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 y
Ferraz, 2001; Madhavi y Lele, 2009;
Munusamy et al., 2008; Ramirez et
al., 2014; Sigoillot et al., 2002, 2004;
Xu et al., 2000)

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
P. cinnabarinus

(Achenbach y Blumm, 1991; Acosta
etal., 2010; Cruz Munoz et al., 2015;
Dias y Urban, 2009; Smania et al.,
2003; Smania et al., 1998)

O-acetyl-cinabarina

P. sanguineus

(Achenbach y Blumm, 1991)
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Metabolito Especie Referencia
Acido cinabarinico P. cinnabarinus (Achenbach y Blumm, 1991; Acosta
P. sanguineus et 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)
Pycnoporina P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
3-1 fenoxacina P. sanguineus (Cruzetal., 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 y
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 refrigeracién
a 4 °C para que no pierda su viabilidad
(Borderes et al., 2011; Schliephake et al.,
1993). Existen otros métodos que también

pueden emplearse: Inmersién en agua
destilada, inmersidn en aceite mineral,
liofilizacion, congelacion, transferencia

periddica (Ortiz et al., 2016). La temperatura
de congelacion es de -80 °C en hielo seco o
nitrégeno liquido, y la de liofilizacion 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 obtencidn de cepas

puras  son: Recoleccién, aislamiento,
identificacion, caracterizacion y
almacenamiento. La identificacion de
especies es clave, para no atribuir
propiedades y/o usos potenciales

erréneamente a una cepa, por lo que es mas
segura identificacion molecular que la
taxondmica. El almacenamiento de las cepas
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es un Punto Critico de Control (PCC) porque si
es inadecuado puede afectar su viabilidad.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Achenbach, H., & Blumm, E. (1991). Investigation of the Pigments of Pycnoporus sanguineus -
Pycnosanguin and New Phenoxazin-3-ones. Arch Pharm, 324(1), 3—-6.
https://doi.org/10.1002/ardp.19913240103

Acosta-Urdapilleta, L., Alonso-Paz, G. A., Rodriguez, A., Adame, M., Salgado, D., Montiel-Pefia, M.,
& Villegas-Villarreal, E. C. (2010). Pycnoporus sanguineus, un hongo con potencial
biotecnoldgico. In D. Martinez-Carrera, N. Cuvetto, M. Sobal, P. Morales, & V. M. Mora (Eds.),
Hacia un Desarrollo sustentable de Produccion-Consumo de los Hongos Comestibles y
Medicinales en Latinoamérica: Avances y Perspectivas en el siglo XXI. (pp. 531-562). Puebla:
Red Latinoamericana de Hongos Comestibles y Medicinales. COLPOS-UNS-CONACYT-AMC-
UAEMUPAEP-IMINAP. Retrieved from
https://www.researchgate.net/publication/235938991_ Pycnoporus_sanguineus_un_hongo_
con_potencial_biotecnologico

Alexopoulos, C. J., & Beneke, E. S. (1962). Laboratory Manual for Introductory Mycology.
Minneapolis: Burgess Publishing Company. Retrieved from
https://ia600300.us.archive.org/23/items/Laboratory_Manual_for_Introductory_Mycology/1
962_alexopoulosBeneke_laboratoryManualForIintroductoryMycology.pdf

Alexopoulos, C. J.,, Mims, C. W., & Blackwell, M. (1996). Phylum Basidiomycota order
Aphyllophorales, polypores, Chantharelles, tooth fungi, coral fungi and corticioids. In D. Harris
(Ed.), Introductory Mycology (4th ed., pp. 563-597). New York: Wiley and Sons Inc.

American Type Culture Collection. (2016a). Pycnoporus cinnabarinus (ATCC® 200478™). Manassas.

American Type Culture Collection. (2016b). Pycnoporus cinnabarinus (ATCC® 204166™). Manassas.

Asamblea Nacional. Constitucién de la Republica del Ecuador, Pub. L. No. Registro Oficial 449, 218
(2008). Quito-Ecuador. Retrieved from
http://www.asambleanacional.gov.ec/documentos/constitucion_de_bolsillo.pdf

Asociacion Micoldgica Fungipedia. (2016). Pycnoporus cinnabarinus. Retrieved August 3, 2016, from
https://www.fungipedia.org/hongos/pycnoporus-cinnabarinus.html

Atteke, C., Mounguengui, S., Saha Tchinda, J.-B., Ndikontar, M. K., lIbrahim, B., Gelhaye, E., &
Gelhaye, E. (2013). Biodegradation of Reactive Blue 4 and Orange G by Pycnoporus sanguineus
Strain Isolated in Gabon. J Bioremed Biodeg, 4(206), 2155-6.199.
https://doi.org/10.4172/2155-6199.1000206

Badia, M., Hernandez, B., Murrel, J. A. L., Mahillon, J., & Pérez, M. H. (2011). Aislamiento y
caracterizacion de cepas de Bacillus asociadas al cultivo del arroz (Oryza sativa L.). Revista
Brasileira de Agroecologia, 6, 90—99.

Baumer, J. D., Mas Diego, S. M., Pacheco, S., Morgado, A. F. M., & Furigo, A. F. (2008). Comparative
study of mycelial growth and production of cinnabarin by different strains of Pycnoporus
sanguineus. Revista de Biologia e Farmacia - BioFar, 2(2), 1-5. Retrieved from
http://sites.uepb.edu.br/biofar/download/v2n2-2008/01-comparative_study.pdf

Berrio, J., Plou, F. J., Ballesteros, A., Martinez, A. T., & Martinez, M. J. (2007). Immobilization of
pycnoporus coccineus laccase on Eupergit C: Stabilization and treatment of olive oil mill
wastewaters. Biocatalysis and Biotransformation, 25(2-4), 130-134.
https://doi.org/10.1080/10242420701379122

Bey, M., Berrin, J.-G., Poidevin, L., & Sigoillot, J.-C. (2011). Heterologous expression of Pycnoporus

96



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afio: 2020 ISSN: 2602-8530

cinnabarinus cellobiose dehydrogenase in Pichia pastoris and involvement in saccharification
processes. Microbial Cell Factories, 10(113). https://doi.org/10.1186/1475-2859-10-113

Borderes, J., Costa, A., Guedes, A., & Tavares, L. B. B. (2011). Antioxidant activity of the extracts from
Pycnoporus sanguineus mycelium. Brazilian Archives of Biology and Technology, 54(6), 1167—
1174. https://doi.org/10.1590/51516-89132011000600012

Bose, S. R. (1946). Antibiotics in a Polyporus (Polystictus sanguineus). Nature, 158, 292-296.
https://doi.org/10.1038/158292a0

Camarero, S., Garcia, O., Vidal, T., Colom, J., del Rio, J. C., Gutiérrez, A., ... Martinez, A. T. (2004).
Efficient bleaching of non-wood high-quality paper pulp using laccase-mediator system.
Enzyme and Microbial Technology, 35(2), 113-120.
https://doi.org/10.1016/j.enzmictec.2003.10.019

Camarero, S., Ibarra, D., Martinez, M. J., & Martinez, A. T. (2005). Lignin-derived compounds as
efficient laccase mediators for decolorization of different types of recalcitrant dyes. Applied
and Environmental Microbiology, 71(4), 1775-1784. https://doi.org/10.1128/AEM.71.4.1775-
1784.2005 Appl.

Chanona-Gémez, F., Andrade-Gallegos, R. H., Castellanos-Albores, J., & Sanchez, J. E. (2007).
Macromicetos del Parque Educativo Laguna Bélgica, municipio de Ocozocoautla de Espinosa,
Chiapas, México. Revista Mexicana de Biodiversidad, 78, 369-381. Retrieved from
http://www.scielo.org.mx/pdf/rmbiodiv/v78n2/v78n2al4.pdf

Correa, E., Quifiones, W., Torres, F., Cardona, D., Franco, A. E., Robledo, S., & Echeverri, F. (2005).
Actividad leishmanicida de pycnoporus sanguineus. Actual Biol., 27(1), 39-42.

Cruz, D. J. (2004). Fungario. Retrieved June 20, 2008, from
http://coleccionesbiologicas.utpl.edu.ec/fungario

Cruz Mufoz, R., Pifia-Guzman, A. B., Yafiez-Fernandez, J., Valencia-Del Toro, G., Bautista-Bafios, S.,
& Villanueva Arce, R. (2015). Produccién de pigmentos de Pycnoporus sanguineus en medio de
cultivo sdlido. Agrociencia, 49(4), 347-359. Retrieved from
http://www.redalyc.org/pdf/302/30239403001.pdf

Dias, D., & Urban, S. (2009). HPLC and NMR studies of phenoxazone alkaloids from Pycnoporus
cinnabarinus. Natural Product Communications, 4(4), 489-498. Retrieved from
http://europepmc.org/abstract/med/19475991

Eggert, C., Temp, U., & Eriksson, K.-E. E. L. (1996). The ligninolytic system of the white rot fungus
Pycnoporus cinnabarinus : Purification and characterization of the laccase. Applied and
Environmental Microbiology, 62(4), 1151-1158. https://doi.org/0099-2240/96

Esposito, E., Innocentini-Mei, L. H., Ferraz, A., Canhos, V. P., & Durdn, N. (1993). Phenoloxidases and
hydrolases from Pycnoporus sanguineus (UEC-2050 strain): applications. Journal of
Biotechnology, 29(3), 219-228. https://doi.org/10.1016/0168-1656(93)90054-Q

Eugenio, M. E., Santos, S. M., Carbajo, J. M., Martin, J. A., Martin-Sampedro, R., Gonzdlez, A. E., &
Villar, J. C. (2010). Kraft pulp biobleaching using an extracellular enzymatic fluid produced by
Pycnoporus sanguineus. Bioresource Technology, 101(e), 1866—-1870.
https://doi.org/10.1016/].biortech.2009.09.084

Falconnier, B., Lapierre, C., Lesage-Meessen, L., Yonnet, G., Brunerie, P., Colonna-Ceccaldi, B., ...
Asther, M. (1994). Vanillin as a product of ferulic acid biotransformation by the white-rot
fungus Pycnoporus cinnabarinus 1-937: Identification of metabolic pathways. Journal of
Biotechnology, 37(2), 123—132. https://doi.org/10.1016/0168-1656(94)90003-5

Forchiassin, F., Papinutti, L., Levin, L., Cinto, I., Diorio, L. A., Grassi, E., ... Carabajal, M. (2014). Manual
de procedimientos de Micologia Experimental (17th ed.). Buenos Aires: Departamento de
biodiversidad y biologia experimental — FCEN — UBA. https://doi.org/10.1007/s13398-014-
0173-7.2

97



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afio: 2020 ISSN: 2602-8530

FuQuan, X., & Qilin, H. (2008). Artificial Cultivation of a Pycnoporus cinnabarinus Strain Isolated
from the Wild in Fujian Province. Acta Edulis Fungi, 1, 69-72. Retrieved from
http://www.syjxb.com/EN/abstract/abstract8721.shtmi

Gocenoglu, A., & Pazarlioglu, N. (2014). Cinnabarinic acid : Enhanced production from Pycnoporus
cinnabarinus, characterization, structural and functional properties. Journal of Biological
ChemistryJournal ~ of Biological =~ Chemistry, 42(2), 281-290. Retrieved from
http://www.hjbc.hacettepe.edu.tr/journal/volume-42/issue-2/cinnabarinic-acid-enhanced-
production-from-pycnoporus-cinnabarinus-characterization-structural-and-functional-
properties/index.html

Guzman, G. (1979). Identificacion de los hongos: comestibles, venenosos, alucinantes y destructores
de la madera (1st ed.). México D.F: Editorial Limusa.

Henrique Rosa, L., Gomes Machado, K. M., Jacob, C. C., Capelari, M., Augusto Rosa, C., & Leomar
Zani, C. (2003). Screening of Brazilian Basidiomycetes for Antimicrobial Activity. Memorias Do
Instituto Oswaldo Cruz, 98(7), 967-974. https://doi.org/10.1590/50074-02762003000700019

Herpoél, 1., Moukha, S., Lesage-Meessen, L., Sigoillot, J. C., & Asther, M. (2000). Selection of
Pycnoporus cinnabarinus strains for laccase production. FEMS Microbiology Letters, 183(2),
301-306. https://doi.org/10.1016/S0378-1097(99)00616-3

Krings, U., Pilawa, S., Theobald, C., & Berger, R. G. (2001). Phenyl propenoic side chain degradation
of ferulic acid by Pycnoporus cinnabarinus — elucidation of metabolic pathways using [5-2H]-
ferulic acid. Journal of Biotechnology, 85(3), 305-314. https://doi.org/10.1016/S0168-
1656(00)00396-5

Levasseur, A., Lomascolo, A., Chabrol, O., Ruiz-Duefias, F. J., Boukhris-Uzan, E., Piumi, F., ... Record,
E. (2014). The genome of the white-rot fungus Pycnoporus cinnabarinus: a basidiomycete
model with a versatile arsenal for lignocellulosic biomass breakdown. BMC Genomics, 15(1),
486. https://doi.org/10.1186/1471-2164-15-486

Lomascolo, A., Record, E., Herpoél-Gimbert, |., Delattre, M., Robert, J. L., Georis, J., ... Asther, M.
(2003). Overproduction of laccase by a monokaryotic strain of Pycnoporus cinnabarinus using
ethanol as inducer. Journal of Applied Microbiology, 94(4), 618-624.
https://doi.org/10.1046/j.1365-2672.2003.01879.x

Lomascolo, A., Uzan-Boukhris, E., Herpoél-Gimbert, 1., Sigoillot, J. C., & Lesage-Meessen, L. (2011).
Peculiarities of Pycnoporus species for applications in biotechnology. Applied Microbiology and
Biotechnology, 92(6), 1129-1149. https://doi.org/10.1007/s00253-011-3596-5

Lu, L., Zhao, M., Zhang, B.-B., Yu, S.-Y., Bian, X.-J.,, Wang, W., & Wang, Y. (2007). Purification and
characterization of laccase from Pycnoporus sanguineus and decolorization of an
anthraquinone dye by the enzyme. Biotechnologically Relevant Enzymes And Proteins, 74(6),
1232-1239. https://doi.org/10.1007/s00253-006-0767-x

Machuca, A., & Ferraz, A. (2001). Hydrolytic and oxidative enzymes produced by white- and brown-
rot fungi during Eucalyptus grandis decay in solid medium. Enzyme and Microbial Technology,
29(6), 386—391. https://doi.org/10.1016/50141-0229(01)00417-3

Madhavi, V., & Lele, S. S. (2009). Laccase: properties and applications. BioResources, 4(4), 1694—
1717. Retrieved from
http://ojs.cnr.ncsu.edu/index.php/BioRes/article/view/BioRes_04_4 1694 Madhavi_Lele_La
ccase_Props_Applications_Rev

Munusamy, U., Sabaratnam, V., Muniandy, S., Abdullah, N., Pandey, A., & Jones, E. B. G. (2008).
Biodegradation of Polycyclic Aromatic Hydrocarbons by Laccase of Pycnoporus sanguineus and
Toxicity Evaluation of Treated PAH. Biotechnology, 7(4), 669-677.
https://doi.org/10.3923/biotech.2008.669.677

Ohtakara, A., Hayashi, N., & Mitsutomi, M. (1981). Purification and Some Properties of Acid B-

98



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afio: 2020 ISSN: 2602-8530

Galactosidase from Pycnoporus cinnabarinus. Journal of Fermentation Technology, 59(4), 325—
328. Retrieved from http://ci.nii.ac.jp/naid/110002672598/

Ortiz, E., Saransi, C., Ayala, K., Faz, L., Benavides, N., Vela, P., ... Pineda, C. A. (2016). Banco de
recursos genéticos de Auricularia spp. con fines industriales: Una revisidon. Revista Bionatura,
3(1), 139-145. Retrieved from http://revistabionatura.com/2016.01.03.8.html

Papinutti, L. (2013). Pycnoporus sanguineus. Revista Boletin Bioldgica, 29(7), 32—33. Retrieved from
http://www.boletinbiologica.com.ar/pdfs/N29/papinutti(micologica29).pdf

Pontificia Universidad Catodlica del Ecuador. (2016). Fungario QCA (M). Retrieved June 20, 2008,
from http://www.puce.edu.ec/portal/content/Fungario/442;jsessionid=2E8EC51E755E85

Quiroz-Castafieda, R. E., Balcazar-Lépez, E., Dantdn-Gonzdlez, E., Martinez, A., Folch-Mallol, J., &
Anaya, C. M. (2009). Characterization of cellulolytic activities of Bjerkandera adusta and
Pycnoporus sanguineus on solid wheat straw medium. Electronic Journal of Biotechnology,
12(4). https://doi.org/10.2225/vol12-issued-fulltext-3

Ramirez-Cavazos, L., Junghanns, C., Nair, R., Cardenas-Chavez, D., Hernandez-Luna, C., Agathos, S.,
& Parra, R. (2014). Enhanced production of thermostable laccases from a native strain of
Pycnoporus sanguineus using central composite design. J Zhejiang Univ Sci B., 15(4), 343-352.
https://doi.org/10.1631/jzus.B1300246

Ramirez, P., & Coha, J. M. (2003). Degradacién enzimatica de celulosa por actinomicetos termofilos :
aislamiento, caracterizacion y determinacion de la actividad celulolitica. Rev. Peru. Biol., 10(1),
67-77.

Schliephake, K., Lonergan, G. T., Jones, C. L., & Mainwaring, D. E. (1993). Decolourisation of a
pigment plant effluent by Pycnoporus cinnabarinus in a packed-bed bioreactor. Biotechnology
Letters, 15(11), 1185-1188. https://doi.org/10.1007/BF00131213

Sigoillot, C., Lomascolo, A., Record, E., Robert, J. ., Asther, M., & Sigoillot, J. . (2002). Lignocellulolytic
and hemicellulolytic system of Pycnoporus cinnabarinus: isolation and characterization of a
cellobiose dehydrogenase and a new xylanase. Enzyme and Microbial Technology, 31(6), 876—
883. https://doi.org/10.1016/50141-0229(02)00208-9

Sigoillot, C., Record, E., Belle, V., Robert, J. L., Levasseur, A., Punt, P. J,, ... Asther, M. (2004). Natural
and recombinant fungal laccases for paper pulp bleaching. Applied Microbiology and
Biotechnology, 64(3), 346—352. https://doi.org/10.1007/s00253-003-1468-3

Smania, A., Marques, C. J. S., Smania, E. F. A., Zanetti, C. R., Carobrez, S. G., Tramonte, R., &
Loguercio-Leite, C. (2003). Toxicity and antiviral activity of cinnabarin obtained from
Pycnoporus sanguineus (Fr.) Murr. Phytotherapy Research, 17(9), 1069-1072.
https://doi.org/10.1002/ptr.1304

Smania, E. de F. A.,, Smania Junior, A., & Loguercio-Leite, C. (1998). Cinnabarin synthesis by
Pycnoporus sanguineus strains and antimicrobial activity against bacteria from food products.
Revista de Microbiologia, 29(4), 317-320. https://doi.org/10.1590/S0001-
37141998000400017

Stentelaire, C., Lesage-Meessen, L., Oddou, J., Bernard, O., Bastin, G., Ceccaldi, B. C., & Asther, M.
(2000). Design of a fungal bioprocess for vanillin production from vanillic acid at scalable level
by Pycnoporus cinnabarinus. Journal of Bioscience and Bioengineering, 89(3), 223-230.
https://doi.org/10.1016/51389-1723(00)88823-4

Teoh, Y. P., Don, M. M., & Ujang, S. (2011). Media selection for mycelia growth, antifungal activity
against wood-degrading fungi, and gc-ms study by Pycnoporus sanguineus. BioResources, 6(3).
Retrieved from
http://ojs.cnr.ncsu.edu/index.php/BioRes/article/view/BioRes_06_3 2719 Teoh_MU_Media
_Selection_Mycelia_Antifungal_GCMS_Extract

Uzan, E., Nousiainen, P., Balland, V., Sipila, J., Piumi, F., Navarro, D., ... Lomascolo, A. (2010). High

99



Revista Biorrefineria Vol. 3 N°. 3 Afio: 2020 ISSN: 2602-8530

redox potential laccases from the ligninolytic fungi Pycnoporus coccineus and Pycnoporus
sanguineus suitable for white biotechnology: From gene cloning to enzyme characterization
and  applications.  Journal of Applied  Microbiology,  108(6), 2199-2213.
https://doi.org/10.1111/j.1365-2672.2009.04623.x

Velisek, J., & Cejpek, K. (2011). Pigments of higher fungi: A review. Czech Journal of Food Sciences -
UZEI (Czech Republic), 29(2), 87-102. Retrieved from http://agris.fao.org/agris-
search/search.do?recordID=CZ2011000419

Vikineswary, S., Abdullah, N., Renuvathani, M., Sekaran, M., Pandey, A., & Jones, E. B. G. (2006).
Productivity of laccase in solid substrate fermentation of selected agro-residues by Pycnoporus
sanguineus. Bioresource Technology, 97(1), 171-177.
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2005.02.015

Xu, F., Kulys, J. J., Duke, K., Li, K., Krikstopaitis, K., Deussen, H.-J. W., ... Schneider, P. (2000). Redox
Chemistry in Laccase-Catalyzed Oxidation of N-Hydroxy Compounds. Appl. Envir. Microbiol.,
66(5), 2052—-2056. https://doi.org/10.1128/AEM.66.5.2052-2056.2000

100



Revista Biorrefineria

Vol. 3

N°. 3 Afo: 2020 ISSN: 2602-8530

Obtencion de cepas puras de Psilocybe spp

Obtaining pure strains of Psilocybe spp

Patricia Isabel Rosero Yépez !, Julio Amilcar Pineda Insuasti?, Astrid Stefania Duarte Trujillo 3

1 Universidad Técnica del Norte (UTN), Ibarra, Ecuador.
2 Centro Ecuatoriano de Biotecnologia del Ambiente (CEBA), Ibarra, Ecuador.
3 Organizacién Micoldgica Internacional (OMI), Florencia, Colombia.

Autor para correspondencia: patricia-rosero@hotmail.com

Recibido: octubre 18 de 2019
Aceptado: diciembre 30 de 2019

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
psiquiatricos, siendo notable su potencial en
la industria farmacéutica. El objetivo de este
trabajo fue describir el proceso de obtencion
de cepas puras de Psilocybe spp con fines

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

caracterizacion 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, viability,

industrial potential, psilocybin.

INTRODUCCION

Se estima que existen en la naturaleza mas de
1,5 millones de especies de hongos, de las
cuales sélo 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 sdlo 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,
gue contienen compuestos alucinégenos de
caracter indélico como psilocibina, psilocina 'y
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sus analogos baeocistina, norbaeocistina y
aeruginascina. A estos hongos se les concede
un caracter magico-religioso, ya que eran
empleados por los indigenas de México vy
Centroameérica 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 induccidon 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 alucinégenos 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
alucinégenos consumido ancestralmente por
sus propiedades neurotropicas; 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
alucinégenas; por lo que la produccion de
triptaminas es una sinapomorfia para esos
taxones (Redhead et al., 2007). Guzman y
colaboradores (2012) hicieron una revisién 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 alucinégenas se destacan P.
percevalii (Guzman y Kasuya, 2004) y P.
atrobrunnea (Borovicka et al., 2015).

La psilocibina y sus derivados han demostrado
ser efectivos en el tratamiento de trastornos
psiquiatricos como el desorden obsesivo
compulsivo, la ansiedad en pacientes
terminales, la cefalea cronica, la
esquizofrenia, la depresion persistente , y las
adicciones al alcohol, a la cocaina y al tabaco
(Bogenschutz et al., 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
adiccion (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 revisién de la literatura
gue promueva la valorizacion de Ia
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 trdpicos
(Gottlieb, 1976; Stafford, 2003c). Aunque
también pueden crecer sobre otros sustratos,
como se muestra en la tabla 1.

Hay que tener mucha precaucién 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

Deslizamientos de tierra, cafa de azlcar
mantillo, alrededor de plantaciones de maiz o

de café

(Gottlieb, 1976)

P. caerulipes

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

(Gottlieb, 1976)

P. cyanescens

Tierra, entre hojas y ramas

(Gottlieb, 1976)

P. mexicana

Musgos e hierbas junto a los caminos, en los
prados humedos, en los campos de maiz y cerca
de los bosques de pino

(Gottlieb, 1976)

P. pelliculosa

Humus y escombros, en o cerca de los bosques
de coniferas

(Gottlieb, 1976)

P. quebecencis

Suelos arenosos que contienen restos vegetales
inundados regularmente por la crecida del rio y
de Ila madera

en la descomposicidn

(especialmente de abedul, aliso, pino y abeto)

(Gottlieb, 1976)

P. semilanceata

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

(Gottlieb, 1976)

P. strictipes

Madera en descomposicién y troncos de
arboles como los pinos

(Gottlieb, 1976)

P. sylvatica

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

(Gottlieb, 1976)

P. cubensis var.
Cyanescens

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

mezcla con estiércol

(Gottlieb,  1976;
Stafford, 2003b)

P. coprophila

Estiércol de conejo o de vaca

(Masiulionis,
Weber, & Pagnocca,

2013; Stamets,
1996)
P. samuiensis No fructifica directamente en el estiércol pero | (Gartz, Allen, &

aparece disperso o gregario en el suelo

endurecido de arrozales

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 carpoforos 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 laliteratura es el tratamiento de los tejidos con
metol, un producto quimico utilizado en los
desarrolladores de fotos, el cual acelera la
coloracion azul de los hongos de psilocibina; sin
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embargo, varias setas que contengan sustancias
inddlicas de cualquier tipo va a responder
positivamente a esta prueba y la mayoria de los
organismos vivos contienen aminoacidos a base
de indol como el triptofano (Gottlieb, 1976).

Segun Gottlieb (1976) no existe prueba de campo
para la identificacidn de los hongos de psilocibina,
sin embargo, hay una prueba relativamente
simple para identificar la 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 pequeiia
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
solucion saturada de p-dimetil-
aminobenzaldehido en alcohol, y luego con acido
clorhidrico 1 N. El papel es secado de nuevo y
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 identificacién 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 macroscépicas 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 macroscopicas de Psilocybe spp.

Especies Caracteristicas microscopicas
Estipite Pileo Lamelas Referencia

P semilanceata Sélido, color Codnico a obtuso, Adnatas a (Cole, 2003)
blanco a color café rojizo anexas
amarillo

P. cubensis Hueco, curvado, | Cénico a convexo, | Adnatas a (Cole, 2003;

de color blanco a
amarillo
verdoso, con
anillo blanco

color ocre a crema

anexas, color
verde grisaceo

Stamets, 1996)

rosa amarillento

campanulado,
color café a ocre

adnata o anexa

fibroso
P. aztecorum Corto Convexo Verde grisdceas | (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)

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 marrén multicolor
Glabro, color
ocre
P. squamosa Cilindrico, Convexo, Adnadas, (Hernandez,
céntrico, de ligeramente anexas y color 2007)
color crema, con | umbonado, lila
anillo fibroso sedoso, amarillo
P. percevalii Color Convexo a Adnadas, color | (Guzman &

membranoso
blanco

pero ligeramente
estriado, color
marrén rojizo a
marron
amarillento

color marrén
violaceo oscuro,
con bordes
blanquecinos

blanquecino a subumbonado o violaceo- Kasuya, 2004)
ocre, con anillo subcampanulado, | marrény
fibroso blanco liso, color ocre bordes
palido a marrdn blanquecinos
P. Color blanco a Convexo, a veces Adnadas, (Guzman &
pseudobullacea | gris pdlido, 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 Cdnica-convexa, anexas, de color | 1994)

Subbulboso, de
color blanco a

paja palido con
fibrillas blancas

seco.

umbonado o
campanulado,
estriado, sulcado
en el margen e
higréfano, de color
marrén rojizo a
paja en frescoy
arcilla cuando est3

arcilla en fresco
y marron
violdceo a
marrén
chocolate con
bordes blancos
cuando estd
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
caramelizacidn de los azucares, lo que inhibe
el crecimiento del micelio y la produccién 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 morfolégica, mediante
observacion de caracteristicas microscépicas
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-marrén 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 vy algodonoso;
esporada en masa de color purpura cuando se
derrama por primera vez y mas tarde marrén
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 marrén 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 geotrdpica
del estipite (Badham, 1982; Guzman y Kasuya,
2004; Stamets, 1996). Para la consulta de
claves taxondmicas mads especificas remitirse
al trabajo de Watling (1983). En la figura 5 se
representan algunas de estas caracteristicas
mencionadas.

\/l_.

Figura 6. a) Esporas y b) ba5|d|os 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 impresién de esporas
sobre una superficie plana y la observacion de
sus caracteristicas microscdpicas (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 identificacién 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 poblacién; y un
catdlogo de nomenclatura y clasificacion
taxondmica (NCBI, 2016a).

Lo mejor es emplear métodos moleculares, ya
que muchas especies pueden parecerse
demasiado morfolégicamente, pero en
términos genéticos pueden ser muy distantes;
tal es el caso de P. laetissima, que
recientemente se cambié 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),

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 alucindgenos 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 actuan como alérgenos y pueden
estar presentes tanto en el micelio como en
las esporas, aunque 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
pldstico 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,
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1982); y las esporas pueden germinar después
de 9 meses de almacenamiento a 20 ° C (Gartz,
1992).

CONCLUSIONES

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

de cepas de Psilocybe spp. presenta varias
fases: recoleccién, aislamiento, identificacion,
caracterizacion y conservacion. Las fases mas
importantes son la identificacion y la
conservacion; 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
purificacién de cepas puras de Psilocybe spp.
ecuatoriano presenta beneficios potenciales
para la bioindustria nacional, teniendo en

cual la optima purificacion de cepas cuenta su alta biodiversidad.
ecuatorianas constituye una oportunidad para

valorizar los recursos locales. La purificacion
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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 solidos, 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 y se determinaron lo
componentes estructurales mediante analisis
proximal. Se encontré que los residuos del
mercado son aptos nutricionalmente para la
produccién de microrganismos benéficos.

PALABRAS CLAVE: residuos solidos 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 lbarra, 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 mas 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
generacién de residuos no varia sélo con la
cantidad de habitantes, sino también con el
nivel econémico de cada regién.
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El impacto ambiental y socioecondmico que
presenta el manejo de residuos sdlidos
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
gue 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 accidon de los organismos vivos
y los elementos favoreciesen su desaparicion. El
orden que presentaban hacia mds favorable, la
idea de empezar a reducir, reciclar, reutilizar
(Medellin et al., 2008)

Posteriormente, el desarrollo social, la
industrializacién y la implantacion de modelos
econdomicos 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
guimicos, entre otros. Surgié 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
ocupaciéon incontrolada del territorio que
genera la destruccién del paisaje y de los
espacios naturales, creando focos de infeccién;
la proliferacién de plagas de roedores e
insectos, agentes bioldgicos activos; entre otros
(Grijalva, 2013).

Hasta el dia de hoy la gestion de los residuos se
ha centrado principalmente en un Unico
aspecto, la eliminacion 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 Alarcén
(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 preocupacién es
contar con un servicio de recoleccion de los
mismos (MAE, 2010). No hay mucho interés en
efectuar una reduccién importante en la
generacién, como base para un manejo
sustentable, para lograr la preservacion 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 solidos 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 afno por habitante. En Ibarra la produccion
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 basica, dada su caracterizacidon
fisicoquimica rica en carbono y nitrégeno,
elementos principales para la generacion de
una gama de subproductos tanto para
agricultura como para generacion de energia,
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tales como bioinsumos, biogas,
biocombustible, entre otro (lbarra y Rojas,
2016; Castro, 2008).

De acuerdo con Arias y Meneses (2016), la
caracterizacion fisica y quimica de los residuos
agroindustriales se desarrolléd a principios de
1995, en respuesta a la produccidon de
biocombustible por las industrias azucareras.
Existen diversas metodologias de
caracterizacion aplicadas en cada region 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 caracterizacion 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
gue 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 fresca y seca, la eleccion
de cdmo trabajar depende del subproducto a
obtener; para el caso de un compost, es basico
trabajar con los residuos en fresco y determinar
la relacion C:N, y los macro y micro elementos;
en caso de tratarse 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 organicos generados
en el mercado amazonas, a través de la
conversidon 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 biolégico

Para eliminar las impurezas y particulas finas,
se realizdé un lavado en agua clorada (1 mg/I,
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. 4 y no. 16 hasta un tamafo
promediode 1a 5 mm.

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
Nitrégeno (E.L.N), Extracto Etéreo (E.E) o grasa
bruta, Cenizas; y uno de macro y micro
elementos, donde se determiné contenido de
Calcio (Ca), Manganeso (Mn), Sodio (Na),
Potasio (K), Fosforo (P), Cobre (Cu), Hierro (Fe),
Magnesio (Mg), Zinc (Zn).
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RESULTADOS Y DISCUSIONES
El hongo no es exigente en su nutricidn,
Caracterizacion fisicoquimica entonces puede crecer y desarrollar esporas sin
Los residuos vegetales presentaron las problema en sustratos vegetales con contenido

caracteristicas de la tabla 1.

Tabla 1. Analisis Proximal de residuos vegetales
secos.

PROTEINA FIBRA CENIZAS
(%) (%) (%)

H
(%)

E.L.N
(%)

E.E
(%)

8,32 64,82 2,57 11,74 13,64 7,23

Los valores que resultan de la caracterizacién
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
ya experimentados (Castro & Rivillas, 2012).

Los valores que resultan de la caracterizacién
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 ya
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 relacién C:N o6ptima ha de ser de 10:1
(Sergio, Ortiz, & Gutierrez, 2008). Cuando la
concentracion de carbono es inferior a 75%, la
produccién de conidios se eleva; mientras que
cuando la concentracién de carbono supera
este valor, la esporulacion tiende a disminuir.

de grasa bruta que varian entre el 1,5% vy 2,85%,
y proteina del 7 al12% (Fernandez, 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
mayor viabilidad y fortaleza (Agosin & Aguilera,
2010).

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

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

Ca

%
0,58

P

%
0,15

Mg

%
0,16

K

%
1,55

Na

%
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
entomopatoégeno Trichoderma spp, ya que
cumple con los requerimientos nutricionales.
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1 BENEFICIOS DE LA SABILA!
P“I-PA nE SABII-A La hoja de sabila ha sido usada por los griegos,
romanos, egipcios, hebreos, arabes y las
Alni “Enn culturas africanas. Su sabia o acibar es uno de

los medicamentos mas antiguos conocidos por

GEI. 1 x el hombre. Contiene vitaminas A, C, E, B1, B2,
B3, B6 y B12, Acido félico y minerales (calcio,
magnesio, zinc, cromo, selenio, potasio,
manganeso, y otros). Aminoacidos y acidos
grasos.

BIODIVERSITY Cicatrizante: el aloe hidrata, nutre y suaviza la
100 7 Natural piel por su gran capacidad para retener el agua.

Regenerador: acelera la producciéon de
coldgeno en la piel.

Antiviral: contiene un polisacarido, carrisyn,
que refuerza el sistema inmunitario y frena la
progresion de los virus.

Human influenza virus
Anticancerigeno: sus polisacaridos

incrementan la produccidon de dxido nitrico,
que tiene propiedades antitumorales.

Contra quemaduras: algunos componentes de
la planta, como el acido acetilsalicilico, le
proporcionan un efecto anestésico vy
analgésico.

Digestivo: su consumo limpia el tracto
digestivo y ayuda a las personas que padecen
de estrefiimiento y diarrea.

Protector del corazoén: regula la presion arterial
gracias al germanio que contiene. Oxigena la
sangre ayudandola a difundir los glébulos rojos.

Cile

e Anti colesterol: estudios sugieren que tomar
. . . ® . . ,
(gBmdwersrty 10 ml a 20 ml diarios de aloe Por ‘V|a' oral
Sloinasnieria:s hmecles durante 12 semanas puede disminuir el
www.biodiversity.com.ec colesterol total en alrededor de 15 %.

Cel.0995797813 / 0997589267 Baja el azucar: el aloe vera funciona como

Ibarra-Ecuador agente regulador de los niveles de glucosa en ool
personas con diabetes, segun ciertas
investigaciones.
Contra la psoriasis: la crema de aloe es igual de AT .r"PWiaTw
efectiva que el tratamiento convencional para e 3

e . & 4
reducir la irritacidn de la piel. -

1 https://asocialoe.com/wp-content/uploads/2016/01/ventajas-aloe-vera-infograf%C3%ADal.jpg
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6 Blodlver5|ty

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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