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RESUMEN

En Ecuador no se conoce el protocolo de aislamiento conservacién y produccion a
escala laboratorio de la cepa nativa Pycnoporus sanguineus. EIl cuerpo fructifero
se recolecto en la ciudad del Tena; misma que se encontraba en troncos en
descomposicién de Pollalesta discolor. La reproduccion celular se realizé tanto
por medio de tejido como por esporas en un medio rico en PDA se encubaron a 22
°C. durante seis dias se procedi6 a la purificacion de la cepa por la técnica de
repique hasta lograr una cepa pura. La identificacion fue realizada por laboratorios
IDgen en la cual se determin6 99% de identidad en el fragmento ITS es Pycnoporus
sanguineus. En el analisis quimico bromatoldgico se determind que la especie tiene
un ELN de 49.12% para el analisis de macro elementes se encontré en mayor
cantidad potasio 0,52%; micro elementos como hierro 136 ppm. Para la
conservacion de la cepa se aplico la técnica de la liofilizacion, se prepard dos
medios de cultivo MEA y PDA se esterilizd y se sirvio en tubos de 5 ml y luego se
inocularon con la cepa nativa seleccionada, se incubaron por 7 dias a 22 °C. Los
tubos colonizados fueron liofilizados. Para determinar la velocidad de crecimiento
de la cepa nativa se utilizd6 como medio de cultivo PDA y MEA en donde fue
colocada la cepa anteriormente liofilizada en el centro de la caja petri con la ayuda
de cinta métrica se determin0 la velocidad de crecimiento diariamente, se incubo
durante siete dias, la mayor velocidad de crecimiento se observa en el medio de
cultivo MEA de 3.85 mm/dia. Puesto que el valor-P de la prueba-F es menor que
0,05, existe una diferencia estadisticamente significativa entre la media de

velocidad entre un nivel de medio y otro, con un nivel del 95,0% de confianza.



SUMMARY

In Ecuador is not known isolation Protocol-scale production and conservation
laboratory or the native strain of Pycnoporus sanguineus. The fruiting body is
collected in the city of Tena; same that was in trunks in decomposition of Pollalesta
discolor. Cellular reproduction was carried out both by means of tissue and spores
in an environment rich in PDA incubate to 22 °C, six days was purification or the
strain by the technique of tolling to achieve a pure strain. The identification was
performed by laboratories IDgen 99% identity in the fragment was determined in
which ITS is Pycnoporus sanguineus. The bromatological chemical analysis
determined that the species has an ELN of 49.12% for the analysis of macro
elements found in most potassium 0.52%; micro elements as iron 136 ppm. For the
conservation of the strain was applied the technique of lyophilization, it was
prepared two culture media MEA PDA was sterilized and served in 5ml tubes and
they were then inoculated with the native strain selected, they were incubated for 7
days at 22 degrees. Colonized tubes were lyophilized. To determine the rate of
growth of the native strain was used as a PDA culture medium and MEA where was
placed the above freeze-dried strain in the center of the box petri, with the help of
tape measure determined the speed of growth daily, incubated for seven days, the
higher speed of growth is observed in the culture medium MEA 3.85 mm/day. Since
the disagreement of the test F is less than 0.05 there is a statistically significant
difference between the average speed between a middle level and another, the

95.0% confidence level.
Palabras clave
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1 PROBLEMA

1.1 Introduccidn

Los hongos son imprescindibles para el funcionamiento de la vida. Sin ellos, la
acumulacion de residuos organicos formaria enormes cementerios de cadaveres
vegetales y animales produciendo grandes trastornos en la naturaleza (Zeikus,
1981). La cadena tréfica se modificaria de tal manera que provocaria la

desaparicion de muchas especies (de Diego Calonge, 2009).

Pycnoporus spp ha sido durante mucho tiempo utilizado en la medicina popular
de Africa y América para tratar numerosas enfermedades. Los extractos de este
hongo son demostrados por poseer ingredientes bioactivos involucrados en
tratamiento antitumoral y actividades antioxidantes (Cao, Zhang, & Xu, 2014). Por
el potencial lignocelulitico y los metabolitos secundarios de este hongo es
importante la busqueda de sustancias antivirales, antioxidantes, antifingicas, y
antibacterianas (Smania et al. 2003). Se cuenta con el recurso natural, pero no se
han realizado estudios de como producir y conservar la cepa nativa (Cruz Mufioz et
al. 2015a).

Se pretende aportar con un banco de recursos genéticos con la posibilidad de que
esta cepa sea utilizada en el sector farmacéutico por su actividad bioldgica
antioxidante, antiflngica, y antibacterial (Smania et al. 1995); y en el sector textil,
ya que produce un pigmento extraido llamado cinnabarin, que se utiliza para la
decoloracién parcial y completa de ciertos tintes (Schliephake, Lonergan, Jones, &
Mainwaring, 1993); en el sector alimentario para la produccién de vainilla (Zheng
et al. 2007).

En términos econdmicos, la implementacion de este proyecto a escala industrial
generaria ingresos por concepto de venta de metabolitos producidos por la cepa
nativa ecuatoriana Pycnoporus spp. Por ejemplo, la vainilla natural producida por
el hongo tiene un costo en el mercado de 4000 USD/Kg, ingresos que se quedarian
en manos de los productores nacionales. Ademas, la creacién de estas industrias

generaria fuentes de trabajo y ayudaria al aumento de la balanza comercial nacional.
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En términos ambientales, el hongo podria emplearse en la biodegradacion de
compuestos recalcitrantes presentes en los efluentes contaminados, gracias a su
sistema enzimatico de ligninasas y en la degradacion de residuos de madera en
aserraderos (Kirk, 1971). Adicionalmente, el aislamiento y almacenamiento de la
cepa nativa de Pycnoporus spp. en Bancos de Recursos Genéticos, con fines

industriales y académicos promoveria la preservacion de la especie.

En el &mbito social se mejoraria el nivel educativo de la poblacion en términos
de preservacion y aprovechamiento de la biodiversidad fungica, de la cual no se
tiene mas conocimiento que los usos ancestrales (Hawksworth, 1991). Ademas,
mejoraria la calidad de la salud de la poblacion, gracias a sus propiedades
medicinales, ya comprobadas cientificamente; por lo que su potencial en la

industria farmacéutica es grande.

La academia se veria favorecida a su vez, gracias a la recopilacion de métodos y
datos técnicos necesarios para la conservacion y almacenamiento de la cepa,
facilitando el desarrollo de investigaciones de caracter quimico y biotecnolégico
(Cruz, 2004).

1.2 Situacion problémica

En el campo de la salud, el no aprovechamiento de los metabolitos fungicos
provocaria un caos en el tratamiento de ciertas enfermedades, ya que muchos
medicamentos son producidos a partir de estos (Chang & Miles, 2004). Hay que
recordar el papel que desempefia la penicilina descubierta por Fleming en 1928 a
partir del hongo Penicillium notatum, para el tratamiento de las infecciones ( VValdés
etal. 1998). En la actualidad se conoce miles de sustancias medicinales producidos
por hongos y pronto saldran mas, incluso capaces de combatir el SIDA (Calonge,
2009).

No obstante, muchas especies de hongos estan bajo amenaza de desaparecer
como consecuencia del deterioro o destruccion de los ecosistemas (Hernandez,

Gonzélez, Hernandez, Herrera, & Camino, 2014).
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El Ecuador es un pais pequefio, pero uno de los mas biodiversos por su ubicacién
espacial (Estrella, Manosalvas, Mariaca, & Ribadeneira, 2005). EIl 18% de la
superficie nacional considerada como area protegida para la conservacion de la
riqueza natural (MAE, 2008). El aprovechamiento sostenible de la biodiversidad
nacional es promovido por el Plan Nacional para el Buen Vivir; que enfatiza en el
bioconocimiento y su aplicacion para la produccion de nuevos bienes y servicios
ecoldgicamente sustentables, suscitando al cambio de la matriz productiva
(Senplades, 2009).

1.3 Problema cientifico

Se evidencia limitado conocimiento en el manejo sustentable del género fungico
Pycnoporus spp nativa ecuatoriana, haciéndose necesario el establecimiento de
protocolos para: aislamiento, conservacion purificacion, produccién especifica de
cepas nativas, propagacion o crecimiento celular en medios artificiales o naturales

y produccioén.
Objeto

El proceso de produccion y conservacion de la especie nativa ecuatoriana de

Pycnoporus spp.
Campo

Conservacion de los recursos genéticos microbianos

1.4 Objetivos de la investigacion

» Objetivo General

Desarrollar un proceso a escala laboratorio para la produccion de la especie
nativa ecuatoriana de Pycnoporus sanguineus. mediante procesos que permitan la
conservacion del recurso natural fungico y su aprovechamiento de manera

sustentable.
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» Obijetivos especificos
> Aislar, identificar y caracterizar la especie fungica de Pycnoporus
sanguineus.
> Desarrollar un protocolo para la conservacion de la especie.
> Seleccionar el mejor medio de cultivo para la produccion de Pycnoporus
spp. a través de la velocidad de crecimiento lineal.
» Disefiar una ficha de cepas microbianas puras para su conservacion en

el Banco de Recursos Genéticos Microbianos (BRGM).

1.5 Hip6tesis

Hipdtesis alternativa

Si se desarrolla un proceso a escala laboratorio para la produccién de la especie
nativa ecuatoriana de Pycnoporus sanguineus se lograria la conservaciéon del

recurso y su aprovechamiento de manera sustentable
Hipdtesis nula

Si se desarrolla un proceso a escala laboratorio para la produccion de la especie
nativa ecuatoriana de Pycnoporus sanguineus no se lograria la conservacion del

recurso y su aprovechamiento de manera sustentable
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2 REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Lasalud un desafio global

Es una realidad compleja, a través de un enfoque interdisciplinario que supera
los limites del paradigma positivista de la ciencia clasica (Alcantara-Moreno,
2008), depende de la interaccion de multiples factores sociales, politicos,
econdmicos, culturales y cientificos (Roberto Bricefio-Ledn, 2000), y responde a
una condicion historica, ya que la vision particular de la sociedad va cambiando con
el tiempo (Ritzer, 2001).

2.1.1 Situacion actual

Dentro de los objetivos del desarrollo sostenible (2015), el objetivé 3 comprende
garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en todas las edades. La
participacién mancomunada de los paises para cumplir los ODM ha desencadenado
en el movimiento contra la pobreza mas exitoso de la historia, especialmente en

temas de salud y alimentacién mundial.

2.1.2 Situacion futura

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2013) ha pedido a los paises que
sigan invirtiendo en investigaciones de ambito nacional, con el objetivo de poner
en marcha un sistema de cobertura sanitaria universal adaptado a las necesidades

particulares de cada pais.

2.1.3 Propuestas al desafio

Estudios de casos realizados en muchos paises demuestran la importancia que
tienen las investigaciones nacionales y mundiales en la mejora de la salud;
investigaciones que abarcan desde la prevencion y el control de enfermedades

especificas hasta la mejora del funcionamiento de los sistemas de salud.
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2.2 Género Pycnoporus spp.

Entre muchos hongos de pudricion blanca, el género Pycnoporus spp. €s un
género representativo de la familia Polyporaceae, que se encuentra ampliamente
distribuido a nivel mundial en zonas templadas y tropicales, donde tiene gran
importancia en la regulacion del ciclo de carbono (Zeikus, 1981). Forma un grupo
cosmopolita de cuatro especies: Pycnoporus puniceus, Pycnoporus cinnabarinus,
Pycnoporus sanguineus, Pycnoporus coccineus. (Lesage-Meessen et al. 2011). A
principios de 1990 el género Pycnoporus se perfil6 como una alternativa para la
consecucion de compuestos enzimaticos viables en la degradacion eficiente de
biomasa y la obtencion de metabolitos secundarios de interés, como antioxidantes
(Borderes, Costa, Guedes, & Tavares, 2011a), antibacterianos (A. Smania et al.

1995) y antiparasitarios (Correa et al. 2005).

Pese a que los hongos del género Pycnoporus spp. no son especies comestibles,
su importancia radica en la capacidad de degradar eficientemente compuestos
lignocelul6sicos (Asociacion Micoldgica Fungipedia, 2016), lo que les confiere un
gran potencial para ser usados en procesos biotecnolégicos de degradacion de
residuos agricolas hasta azlcares fermentables, Gtiles en la produccion de etanol y
otros productos biotecnoldgicos de alto valor comercial (Call, 1994; Zeikus, 1981).
Diversas investigaciones han estudiado las condiciones éptimas para la obtencién
de compuestos sintetizados por este género y la influencia de diversos factores,
logrando un mejor control del bioproceso y una mejor comprension del
metabolismo de Pycnoporus spp. (Falconnier et al. 1994; Lesage-Meessen et al.
2011; Levasseur et al. 2014; Liu et al 2015; Piscitelli et al. 2011; Rivera-Hoyos et
al. 2013).

2.2.1 Recoleccion

Para la recoleccion es necesario conocer de antemano las caracteristicas
macroscopicas del cuerpo fructifero del hongo (Ortiz et al. 2016) Pycnoporus spp.
posee un basidioma en forma de abanico (flabeliforme) méas o menos aplanado, de

color naranja intenso y un margen redondeado de color similar al resto del
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carpdforo; 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, y ocasionalmente
los bordes son cofluentes, es decir, que se peguen con los de los basidiomas
contiguos. En la zona de unién con el sustrato el basidioma es mas grueso,
pudiendo alcanzar los 3 cm de grosor, mientras en los bordes es méas delgado,
alcanzando menos de 1 cm de grosor (Asociacién Micoldgica Fungipedia, 2016;
Papinutti, 2013). Se puede observar a simple vista que el himenio de este género
posee poros, por donde libera las esporas (Alexopoulos & Beneke, 1962), los cuales
pueden alcanzar entre 2-3 cm de didmetro y una forma de redondeada u oblonga
(Asociacion Micologica Fungipedia, 2016). En la figura 2.1 se pueden apreciar las

caracteristicas generales del género.

Figura 2.1 Carpoforos de Pycnoporus spp. sobre madera en descomposicion.
Fuente: Cortesia de Julio Pineda Insuasti (2016)

Macroscopicamente las especies son diferenciables entre si, por ejemplo: P.
sanguineus, tiene un color mas rojizo que su homologo P. cinnabarinus; ademas
tiene una base estrecha que le da la apariencia de subestipitado mientras P.
cinnabarinus es sésil. Este Gltimo tiene a su vez una superficie piléica libre o escasa

de vellosidades, a diferencia de P. fulgens, con el cual suele asemejarse por la
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coloracion del carpéforo (Asociacion Micologica Fungipedia, 2016; Papinutti,
2013).

Pycnoporus spp. suele encontrarse en sustratos lignoceluldsicos en
descomposicidn, sobre los cuales crece naturalmente (Borderes, Costa, Guedes, &
Tavares, 2011b). 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 descomposicion, mantillo del bosque...) (Chanona-Gomez,
Andrade-Gallegos, Castellanos-Albores, & Sanchez, 2007), las coordenadas y la
temperatura ambiental. En la tabla 2.1 se listan algunos materiales lignocelulésicos

de donde se han recolectado las cepas de Pycnoporus spp.

Tabla 2.1. Sustratos vegetales donde crece Pycnoporus spp.

Especie Material vegetal en descomposicién Referencia
P. sanguineus Madera de casuarina y mango (Cruz Mufioz y col., 2015a)
Madera contaminada con petr6leo (Acosta-Urdapilleta, Alonso-

Paz, Rodriguez, Adame, y col.,

2010; Quiroz-Castafieda y col.,

2009)
Troncos de palma (Achenbach y Blumm, 1991)
Encino (Chanona-Gomez y col., 2007)
Madera de Parkia oppositifolia (Esposito, Innocentini-Mei,

Ferraz, Canhos, y Duran, 1993)

P. cinnabarinus | Madera de pino (Eggert, Temp, y Eriksson, 1996)
Troncos quemados (Guzmaén, 1979)
P. coccineus Eucalipto (Machuca y Ferraz, 2001)

2.2.2 Aislamiento

Se toma una pequefia muestra de tejido del carpéforo 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 por 35 dias a 25 °C en ausencia
de luz. Aunque el rango de crecimiento micelial puede oscilar entre 24 a 30 °C.
Una vez desarrollado el hongo se hacen repiques hasta obtener una cepa pura (Cruz

Mufoz et al. 2015a; Herpoél, Moukha, Lesage-Meessen, Sigoillot, & Asther,
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2000b; Schliephake et al.., 1993). Es necesario haber adicionado cloranfenicol
(200 g /) a los medios de cultivo, para evitar contaminaciones bacterianas
(Henrique Rosa y col., 2003). Segun Correa y colaboradores (2005) el MEA es el
medio Optimo para el crecimiento micelial posterior a la purificacion, mientras que
Acosta-Urdapilleta y colaboradores (2010) afirman que es el Agar Harina Integral
de Trigo (HTIA, por sus siglas en inglés). Por su parte, Cruz-Mufioz y
colaboradores (2015) aseveran que los medios de cultivo 6ptimos son los que
contienen extracto del material vegetal de donde se recolecto el hongo. En la tabla
2.2 se mencionan los principales medios de cultivo empleados para el aislamiento

de Pycnoporus spp.

Tabla 2.2. Medios de cultivo reportados para el aislamiento de Pycnoporus spp.

Especie Medio de cultivo Referencia

P. sanguineus | Agar Papa Dextrosa (Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz,
Rodriguez, Adame, y col., 2010; Cruz
Mufioz y col., 2015a; E. de F. A
Smania, Smania Junior, y Loguercio-
Leite, 1998; Vikineswary y col., 2006)

Agar Harina Integral de Trigo (Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz,
Rodriguez, Adame, y col., 2010; Cruz
Mufioz y col., 2015a)

Agar Extracto de Malta (Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz,
Rodriguez, Adame, y col., 2010; Atteke
y col., 2013; Cruz Mufioz y col., 2015a;
Machuca y Ferraz, 2001; Schliephake y
col., 1993; Uzan y col., 2010)

Medios afines al material vegetal de | (Cruz Mufioz y col., 2015)
donde se recolecté (Agar Extracto de

Casuarina, Agar Extracto de Mango)

Medio Czapek-Dox con sulfato de | (BOse, 1946)
manganeso, algunas veces adicionado
con extracto de semillas de guisantes

o0 salvado de trigo.

P. Agar Extracto de malta (American Type Culture Collection,

cinnabarinus 2016a)
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Especie Medio de cultivo Referencia
Agar Extracto de levadura (American Type Culture Collection,
2016b)
Agar Papa Dextrosa (FuQuan y QiJin, 2008)

2.2.3 ldentificacion

Microscopicamente, se pueden identificar cuatro tipo de hifas: 1) las de los tubos
0 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, y usualmente tienen granulo anaranjados que se disuelven en KOH; 3) las
de la zona de transicion y tubos, que tienen grosor variable y se disponen en capas;
y 4) las que se encuentran Unicamente en la zona de transicion, que son delgadas,
con ramificaciones cortas y recurvadas (Papinutti, 2013). Para la diferenciacion
entre P. sanguineus Yy P. cinnabarinus, es necesario saber que el primero tiene un
sistema de hifas dimitico mientras el del segundo es trimitico. (Asociacion
Micoldgica Fungipedia, 2016). Para evitar vacilaciones, lo mas preciso es realizar
pruebas a nivel molecular mediante extraccion del ADN ribosomal, y su
amplificacion, secuenciacion y alineacion con las bases de datos del banco de genes
(Cruz Mufioz et al. 2015a).

2.2.4 Caracterizacion

Para la determinacién de las condiciones 6ptimas de crecimiento y la produccion
de metabolitos secundarios se toman discos (5 mm de didmetro) de PDA con
micelio del borde radial de cultivos de 30 dias de edad y se depositan en nuevas
cajas de petri con medio de cultivo acorde con lo que se quiera medir o producir, se
incuba por 30 dias mas a 23 °C con luz blanca continua (Curz et al. 2015a). El
crecimiento micelial, no de manera obligatoria, esta relacionado con la produccién
de metabolitos secundarios (Baumer, Mas Diego, Pacheco, Morgado, & Furigo,
2008). Los metabolitos primarios y secundarios producidos por el género
Pycnoporus spp. varian dependiendo de la especie y condiciones de cultivo (Acosta,

Paz, Rodriguez, Adame, & col., 2010); una vez extraidos en algun tipo de solvente,
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segun el experimento ejecutado, se identifican por cromatografia de capa fina,
mediante comparacion de los frentes de retencion (Cruz et al. 2015a), cromatografia
de gases o espectrometria de masas (Teoh, Don, y Ujang, 2011). En el anexo 3 se
nombran los principales metabolitos producidos por Pycnoporus spp.

Es necesario realizarle a la cepa purificada ensayos de actividad enzimatica, para
identificar algunos usos potenciales a nivel industrial. Como éste género pertenece
a los hongos de pudricion blanca, se deben realizar ensayos de actividad
ligninolitica, celulolitica, hemicelulolitica, de acuerdo con el Manual de Micologia
Experimental de la Universidad de Buenos Aires (Forchiassin et al. 2014). Las
enzimas ligninoliticas mas abundantes en éste hongo son las lacasas (Eggert et al.
1996), lo que facilita su proceso de purificacion. Se habia llegado a pensar que la

produccion de peroxidasas extracelulares era nula (Machuca & Ferraz, 2001).

2.2.5 Conservacion

La cepa debe ser almacenada en refrigeracion a 4 °C para que no pierda su
viabilidad (Borderes et al. 2011b; Schliephake et al., 1993). Aunque existen otros
métodos que también pueden emplearse: Inmersion en agua destilada, inmersién en
aceite mineral, liofilizacion, congelacion, repique (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,
2016a, 2016b; Uzan & col., 2010). El periodo de viabilidad para algunos hongos
conservados bajo este método es de 23 afios (Smith & Onions 1994). En la figura

2.2 se observa un laboratorio apto para la obtencion de recursos genéticos fangicos.
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Figura 2.2 Laboratorio del Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente.

Fuente: Cortesia de Julio Pineda Insuasti (2016)

Métodos a corto plazo que ayudan a la conservacion de la cepa se aplica cuando
su uso es generalmente frecuente (Garcia & Uruburd, 1991) dentro de estos
métodos se tendria:

El cultivo seriado consiste en resembrar al microorganismo cada cierto tiempo
en un medio adecuado este método es valido para periodos de 15 dias, se incrementa
la posibilidad de contaminacion de la cepa (Mateos, 2002).

La conservacion por suspension en agua destilada es un método sencillo,
econdmico y seguro, capaz de garantizar la supervivencia de cultivos fangicos por
periodos prolongados de dos hasta siete afios (Jong & Birmingham, 2001). Consiste
en suspender en agua estéril células de cultivo como conidias, esporas, picnidios,
esclerocidos. (Bueno, 1998).

La conservacion con aceite mineral consiste en recubrir con aceite mineral
estéril un cultivo que se encuentre en condiciones dptimas de crecimiento micelial
y esporulacion generalmente (Jong & Atkins 1986), esta técnica disminuye la
deshidratacion del medio, es utilizado en pequefias colecciones cuando la
liofilizacion no resulta econdémica (Jong &Birmingham, 2001). Un amplio rango
de hongos a sobrevivido por este método por un periodo de 12 a 30 meses (Smith
etal. 1994).

La desecacion es un método de conservacion que reduce drasticamente el

metabolismo. Sin embargo, no todos los microorganismos sobreviven a estos
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métodos de secado, por lo que se hace necesario afiadir agentes protectores (leche
descremada, glumato sodico al 10%). La conservacion en suelo es una técnica que
ha sido usada ampliamente en laboratorios industriales para el mantenimiento de
cultivos de importancia comercial (Jong et al. 1985). Este método es usado para
cultivos que producen esporas y estructura de resistencia, las cepas pueden
almacenarse en diferentes sustratos como arena, papel filtro. EI método consiste en
esterilizar y secar el suelo el cual es utilizado como medio absorbente con una
pequefia cantidad de indculo, preserva la viabilidad en un periodo de tres a ocho
afos (Jong et al. 2001).

Métodos a largo plazo son los mejores porque en ellos se paraliza el crecimiento
de las células microbianas, pero estas no han muerto. Asi se garantiza el maximo

de estabilidad genética (Garcia et al., 1991) dentro de estos métodos se tendria:

La liofilizacidn Es un proceso en el cual se congela el producto y posteriormente
se introduce en una camara al vacio para realizar la separacion del agua por
sublimacion, es otro de los métodos de conservacion de hongos por tiempo
prolongado. Si bien es muy recomendado, requiere contar con un liofilizador, lo
que no siempre esta al alcance de todos los investigadores. La liofilizacion es un
proceso de conservacion, que también involucra la deshidratacion de las conidias o
cualquier otra estructura propagativa (Ames, n.d.). El periodo de viabilidad para

algunos hongos conservados por este método es de 23 afios (Smith et al. 1994).

La criocongelacion se basa en la utilizacion de una temperatura
extremadamente fria para poder disminuir de forma controlada las funciones vitales
del organismo que se pretende conservar y que éste se conserve Vivo, pero
“dormido” durante un periodo de tiempo muy elevado sin que pierda sus
propiedades, su principio radica en que toda célula, tejido u organismo sometido a
bajas temperaturas disminuye sus funciones vitales permaneciendo en estado de
dormancia por periodos prolongados, es decir, sus actividades metabolicas estan
suprimidas (Pasarellt & McGinnis, 1992; Rico et al., 2004).
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2.3 Produccién de Biomasa

La obtencion de compuestos derivados de la produccion de Pycnoporus spp. se
realiza mediante procesos fermentativos, que pueden llevarse a cabo en medios de
crecimiento liquidos (Fermentacion en Estado Liquido; FEL) o solidos
(Fermentacion en Estado Sdélido; FES). Investigaciones efectuadas por Acosta-
Urdapilleta y colaboradores (2010), indican que los metabolitos primarios y
secundarios producidos por el genero Pycnoporus dependen de la especie y las

condiciones de cultivo del mismo.

2.3.1 Parametros de operacién

El nivel de humedad del sustrato ejerce un efecto significativo en el proceso de
FES, recomendandose una humedad del 70 % (Annuar, Sammantha, Murthy, &
Sabanatham, 2010). Asi mismo, el aumento del oxigeno en el ambiente favorece
la tasa y la extension de la degradacion de la biomasa por parte de Pycnoporus spp
(Hatakka & Uusi-Rauva, 1983), lo que se traduce en un aumento de la
bioconversion. Por otro lado, el pH del medio de cultivo esta directamente
relacionado con el crecimiento del micelio, dandose un mayor descenso de pH en
medios que presentan mayor crecimiento micelial (Holler & Brooks, 1980). No
obstante, la mayoria de estos estudios han sido realizados en condiciones in vitro,
no contemplando la influencia de factores que pueden modificar los resultados en

procesos a mayor escala (Behrentz & Giraldo, 1993).

2.3.2 Medios de cultivo

Las fuentes de carbono cominmente usadas en los procesos de FEL son lactosa,
maltosa, glucosa, fructuosa, extracto de levadura, harinas de algunos cereales entre
otros (Chegwin A. & Nieto R., 2013; Suarez Arango & Nieto, 2013). La glucosay
la fructosa permiten obtener una alta densidad de biomasa pues son mas féaciles de
asimilar que la maltosa; no obstante pueden ser inhibidores de reacciones
metabdlicas secundarias del hongo (Ander, Eriksson, y Yu, 1983). Los

suplementos de medios de cultivo mas utilizados son tartrato de diamonio, tartrato
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disédico, KH2PO4, CaCl:H2H,0, MgSO.-7H20, FeSOs-7H20, ZnSO0s-7H20,
MnSOs4-H,0, CuSO4-5H20 y extracto de levadura (Eggert et al. 1996; Gocenoglu
yPazarlioglu, 2014; Herpoél, Moukha, Lesage-Meessen, Sigoillot, & Asther,
2000a; Levasseur e al. 2014).

Pycnoporus spp. puede cultivarse facilmente a escala de laboratorio y en planta
piloto, obteniendo altos rendimientos de produccién a partir del uso de substratos
como: almiddn, extracto de malta, maltosa, metilcelulosa, sacarosa, dextrosa,
caldos suplementados con extracto de levadura y/o fosfolipidos (Holler & Brooks,
1980; Oddou, Stentelaire, Lesage-Meessen, Asther, & Colonna Ceccaldi, 1999),
salvado de maiz, salvado de trigo y salvado de arroz (FuQuan & QilJin, 2008;
Levasseur et al. 2014; Zimbardiet al. 2016); también se reporta el uso de residuos
agroindustriales como el bagazo de la cafia de azucar, residuos de cultivo de
platano, virutas de madera, cafiamo, cascaras de algoddn, hojas de palma de aceite
y residuos de frutas (Annuar et al. 2010; Lestan, Strancar, & Perdih, 1990).

Existe una estrecha relacién entre el aumento del crecimiento micelial del hongo
con el carbono total disponible en el medio de cultivo (Holler & Brooks, 1980). El
rapido crecimiento del hongo en medios pobres, sobre todo cuando no se afiade
ninguna fuente de carbono, puede ser causado por la expansién de su micelio como
estrategia para evitar la inanicion (Levasseur et al. 2014). Levasseur y
colaboradores (2014) sugieren que un alto contenido de lignina en el medio de
cultivo inhibe el crecimiento de P. cinnabarinus en condiciones de cultivo en donde

la lignina es la Unica fuente de carbono disponible.

2.3.3 Incubacién

La mayoria de estudios de estimacion de la velocidad de crecimiento micelial,
se realizan midiendo el diametro del micelio del hongo en las placas de petri, sin
embargo, el crecimiento también se relaciona con la densidad de micelio en el
medio (Royse, 1997).

FuQuan y QiJin (2008), estudiaron el crecimiento de P.cinnabarinus por FES en
bolsas con 0,75 kg de salvado de trigo y aserrin suplementado con sacarosa y

CaCOg, a una temperatura de crecimiento de 25 a 30 °C, un pH 7,0 y una humedad
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del sustrato del 60 al 65 %; logré una colonizacion completa del micelio después
de los 26 a los 30 dias, y la obtencion de carpoforos transcurridos 32 dias después
de la aparicion de los primordios.

Holler y Brooks (1980) estudiaron el crecimiento del micelio de P. cinnabarinus
por FEL utilizando extracto de malta suplementado con NaNOs, K;HPOs,
MgSO47H,0, KCL y FeSO47H0 y sacarosa, a partir de una suspension de
esporas Y tacos de agar con micelio; se cultivo a 28 °C por un intervalo de 4 dias.
El medio de levadura-extracto de almidon mostr6 el mayor aumento de peso seco

del micelio (10,638 mg), en comparacion con el medio extracto de madera (0,336

mg).

2.4 Producciéon de metabolitos

2.4.1 Cinnabarina

La produccion de cinnabarina, puede realizarse in vitro en medios solidos y
liquidos, o in vivo a partir de los basidiocarpos, cuya obtencion es més facil. Las
mayores concentraciones de este pigmento se obtienen en Agar Papa Dextrosa
(PDA, por sus siglas en inglés) y Agar Extracto de Malta (MEA, por sus siglas en
inglés), mientras el mayor crecimiento micelial se obtiene en medios conformados
por los extractos de los materiales lignoceluldsicos de donde las cepas fueron
aisladas (Cruz Mufioz et al 2015b). Baumer y colaboradores (2008), indican que la
velocidad de crecimiento del hongo, no implica necesariamente una mayor
produccion de cinnabarina. Investigaciones efectuadas por Acosta-Urdapilleta y
colaboradores (2010), sugieren que el mejor sustrato para producir cinnabarina en
primordios de P. sanguineus es el aserrin de pino, seguido por el de encino y el de
cedro sin importar la cepa utilizada. En dichos experimentos, el contenido promedio
del cinnabarina en cajas de petri fue de 6-9 mg/ g de micelio, mientras en primordios
del hongo fue de 56 mg/g de micelio y en cuerpos fructiferos bien desarrollados de
68 mg/g de carpoforo. La ventaja de usar basidiocarpos en vez de primordios para
la extraccidn de cinnabarina es la posibilidad de realizar hasta dos o méas cosechas
del hongo, lo que requiere de 242 a 356 dias. Sin embargo, el cultivo en caja de

petri permite obtener cinnabarina mucho mas rapido, entre 7 a 15 dias, con una
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mayor actividad antioxidante (Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz, Rodriguez, M.
Adame, & col., 2010). Hay que evaluar la situacion, si la cinnabarina es requerida
para investigaciones conviene producir el hongo en cajas de petri, pero si es
requerida para uso industrial, conviene mas producir primordios 0 cuerpos

fructiferos.

2.4.2 Vainillina

El hongo P. cinnabarinus fue cultivado por Falconnier y colaboradores (1994)
utilizando un medio que contenia maltosa como fuente de carbono, tartrato de
diamonio como fuente de nitrogeno y suplementos como KH2PO4, CaClz, MgSOa
y extracto de levadura, obteniendo una concentracién en el medio de cultivo de 64
mg/L de vainillina. En comparacion, Oddou y colaboradores (1999) demostraron
que este hongo basidiomiceto presenta una mayor produccién de vainillina (760
mg/L), usando una mezcla compuesta por fosfolipidos y glucosa, obteniendo
ademas una gran densidad de biomasa fangica. El proceso fermentativo se llevé a
cabo en un biorreactor agitado a una velocidad de 120 rpm, con un flujo de aire de
0,93 vvm (volimenes de aire / unidad de volumen de medio por minuto) al principio
del proceso fermentativo y 0,28 vvm posterior a los tres dias, manteniendo una
temperatura constante de 30 °C. Lo anterior respalda lo dicho por LeStan y
colaboradores (1990), quienes demostraron que la combinacién de lipidos y glucosa

induce el crecimiento del micelio de algunos basidiomicetos (Ander et al. 1983).

2.4.3 Enzimas ligninoliticas

Zimbardi y colaboradores(2016) indicaron que las fuentes de nitrégeno mas
efectivas para la produccién de lacasas de P. sanguineus por FES, son en orden
descendente: NH4Cl, peptona, extracto de malta, caseina, urea, extracto de
levadura, asparagina, KNOz, NH4NO3, (NH4)2SO4, NaNOs Siendo la mejor fuente
de carbono para la produccién de lacasa el salvado de trigo. Maria Eugenia Eugenio,

Carbajo, Martin, Gonzalez, y Villar (2009) concluyeron que la produccién de lacasa
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por hongos no s6lo depende de las fuentes de carbono y nitrégeno, sino también de
la concentracion de nitrogeno del medio de cultivo.

La obtencion de celulasa a partir de este hongo fue estudiada por Onofre, Santos,
Kagimura, y Mattiello (2015), quienes reportaron que P. sanguineus fue cultivado
en bagazo de cafia enriquecido con carboximetilcelulosa, glucosa, NaNOs,
KH2PO4, MgSQ4, KCI, FeS04.7H,0, ZnSO. y urea, a una temperatura de 30 °C y
pH 5.5, presentando una actividad enzimatica de la celulasa de 16,32 + 2,65 U-g-
Latabla 1.3y 1.4 especifican las condiciones de cultivo para la produccion de lacasa

por Pycnoporus spp. Y sus respectivos rendimientos.

2.4.4 Inductores

La adicion de inductores enzimaticos constituye una estrategia para aumentar la
produccion de compuestos metabdlicos mediante la optimizacion de las
condiciones de cultivo (Schliephake et al. 1993).

Segun Lomascolo y colaboradores (2003), la produccion de lacasa fungica es
influenciada por la presencia de inductores, que regulan la sintesis de la enzima a
nivel transcripcional, empero, el efecto de cada compuesto y la concentracion
Optima para la produccion de lacasa varia segun las diferentes cepas fungicas.
Compuestos fendlicos como como 2,5-xilidina, se adicionan al medio de cultivo
para incrementar la produccion de lacasa (Schliephake y col., 1993); también se
reporta el uso de acido ferdlico (Levasseur et al. 2014; Lomascolo y col., 2003),
etanol (Eggert et al. 1996), alcohol veratrilico e iones Cu?*. Estos dos ultimos son
los inductores mé&s comunes de actividad lacasa, su efecto en la produccién
enzimatica por FEL ha sido mas estudiada que por FES (Piscitelli et al. 2011,
Rivera-Hoyos et al. 2013). Por su parte, el etanol, a pesar de tener un efecto
inhibidor inicial en el crecimiento del micelio, es un fuerte inductor de la expresion
de lacasa en P. cinnabarinus, permitiendo obtener altos rendimientos. Meza y
colaboradores (2003), estudiaron el efecto del etanol en la produccion de lacasas de
P. cinnabarinus en bagazo de cafia de azUcar y encontraron que la adicion de etanol
al inicio de la fermentacion incrementa rapidamente la actividad enzimatica, 215

veces mas que el sustrato que no contenia etanol, alcanzando niveles maximos de
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129 U-L* después de 15 dias, los cuales se mantienen constantes hasta la final de
la fermentacion. Por otro lado, el alcohol veratrilico estimula la produccién de
peroxidasas totales (Piscitelli et al. 2011), mientras los compuestos que aportan
iones de manganeso como MnSO4 son especificos para manganeso peroxidasa
(MnP) (Pezzella, Guarino, & Piscitelli, 2015).Las tablas 2.3 y 2.4, muestran la
influencia de algunas sustancias inductoras en la produccion de lacasa fingica a

través de procesos FEL y FES respectivamente.

Tabla 2.3 Produccidn de lacasa por Pycnoporus spp. con inductores por FEL.

) Actividad Condiciones .
Especie/Cepa Inductor o ) Referencia
enzimatica fermentacion
P. sanguineus Sin inductor 5117 U L*? pH 5,0; 28 °C; (Luy col., 2007a)
150 rpm
2,5-xilidina 1368 U L? pH 4,5; 25 °C; (S. Pointing, Jones, y
125 rpm Vrijmoed, 2000)
sacarosa- 820000 U LT 28°C; 200 rpm (Maria Eugenia
asparagina Eugenio y col., 2009)
P. cinnabarinus 2,5-xilidina 9600U L* pH 4,5; 30°C; 60 (Eggerty col., 1996)
rpm
acido fertlico 29000 U L* 30°C; 120 rpm (Herpoél 'y  col,
2000a)
etanol 266 600 U LT 30°C; 120 rpm (Lomascolo y col.,
2003)

*Los valores con unidades en rpm, hacen referencia a la velocidad de agitacion en

el biorreactor.

Tabla 2.4 Produccion de lacasas de Pycnoporus spp. por FES.

Componentes o o
. o Rendimiento  Condiciones de
Especie/Cepa principales del ) . Ref.
obtenido fermentacion
sustrato

P. sanguineus  Hojas de palmade 46,6 Ug--1 Humedad 75-85 (Vikineswary vy

aceite, urea, %; 25 °C; densidad  col., 2006)

CaCOs del inoculo 30 %.

Mazorca de maiz, 138,6 U g* Humedad 4,1 mL (Zimbardi y col.,
CuSO4, NH,CI g* sustrato; 26 °C  2016)
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Componentes

) o Rendimiento ~ Condiciones de
Especie/Cepa principales del ] N Ref.
obtenido fermentacion
sustrato
P. Bagazo de cafia, 85,0U-g--1 Humedad: 70 %, (Meza, Auria,
cinnabarinus alcohol veratrilico 25°C Lomascolo,
Sigoillot, y
Casalot, 2007)
Bagazo de cafia, 90,0U-g--1 24 °C; Flujo (Meza,
etanol gaseoso suministro etanol: Lomascolo,
40 mL min? Casalot, Sigoillot,

y Auria, 2005)

Duarte, Tiba, Santiago, Garcia y Bara (2012) estudiaron el efecto de distintos
compuestos inductores en la produccidén de tirosinasa por P. sanguineus en
condiciones de luminosidad como estrategia para disminuir la produccion de lacasa
(la cual aumenta en la oscuridad), demostrando que sustancias como &cido de sodio,
acido salicilhidroxamico y feniltiourea, poseian una actividad inhibitoria, mientras
que L-tirosina, fue el mejor inductor para la produccién de esta enzima, seguido de
L-dopa (L-dihidroxifenilalanina 3,4), acido cafeico (acido 3,4 dihidroxicindmico),

acido 2-(4-Hydroxyphenyl) propanoico y guayacol.

2.5 Importancia industrial

En el anexo 4 se resumen los principales metabolitos producidos por Pycnoporus

Spp. Y su Uso.

2.5.1 Degradacion de compuestos xenobioticos

Los hongos de pudricion blanca pueden degradar compuestos de estructura
polifendlica semejante a la lignina como los compuestos xenobidticos, gracias a la
accion de enzimas extracelulares ligninoliticas producidas por estas especies que
acttan despolimerizando unidades no repetitivas de fenilpropanoide ligadas por
varios enlaces carbono-carbono (S. B. Pointing, 2001; Swamy y Ramsay, 1999).
los colorantes industriales constituyen

Compuestos  xenobio6ticos como
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contaminantes persistentes debido a su origen sintético, por lo que pueden déarsele
a las lacasas de Pycnoporus spp. aplicaciones en biorremediacion (Bumpus y Aust,
1987). Schliephake y colaboradores (1993) realizaron ensayos exitosos de
decoloracién de efluentes textiles (con contenido de colorantes sintéticos) dentro de
un biorreactor de lecho empaquetado inmovilizando el hongo P. cinnabarinus en
una membrana de nylon para que produjera lacasas; demostrando la capacidad del

hongo para tolerar residuos potencialmente toxicos y degradarlos.

2.5.2 Control bioldgico

El uso de hongos antagonistas ha demostrado ser una eficiente opcién para el
control biolégico de fitopatdgenos causantes de diversas enfermedades en cultivos
vegetales (Fernandez-Larrea, 2001; Infante, Martinez, Gonzéalez, & Reyes, 2009).
Estudios realizados en P. sanguineus revelan su actividad antifngica frente a
Mycena citricolor, hongo promotor de la enfermedad “ojo de gallo” en cultivos de
café, causandole parasitosis y destruccion hifal (Ojeda Gutiérrez & Suescum
Jaramillo, 2012). Viecelli y Stangarlin (2010) obtuvieron resultados similares
contra Pseudocercospora griseola, causante de la enfermedad “mancha angular” en
cultivos de frijol, tras rociar la superficie de las hojas de la planta con el extracto

acuoso obtenido del micelio de P. sanguineus.

2.5.3 Obtencién de compuestos de interés farmacéutico

Algunas especies de hongos de la familia Polyporaceae, producen pigmentos
rojos o anaranjados derivados de &cidos polipdricos y terpenilquinones, los cuales
son causales de la coloracion naranja de los hongos Pycnoporus spp. (Velisek y
Cejpek, 2011). Los principales compuestos producidos por P. sanguineus son
poliporin, cinnabarina, acido cinabarinico y tramesanguina (Henrique Rosa et al.
2003). A. Smania y colaboradores (1995) demostraron que la cinnabarina tiene
propiedades antibacterianas (Gocenoglu & Pazarlioglu, 2014), capaces de inhibir el

crecimiento de bacterias como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
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Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus y miembros
del género Streptococcus; siendo mas efectiva para el control de cocos
grampositivos que de bacilos Gram-negativos (E. de F. A. Smania et al. 1998).
Ensayos utilizando P. sanguineus evidenciaron la efectividad del ergosterol-5,8-
endoperoxido producido contra amastigotes de Leishmania (Viannia) panamensis
(Correa et al. 2005).

Es necesario saber, que los metabolitos secundarios producidos por esta especie
presentan un gran potencial antioxidante, y que su eficiencia de produccion no
necesariamente esté relacionada con la velocidad de crecimiento micelial (Borderes
et al. 2011a).

2.5.4 Produccion de aditivos alimentarios

El &cido ferulico es un producto de la degradacion de la lignina por hongos de
podredumbre blanca (Kirk, 1971). Falconniery colaboradores (1994), demostraron
el &cido ferulico de P. cinnabarinus se puede biotransformar en vainillina y alcohol
vainillico a través de una via reductora, o formar metoxihidrogquinona a través de la
descarboxilacion oxidativa. La vainillina es una molécula de alto valor comercial
aislada comunmente de vainas de vainilla, responsable del aroma y sabor de la
vainilla (Cid-Perez, 2011). La demanda actual de alimentos producidos de forma
natural ha estimulado la busqueda de medios alternativos de produccién de
vainillina, convirtiendo a los hongos del género Pycnoporus spp. en una excelente

opcion para la obtencion de este aditivo alimentario (Falconnier et al. 1994).

2.6 Marco legal

Segun la Organizacion de los Estados Ibero-americanos (OEI) los cambios y la
destruccién de sus habitats, la contaminacién ambiental, la inadecuada politica
forestal, la recoleccion de cuerpos fructiferos y la fragmentacion de los ecosistemas
son las pesadillas de los hongos. En las ltimas décadas, han sufrido un descenso
«cualitativo y cuantitativo». Por su «papel crucial en el funcionamiento de los

ecosistemas», y consciente de que las setas se han omitido en los programas de
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conservacion, un grupo de micologos decidi6 realizar en 2003 la primera «Lista
Roja preliminar de hongos en la Peninsula Ibérica», que comprende hasta 67
taxones (subdivisiones de una especie) de hongos amenazados. Es necesario hacer
una ley que tenga en cuenta los intereses de todos: de los recolectores
acostumbrados a tomar sus setas y de la administracién y comunidades autbnomas,

que deben velar por la conservacion de su patrimonio natural.

Legislacion internacional los seres humanos han dependido de la biodiversidad,
y especificamente de los recursos genéticos, para producir, innovar, mejorar y
adaptarla a sus necesidades particulares. Antes de la vigencia del Convenio sobre
la Diversidad Bioldgica (CDB), el acceso a los recursos genéticos era libre.
Normalmente las Unicas barreras para el acceso a estos recursos eran las distancias
y las fronteras geogréficas, el desconocimiento de su existencia, su poca adaptacion
a otros ecosistemas, su limitada aceptacion o la falta de la verificacién de su utilidad

por parte de otras culturas. (Estrella, Manosalvas, Mariaca, Ribadeneira, 2005).

En el Convenio sobre diversidad bioldgica se define a los recursos genéticos
como “material genético de valor real o potencial” y el material genético como
“todo material de origen vegetal, animal, microbiano o de otra indole que contenga

unidades funcionales de la herencia”

El principal objetivo de la Federacion Internacional de Colecciones de Cultivo
(WFCC) la cual es un conjunto de comités, comisiones y federaciones (COMCOF)
de la Union Internacional de Sociedades Microbiologia (IUMS), Union
Internacional de Ciencias Bioldgicas (IUBS) es la promocion y desarrollo de
cultivos de microorganismos y lineas celulares. La coleccidn de cultivos se debe
realizar de forma segura y de conformidad con las diferentes legislaciones y
regulaciones que controlan este tema, en el proceso de aislamiento manipulacion,
almacenamiento, y distribucion de microrganismo y cultivos celulares hay muchas
etapas en las que se requiere conformidad con la ley, regulaciones o convenciones

internacionales una coleccion de cultivos deberia tener conformidad en:

Requerimientos en salud y seguridad
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Clasificacién de los microorganismos en funcién de su riesgo
Regulaciones de cuarentena
Derechos de propiedad intelectual

Convencidn sobre diversidad bioldgica Informacidn segura suministrada al receptor

de los microorganismos
Regulaciones gubernamentales sobre el envio de cultivos
Control en la distribucion de organismos peligrosos

Tratado de Budapest (para los depdsitos de patentes). (WFCC, 2010)

Legislacion nacional

Que, los articulos 14, 74, 275, 276, 387, 388 de la Constitucion de la Republica,
reconoce el derecho de la poblacion a vivir en un ambiente sano y ecolégicamente
equilibrado, que garantice la sostenibilidad y el buen vivir. Declara de interés
publico la preservacion del ambiente, la conservacion de los ecosistemas, la
biodiversidad y la integridad del patrimonio genético del pais, la prevencion del
dafio ambiental y la recuperacion de los espacios naturales degradados.

(Constitucion politica de la republica del Ecuador)

Que, el Art. 86 de la Constitucion Politica de la Republica declara de interés
publico a la conservacion de los ecosistemas, la biodiversidad y el patrimonio
genético del pais, a la recuperacion de espacios naturales degradados, al
establecimiento de un Sistema Nacional de Areas Naturales Protegidas que
garanticen la conservacion de la biodiversidad y el mantenimiento de los servicios

ecologicos.

Que, los Arts. 89, 242 y 248 de la Constitucion Politica de la Republica declaran
respectivamente que el Estado tomard medidas orientadas a regular, bajo estrictas
normas de bioseguridad, la propagacion en el medio ambiente, la experimentacion,
el uso, la comercializacion y la importacion de organismos genéticamente

modificados; que la organizacion y funcionamiento de la economia respondera,
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entre otros principios, al de sustentabilidad; y ratifica el derecho soberano del
Estado sobre la biodiversidad, promoviendo su conservacién y utilizacion
sustentable con la participacion de las poblaciones involucradas, y de conformidad
con los convenios y tratados internacionales; Que, el Ecuador suscribio y ratificé el
Convenio sobre la Diversidad Bioldgica, segin consta en los Registros Oficiales
No. 109 del 18 de enero de 1993 y el 146 del 16 de marzo de 1993. El cual regula
la conservacion y utilizacion sustentable de la biodiversidad y sus componentes, y
establece la participacion justa y equitativa en los beneficios que se deriven de la
utilizacion de los recursos genéticos asociados, reconociendo el derecho soberano
que ejercen los Estados sobre sus recursos biologicos; Que, el Estado ha suscrito y
ratificado varios Convenios Internacionales relacionados con la conservacion de la
biodiversidad tales como la Convencion sobre Humedales de Importancia
Internacional especialmente como Hébitat de Aves Acuéticas o Convencion de
Ramsar; la Convencién para la Proteccion del Patrimonio Mundial, Cultural y
Natural; la Convencion sobre el Comercio Internacional de Especies Amenazadas
de Flora y Fauna Silvestres (CITES), Convenio Marco de Cambio Climatico, el
Tratado de Cooperacion Amazoénica, entre los mas relevantes. Que, estan vigentes
en el Ecuador normas de aplicacion regional de la Comunidad Andina, de manera
especial las Decisiones de la Comision del Acuerdo de Cartagena Nos. 344, 345,
391 y 486, relativas a la Propiedad Industrial, la proteccién a los Derechos de los
Obtentores de Variedades Vegetales y al Acceso a los Recursos Genéticos. Que, la
biodiversidad constituye la base del capital natural del pais, capaz de proporcionar
un flujo constante de bienes y servicios cuya conservacion y utilizacion sustentable
permitan satisfacer las necesidades humanas de consumo y produccion; y
garanticen el sustento de la vida; Que, la conservacion y utilizacion sustentable de
la biodiversidad son de interés nacional, por su importancia econémica, ecoldgica,
genética, social, cultural, cientifica, educativa, recreativa y estética, y por lo tanto
tiene un valor estratégico para el desarrollo sustentable presente y futuro del
Ecuador. Que, siendo el Ecuador uno de los paises de mayor biodiversidad del
mundo, catalogado como mega diverso, constituye una prioridad para el pais
proteger su riqueza bioldgica y cultural asociada para las generaciones presentes y
futuras, ante la preocupante y considerable reduccion y pérdida de la biodiversidad
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como consecuencia de determinadas actividades humanas en el pais. Que, es
indispensable expedir normas que rijan la conservacion y uso sustentable de la
biodiversidad (Ley para la conservacion y uso sustentable de la biodiversidad,
1993)

CAPITULO VIII De la Investigacion y Capacitacion Forestales

Art. 50.- EI Ministerio del Ambiente promovera, realizard y coordinara la
investigacion relativa a la conservacion, administracion, uso y desarrollo de los

recursos forestales y de las areas naturales del patrimonio forestal.

Art. 51.- Para el cumplimiento de las actividades previstas en el articulo anterior,
al Ministerio del Ambiente le corresponde:

a) Crear centros de investigacion sobre especies forestales nativas y exoticas, de

fauna y flora silvestres.

b) Suscribir convenios relativos a la investigacion, capacitacion y educacion

forestales.

c) Ejecutar programas de capacitacion y adiestramiento en conservacion,
administracion y desarrollo de recursos forestales y areas naturales de patrimonio
del Estado.

d) Establecer en coordinacién con el Ministerio de Educacion y Cultura y otras
entidades del sector publico, programas de educacion y divulgacion relativas a los

aspectos mencionados en el literal anterior.

e) Organizar cursos de capacitacion forestal y de conservacién, conjuntamente
con el Servicio Ecuatoriano de Capacitacion Profesional -SECAP- y otras entidades

y dependencias del sector publico o privado.

f) Las demas que le asignen esta Ley y los reglamentos. (Ley forestal y

conservacion de areas 2004)

Toda esta riqueza biodiversa en el Ecuador, corre gran peligro de que por falta

de una legislacion que lo proteja, sea amenazada por el interés de convertir no en
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elementos vitales para el Sumak Kawsay, sino que apetecido por sus componentes
convertirlos en mercancias y llevarlos al mercado globalizado. De hecho, parte de
la destruccién y desaparicion de especies ha sido por falta de una legislacion
responsable y soberana para la proteccion de la biodiversidad, asi como la
responsabilidad de los gobiernos de turno que no han visto a estos seres vivos como

titulares de derecho. (Ley organica de la biodiversidad, 2011).

El Cdodigo Organico del Ambiente (COA) manifiesta en el Titulo 111 DE LOS
DERECHOS, DEBERES Y PRINCIPIOS AMBIENTALES art.5 derecho de la

poblacion a vivir en un ambiente sano:

El derecho a vivir en un ambiente sano y ecolégicamente equilibrado

comprende:

1.- La conservacion, manejo sostenible y recuperacion del patrimonio natural, la
biodiversidad y todos sus componentes, con respeto a los derechos de la naturaleza

y a los derechos colectivos de las comunas, comunidades, pueblos y nacionalidades

2.- El manejo sostenible de los ecosistemas, con especial atencion a los
ecosistemas fragiles y amenazados tales como paramos, humedales, bosques
nublados, bosques tropicales secos y hiumedos, manglares y ecosistemas marinos y

marinos-costeros

3.- La intangibilidad del Sistema Nacional de Areas Protegidas, en los términos

establecidos en la constitucion y la Ley.

4.- La conservacion, preservacion y recuperacion de los recursos hidricos,

cuencas hidrogréficas y caudales ecoldgicos asociados al ciclo hidrolégico.

5.- La conservacion y uso sostenible del suelo que prevenga la erosion, la

degradacién, la desertificacion y permita su restauracion.
6.- La prevencion, control y reparacion integral de los dafios ambientales

7.- La obligacion de toda obra, proyecto o actividad, en todas sus fases, de

sujetarse al procedimiento de evaluacion de impacto ambiental
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8.- El desarrollo y uso de practicas y tecnologias ambientalmente limpias y
sanas, asi como de energias alternativas no contaminantes, renovables,

diversificadas y de bajo impacto ambiental.

9.- El uso, experimentacion y el desarrollo de la biotecnologia y la
comercializacion de sus productos, bajo estrictas normas de bioseguridad, con
sujecion a las prohibiciones establecidas en la Constitucion y deméas normativa

vigente.

Los principios ambientales deberdn ser reconocidos e incorporados en toda
manifestacion de la administracion publica, asi como en las providencias judiciales

estos principios son:

» Responsabilidad integral. - Responsabilidad de quien promueve una
actividad que genere o pueda generar impacto sobre el ambiente

» Mejor tecnologia disponible y mejores practicas ambientales. - El estado
deberd promover a los sectores publicos y privados, el desarrollo y uso de
tecnologias ambientalmente limpias y de energia alternativa no
contaminantes y de bajo impacto que minimicen en todas las fases de una

actividad productiva

TITULO | DE LA CONSERVACION DE LA BIODIVERSIDAD

Articulo 31.- La conservacion de la biodiversidad se realizar in situ o ex situ,
en funcién de sus caracteristicas ecoldgicas, niveles de endemismo, categoria de
especies amenazadas de extincion, para salvaguardar el patrimonio bioldgico de la

erosion genética.

Articulo 32.- Se promoveran y regularan las investigaciones cientificas in situ
y ex situ que comprendan actividades de extraccion, coleccion, recoleccion,
importacion, movilizacion, transportacion, exportacion y disposicion temporal o

final de especies de vida silvestre

Articulo 33.- La biodiversidad terrestre, insular, marina y dulceacuicola sera

conservada in situ. Se procurara el uso sostenible de sus componentes de forma tal
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que no se ocasione su disminucion a largo plazo, para mantener su potencial de

satisfacer las necesidades de las generaciones presentes y futuras

Articulo 35.- Para la proteccion de la vida silvestre, se establecen las siguientes

condiciones a las personas naturales y juridicas.

1. Conservar las especies de vida silvestre en su habitad natural prohibiendo
su extraccion, salvo las consideraciones para investigacion, repoblacion de
especies con cualquier tipo de amenaza y las establecidas en este codigo.

2. Reconocer el uso tradicional y el aprovechamiento de las especies de vida
silvestre por motivos de subsistencia o por practicas culturales medicinales.

3. Promover investigaciones sobre vida silvestre para difundir el
bioconocimiento dentro del territorio nacional.

Articulo 66.- Son medios de conservacion de especies de vida silvestre, los que

se detallan a continuacion:

Viveros

Jardines botanicos

Zooldgicos

Centros de cria y reproduccion sostenible
Centros de rescate y rehabilitacion

Bancos de germoplasma

vV V. V V V V V

Acuarios

TITULO IV RECURSOS GENETICOS Y SUS DERIVADOS,
BIOSEGURIDAD, BIOCOMERCIO

Articulo 72.- Los derechos otorgados sobre los recursos biolégicos no conceden
derecho alguno sobre los recursos genéticos o sus derivados, no sobre los
conocimientos colectivos asociados a estos. Las investigaciones realizadas sobre
los recursos genéticos deberan ser sistematizadas y ser recopiladas por el Instituto

Nacional de Biodiversidad.

Articulo 75.- Las normas de bioseguridad regularan los productos de la

biotecnologia moderna, con el objeto de contribuir a la conservacion y el uso
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sostenible de la biodiversidad y garantizar los derechos de la salud humana y el

ambiente.

Articulo 80.- La Autoridad Ambiental Nacional regulara el biocomercio, para
lo cual debera considerar los objetivos de la conservacion de la biodiversidad, la
sostenibilidad social, econdmica y ambiental, asi como la distribucion justa de los

beneficios, de conformidad con las disposiciones de este cdigo.

En los dltimos afios se ha observado la accion paralela de numerosas
organizaciones gubernamentales y no gubernamentales, universidades,
comunidades e individuos, que han desplegado acciones en favor de la
biodiversidad, del rescate de los conocimientos, practicas e innovaciones
relacionados a ésta, y de la documentacion o desarrollo de métodos para la
conservacion y utilizacion sostenible de estos recursos, entre otras acciones.

El lograr la conservacion y uso sostenible de la biodiversidad implica lograr
beneficios para el ser humano, sin agotar el recurso, y asegurar las posibilidades de
aprovechamiento de la biodiversidad para las proximas generaciones. En este
sentido, la biodiversidad puede conservarse mediante dos estrategias:

* La estrategia de conservacion in situ;

* La estrategia de conservacion ex situ. (Estrella & col, 2005)
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3 MARCO METODOLOGICO

3.1 Aislamiento, identificacion y caracterizacion de la cepa nativa

Pycnoporus spp.

El objetivo de este experimento es aislar, identificar y caracterizar la cepa nativa

ecuatoriana del hongo Pycnoporus spp.
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Figura 3.1 Proceso para el aislamiento, identificacién y caracterizacion de Pycnoporus sanguineus
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3.1.1 Materiales y métodos

El trabajo experimental se realizo en el laboratorio de Biotecnologia Fungica del
Centro Ecuatoriano de Biotecnologia y Ambiente (CEBA) en convenio con el
Ingenio Azucarero del Norte (IANCEM), localizado en la Ciudad de Ibarra a 2241
msnm (UTM WGS84: 17 N 816705 Este 36766 Norte) con una temperatura
promedio de 18 °C.

3.1.1.1 Aislamiento

La muestra de hongo Pycnoporus spp. se recolect6 de un bosque de la ciudad de
Tena a una altitud de 543 msnm, UTM WGS84: 18N 186566 Este 9891710 Norte,
la misma se encontrd creciendo naturalmente en troncos de la madera pigie

(Pollalesta discolor) en proceso de descomposicion.
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Figura 3.2 Ubicacidn de recoleccion del hongo del género Pycnoporus
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Figura 3.3 Pycnoporus sanguineus creciendo en troncos en descomposicion de Pollalesta discolor

Para la presente investigacion la reproduccion celular se realizé tanto por medio
de tejido como por esporas, en un medio rico en Agar Papa Dextrosa (PDA) y Agar
extracto de Malta (MEA), siguiendo la técnica descrita por Pineda (2014), se
preparé el medio con agua destilada y se esterilizé por 15 minutos en autoclave a
15 PSly 121 °C. El medio estéril se sirvio en caja petri y se procedié a inocular
con tejido y espora de la especie seleccionada (Pineda, 2014). Las muestras
inoculadas se incubaron a 22 °C y se observo el crecimiento del hongo durante seis

dias.

3.1.1.2 Identificacion

La identificacion fue realizada por el laboratorio especializado IDgen-
Identificacion Molecular, localizado en la ciudad de Quito. Para ello se us6 dos
muestras de cepas puras de la especie Pycnoporus previamente aisladas con cédigo
CEBA-T-PS-010116, son cultivos axénicos de hongos creciendo en agar.

Se realizo la identificacion molecular de microorganismos (Extraccion de ADN,

Amplificacion de barcode, secuenciacion estandar, ensamblaje de productos de
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PCR y busqueda en base de datos). El método de determinacion se realizd por

identificacion molecular por barcoding.

Los procesos de extraccion y amplificacién de los productos de PCR se
describen en el detalle de protocolos (anexo 1). Los productos de PCR fueron
depurados previo a su secuenciacion. El producto de amplificacion limpio y los
primeros ITS1, ITS4, ITS5, EF1-983F, EF1-2218R, fueron utilizados para la
secuenciacion con el método SANGER. Se limpiaron y ensamblaron las secuencias
obtenidas con el programa bioinformatico GENEIOUS y se compararon las

secuencias ensambladas con la base de datos de nucleotidos de GenBank.

3.1.1.3 Caracterizacion

La caracterizacion del Pycnoporus sanguineus estudiada se realizo a través del
analisis quimico bromatoldgico, el cual se realiz6 en el laboratorio del INIAP,
localizado en la ciudad de Quito. Se realizd un analisis proximal, macro y micro

elementos, siguiendo las normas y métodos de la institucion.

3.1.2 Resultados y discusién

3.1.2.1 Aislamiento
En la figura 3.4 se presenta los cuerpos fructiferos de los hongos Pycnoporus
sanguineus que se recolectaron en la ciudad del Tena, Ecuador, los mismos que se

almacenaron en bolsa de polietileno y se llevaron al laboratorio.
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Figura 3.4 Género Pycnoporus spp. guardado en una bolsa de polietileno

En la figura 3.5, se presenta el proceso de preparacion del medio de cultivo para la
especie nativa.

Figura 3.5 Preparacion y esterilizacion del medio rico en PDA y MEA
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En lafigura 3.6 y 3.7 se presenta el procedimiento para la obtencion de esporas,

tejido e inoculacion de la especie nativa de Pycnoporus spp.

Figura 3.6 Obtencidn de esporas del cuerpo fructifero del hongo

Figura 3.7 Inoculacion del medio con esporas del hongo

En la figura 3.8, se presenta el cultivo de Pycnoporus spp. creciendo en un medio
rico, luego de 6 dias de incubacion a 22 °C, el mismo que se procedid a su

purificacion por la técnica de repique hasta lograr una cepa pura, la cual fue
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codificada como CEBA-T-PS-010116 y almacenada en el Banco de Recursos
Genéticos Microbianos del CEBA.

o~

Figura 3.8 Muestras de crecimiento de la célula filamentosa de Pycnoporus sanguineus.

(Acosta et al. 2010; Cruz Mufioz et al. 2015a; E. de F. A. Sménia, Smania Junior,
& Loguercio-Leite, 1998; Vikineswary et al. 2006) coinciden con la técnica
utilizada en la presente investigacion (Pineda 2014) realizar el aislamiento en un
medio de cultivo Agar Papa Dextrosa, mientras (Acosta et al. 2010; Cruz Mufioz et
al. 2015a) utilizaron como medio de cultivo Agar Harina Integral de Trigo, asi como
(Acosta et al.2010; Atteke y col., 2013; Cruz Mufioz et al. 2015a; Machuca &
Ferraz, 2001; Schliephake et al. 1993; Uzan et al. 2010) manifiestan utilizar como
medio de cultivo Agar Extracto de Malta, a esto afiade (Cruz Mufioz et al. 2015)
utilizar como medio de cultivo medios afines al material vegetal de donde se
recolectd y (Bose, 1946) utiliza Medio Czapek-Dox con sulfato de manganeso,

algunas veces adicionado con extracto de semillas de guisantes o salvado de trigo.

Segun (Cruz Mufioz et al, 2015a; Herpoél et al.2000b; Schliephakeet al. 1993).
Se toma una pequefia muestra de tejido del carpoforo 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 por 35 dias a 25 °C en ausencia
de luz. Aunqgue el rango de crecimiento micelial puede oscilar entre 24 a 30 °C.

Una vez desarrollado el hongo se hacen repiques hasta obtener una cepa pura
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3.1.2.2 Identificacion

El ADN de cada una de las muestras fue extraido y con el fin de identificar la
calidad de la extraccion se realizé una electroforesis. Las extracciones de ADN
genoémico obtenidos evidencian una calidad alta y una concentracion superior a 400
ng de ADN por cada 8 ul de extracto. Se utiliz6 las extracciones de ADN
pertenecientes a las muestras para la amplificacion del fragmento ITS. Se puede
evidenciar que no existen productos de amplificacion para las muestras, por lo que
para estas se decidié amplificar un fragmento del factor de elongacion 1 alfa (EF1a).
Adicionalmente, se diluyeron las muestras hasta una concentracion de 30ng/uL,
para descartar procesos inhibitorios de la PCR debido a una elevada concentracién

de ADN, previo a su utilizacion en el ensamblaje de la PCR.

Se determina que la cepa nativa estudiada codificada como CEBA-T-PS-
010116, corresponde a la especie Trametes sanguinea en la longitud 652, 94,9 %

de calidad y 99 % de identidad en el fragmento ITS.

En el método utilizado para la identificacion coincido con (Cruz Mufioz y col.,
2015) el cual manifiesta: La identificacion se realizo a nivel molecular, para lo cual
se enviaron dos muestras de colonias puras (punta de hifa) al laboratorio de la
Estacion Nacional de Epidemiologia Cuarentena y Saneamiento Vegetal en
Quereétaro, Queretaro, para la extraccion del ADN ribosomal, y su amplificacion,
secuenciacion y alineacion con las bases de datos del banco de genes del Centro
Nacional para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, EE.UU.).

De acuerdo con la base de datos Catalogue of Life, la especie estudiada se

clasifica:

Filo: Basidiomicota
Clase: Agaricomicetes
Orden: Polyporales
Familia: Polyporaceae
Género: Pycnoporus
Especie: sanguineus
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Los sindnimos para Pycnoporus sanguineus (L.) (Murrill, 1904) (nombre
valido), son Trametes sanguinea (L.) (Lloyd, 1924), Trametes sanguinea var.
intermedia (Corner, 1989), Trametes sanguinea var. major (Corner, 1989),
Trametes sanguinea var. sanguinea (L.) (Lloyd, 1924), determinandose que la
especie nativa ecuatoriana pertenece a la especie Pycnoporus sanguineus(Roskov
Y., 2016).

3.1.2.3 Caracterizacion

De los resultados obtenido para el analisis proximal por el laboratorio del INIAP
se determina que la cepa nativa de Pycnoporus sanguineus tiene una humedad
11.12%, cenizas 2.09%, E.E. (Extracto etéreo) 0.89%, proteina 13.72 %, fibra
34.18%, E.L.N (Extracto libre de nitrégenos) 49.12%. Para el andlisis de minerales
macro elementos se determind que contiene calcio 0.27%, fésforo 0.35%, magnesio
0.06%, potasio 0.52%, sodio 0.01%. Para micro elementos cobre 3ppm, hierro 136
ppm, manganeso 54 ppm, zinc 58 ppm. En la literatura se encuentra los
metabolismos secundarios asi tenemos que (Atteke et al. 2013); (Berrio et al. 2007);
(Camarero et al. 2004); (Camarero et al. 2005; M.E. Eugenio et al. 2010); (Lu et al.
2007b; Machuca & Ferraz, 2001); (Madhavi & Lele, 2009; Munusamy et al. 2008;
Ramirez-Cavazos et al. 2014); (Sigoillot et al. 2002, 2004); (Xu et al. 2000)
manifiestan la produccién de lacasa, ademas afiade (Bose, 1946; Henrique Rosa et
al. 2003) la produccion de poliporina. (Achenbach & Blumm, 1991; Acosta et al.
2010; Cruz Mufioz et al, 2015%; Dias & Urban, 2009; A. Smania et al. 2003; E. de
F. A. Smania et al. 1998) manifiestan la produccion de Cinabarina fenoxacina, otra
consideracion la hace (Achenbach & Blumm, 1991) el cual manifiesta la
produccion O-acetyl-cinabarina, pero ninguno de los autores anteriormente
mencionados manifiesta la caracteristicas quimicas a nivel proximal y de minerales

de la especie.
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3.2 Protocolo para la conservacion de la especie nativa Pycnoporus

sanguineus

El objetivo de este experimento es desarrollar un protocolo para la conservacion

de la cepa nativa del hongo Pycnoporus sanguineus.

[ Preparacion medios de cultho ](—

' B

Inoculacion de lacepa en ubos
de 5 ml
\ J
h 4
' .

Tubos colonizados ingresaran

al liofilzador Conservaddn de la
- & CnnsemaCIon especie durarte 23 afios
-
Temperatura de congelamiento
=40
o

-
separacion del agua por
sublimacian

Muestras totalmerite
deshidratadas

Figura 3.9 Proceso para establecer un protocolo para la conservacion de la especie

3.2.1 Materiales y métodos

Cepa: se utilizo las cepas del género Pycnoporus sanguineus, del banco de
recursos genéticos microbianos del CEBA la cual fue aislada en el experimento
anterior y codificada como CEBA-T-PS-010116.

Procedimiento: se prepard los medios de cultivo MEA y PDA, siguiendo la
técnica descrita por Pineda (2014), se esteriliz0 y se sirvio en tubos de 5 ml y luego
se inocularon con la cepa nativa seleccionada, y se incubaron por 7 dias a 22 °C.
Los tubos colonizados fueron liofilizados en un equipo liofilizador de bandejas

marca VirTiswizard 2.0, a una temperatura de -40°C por 26 horas a una presion de
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vacio de 300 atm, la cepa liofilizada fue depositada en el banco de recursos

genéticos microbianos del CEBA (Pineda, 2014), para su conservacion.

3.2.2 Resultados y discusion

En la figura 3.10 se presenta el procedimiento para el cultivo de Pycnoporus
sanguineus en tubos, se observa el crecimiento del micelio en los dos medios de
cultivo (MEA y PDA) a una temperatura de 22 °C durante 6 dias.

En la figura 3.11 y 3.12 se presenta el procedimiento para la liofilizacién de las
muestras de Pycnoporus sanguineus, como se observa se coloca los tubos de ensayo
con las cepas cultivadas en la bandeja y luego se carga el liofilizador el cual arranca
su operacién con una temperatura de 15 °C, disminuyendo la temperatura durante 8
horas hasta llegar -50 °C como se observa en la figura 3.11, disminuyendo 10 °C
cada hora durante 8 horas hasta llegar a — 50 °C luego empieza el proceso de secado
en el cual se aumenta la temperatura 10 °C durante 18 horas hasta llegar a 40 °C a

un presion de vacio de menos 300 atm.

Figura 3.10 Cultivo de Pycnoporus sanguineus. en tubos para liofilizacion
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Figura 3.11 Proceso de liofilizacién

Figura 3.12 Liofilizacion de la cepa de Pycnoporus sanguineus.

En la figura 3.13 se presenta la muestra de Pycnoporus sanguineus liofilizada,
como se observa luego de 26 horas en el liofilizador las muestras estan totalmente
deshidratadas y listas para el protocolo de conservacion.
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Figura 3.13 Muestra de Pycnoporus sanguineus liofilizada

Existen métodos de conservacion por liofilizacion para otras especies en la cual
los autores solo recomiendan que es el mejor método para conservacion, sin
embargo, no se establece un procedimiento para realizar esta técnica y mucho
menos se encontrd informacion sobre el proceso de liofilizacién para la especie
Pycnoporus sanguineus, en la presente investigacion queda establecido el

procedimiento a seguir para conservar por esta técnica la especie estudiada.

Al conservar la especie a largo plazo se garantiza que por el deterioro o
destruccion del ecosistema la especie no desaparezca, aportando con la cepa nativa
en:

Ambiental.- el hongo podria emplearse en la biodegradacion de compuestos
recalcitrantes presentes en los efluentes contaminados, gracias a su sistema
enzimatico de ligninasas Yy en la degradacion de residuos de madera en aserraderos
(Kirk, 1971). P. sanguineus revelan su actividad antifungica frente a Mycena
citricolor, hongo promotor de la enfermedad “ojo de gallo” en cultivos de café,
causandole parasitosis y destruccion hifal (Ojeda Gutiérrez & Suescum Jaramillo,
2012).

59



Econdmico. - La implementacion de este proyecto a escala industrial generaria
ingresos por concepto de venta de metabolitos producidos por la cepa nativa

ecuatoriana Pycnoporus sanguineus

Social. - Pycnoporus sanguineus produce metabolitos con potencial farmacéutico.
En América Latina, Africay Asia utilizan el hongo para coagular la sangre, eliminar
verrugas en la piel y parasitos intestinales, ayudar con problemas menopausicos y

del vientre.

3.3 Determinacién de la velocidad de crecimiento de la cepa de Pycnoporus

sanguineus

El objetivo de este experimento es seleccionar el mejor medio de cultivo para la
produccion de la cepa nativa del hongo Pycnoporus sanguineus a partir de cepa

liofilizada.

Cepa liofilizada

h 4 ’ : v
[Preparacién medios de oo DetermlnaC|Dn
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crecimiento de |a cepa

A crecimiento
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h 4
Toma medidas de
crecimiento

Figura 3.14 Proceso para determinar el mejor medio para la produccion de Pycnoporus sanguineus

3.3.1 Materiales y métodos

Cepa: se utilizo las cepas del género Pycnoporus sanguineus, del banco de
recursos genéticos microbianos del CEBA la cual fue liofilizada en el experimento
anterior y codificada como CEBA-T-PS-010116.
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Disefio experimental: la experimentacion se planific6 con un disefio
completamente al azar (DCA) con cinco réplicas y completamente aleatorio. El
factor de estudio fue el medio de cultivo con los niveles MEA y PDA, como variable
de respuesta se establecid la velocidad de crecimiento lineal de la cepa del hongo.
Los pardmetros de operacion como la temperatura y la presion se mantuvieron

contaste a 22°C y 101 325 Pa, como factor de ruido se considerd el nivel de luz.

Procedimiento: se prepard los medios de cultivo MEA y PDA, siguiendo la
técnica descrita por Pineda (2014), se esterilizd y se sirvio en cajas petri y luego se
inocularon con cepa nativa de Pycnoporus sanguineus, y se incubaron por 7 dias a

22 °C, se tomo las medidas de crecimiento (Pineda, 2014).

3.3.2 Resultados y discusion

En la tabla 3.1 se presenta la matriz de resultados experimentales, como se
observa el tratamiento 1 tiene la mayor velocidad de crecimiento lineal medida en

mm/dia

Tabla 3.1 Velocidad de crecimiento de Pycnoporus a partir de cepa liofilizada

Tratamientos Velocidad de crecimiento

MEA PDA

1 3,92 2,92

2 3,83 2,92

3 3,75 2,83

4 3,83 2,75

5 3,92 2,83
Valor promedio (X) 3,85 2,85
Varianza (Q2) 0,00515 0,00515
Desviacion estandar (Q) 0,0717635 0,0717635
Coeficiente de varianza (CV) 1,86399 2,51802
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Figura 3.15 Velocidad de crecimiento lineal de Pycnoporus sanguineus en dos medios de cultivo

Tabla 3.2 Velocidad promedio de crecimiento de Pycnoporus sanguineus en dos medios de cultivo

MEDIOS Media Error tip. Intervalo de confianza 95%
Limite inferior | Limite superior
MEA 3,850 ,032 3,776 3,924
PDA 2,850 ,032 2,776 2,924
4,5
4 L~ ]
3,5 N\, Z\, e ye
3 N N \ 4
2,5
2
1,5
1
0,5
0
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Figura 3.16 Desviacion estandar velocidad de crecimiento en dos medios de cultivo
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Andlisis de varianza

En la tabla 3.3, se presenta el analisis de varianza que descompone la varianza de
Velocidad en dos componentes: un componente entre-grupos y un componente
dentro-de-grupos. La razon-F, que en este caso es igual a 485,437, es el cociente
entre el estimado entre-grupos y el estimado dentro-de-grupos. Puesto que el valor-
P de la prueba-F es menor que 0,05, existe una diferencia estadisticamente
significativa entre la media de Velocidad entre un nivel de Medio y otro, con un

nivel del 95,0% de confianza.

Tabla 3.3 Andlisis de varianza para Velocidad por Medio

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio  Razén-F  Valor-P
Entre grupos 25 1 2,5 485,44 0,0000
Intra grupos 0,0412 8 0,00515

Total (Corr.) 2,5412 9

Pruebas de Rangos Multiple para Velocidad por Medio (95,0 % LSD)

Se aplica un procedimiento de comparacion mdltiple para determinar cules
medias son significativamente diferentes de otras. La mitad inferior de la salida
muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. En la parte superior de
latabla 3.4, se han identificado 2 grupos homogéneos seguin la alineacion de las X's
en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos
niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado
actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia
minima significativa (LSD) de Fisher. Con este método hay un riesgo del 5,0 % al
decir que cada par de medias es significativamente diferente, cuando la diferencia

real es igual a 0.

Tabla 3.4 Diferencia minima significativa (LSD) de Fisher

Medio Casos Media |Grupos Homogéneos
PDA 5 2,85 X
MEA 5 3,85 X
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Como se observa la mayor velocidad de crecimiento lineal se presenta cuando
se trabaja con MEA, con una velocidad promedio de 3,85 mm/dia. Identificando
que el mejor medio para la produccion del hongo es el Agar Extracto de Malta
(MEA).

En la figura 3.17 se observar el crecimiento de la cepa y determinar la velocidad

de crecimiento lineal en los medios de cultivo estudiados.

Figura 3.17Determinacion de la velocidad de crecimiento de la Cepa

(Acosta-Urdapilleta et al., 2010) manifiesta de que las velocidades més altas de
crecimiento fueron de 9 mm/ dia utilizando sustratos hervidos encino, lirio, trigo y
avena y la menor velocidad 2 mm/ dia se dio con el tratamiento bajo cedro, con
PDA obtiene velocidades de crecimiento de 1,7 a 3,5 mm/dia, (Cruz Mufioz et al.,
2015) manifiesta que obtuvo velocidades de crecimiento de 4,8 mm/dia con
extracto de casuarina y 6,1 mm/dia con extracto de mango, coincido con Acosta
(2016) en la velocidad al utilizar extracto PDA ya que en la presente investigacion
obtuvimos velocidad de crecimiento 2,85 mm/dia sin embargo el mejor medio de

cultivo utilizado es MEA con 3,85 mm/dia
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3.4 Ficha de cepas microbianas para su conservacion en el Banco de

Recursos Genéticos Microbianos (BRGM)

El objetivo de este acapite es realizar una ficha para la conservacion de la cepa de

Pycnoporus sanguineus

3.4.1 Introduccién

Al determinar en qué medio de cultivo tuvo mayor velocidad de crecimiento la
cepa seleccionada se deberia tener un registro en un banco de recursos genéticos
microbianos que garanticen la conservacion de la cepa para en un futuro aprovechar

de manea sustentable el recurso fungico.

Ecuador posee un vasto territorio con una riqueza microbioldgica muy amplia y
poco estudiada, por lo que la conservacion de los recursos genéticos propios de
nuestros ecosistemas resulta esencial para evitar la pérdida de biodiversidad y el
acceso a genomas y oportunidades diferentes a las de otras regiones geograficas.
Sin embargo, nuestro pais no posee aln una ley de Acceso a sus recursos genéticos

ni tiene sistematizados los bancos donde estos recursos se conservan.

El objetivo de establecer el banco de recursos genéticos microbianos potenciales
para el desarrollo de la Biorefineria ecuatoriana, mediante la identificacion,
aislamiento, cultivo y conservacion de cepas puras, que permitan el maximo
aprovechamiento de las materias primas utilizando como insumo la biodiversidad
ecuatoriana, en el marco del desarrollo sostenible. (Pineda, 2016), banco de
recursos genéticos microbianos es el reguardo inalterable del patrimonio genético
nacional de microorganismos. Para esto se debe contar con infraestructura y
equipos de laboratorio, contar con profesionales especialistas en el manejo,
conservacion y preservacion de cepas nativas fungicas. A través de procesos de
liofilizacion se conservan las cepas por un periodo determinado. Respaldos de las
muestras y efectivas medidas de seguridad aseguraran que la cepa se mantendra en
condiciones 6ptimas. De esta manera se permitird potenciar la innovacion cientifica
local y posesionar a Ecuador como un centro tecnolégico siendo su principal

objetivo la conservacién a largo plazo de cepas propios de la geografia ecuatoriana
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ya que estan bajo permanente amenaza de desaparecer, ya sea por acciones humanas

0 situaciones naturales.
Con la creacion del banco de recursos genéticos microbianos se lograria:

» Preservar y proteger los recursos genéticos

» Contribuir y propiciar su uso ordenado, racional y sustentable

» Coadyuvar las acciones de recoleccion, aislamiento, identificacion,
caracterizacion, potenciacion, uso y preservacion

» Difundir la importancia estratégica de conservacion del medio ambiente
entre a comunidad cientifica y la poblacién en general

» Preservar, proteger, mejorar y promover el uso sustentable de la riqueza

genética del pais

El hongo Pycnoporus sanguineus produce metabolitos con potencial
farmacéutico. En América Latina, Africay Asia utilizan el hongo para coagular la
sangre, eliminar verrugas en la piel y parasitos intestinales, ayudar con problemas
menopausicos Yy del vientre. (Acosta, 2016). Los cientificos del banco brasilefio
estan intentando "domesticar”, o producir en laboratorios, el hongo Pycnoporus
sanguineus ya que tiene fines terapéuticos, por ejemplo, sefiala que la
especie Pycnoporus sanguineus es usada por indigenas amazonicos para tratar
Ulceras y cancer. Y agrega que, si se lograse su cultivo artificial con cepas
vigorosas, podria servir en otros laboratorios para investigaciones de caracter
quimico y biotecnoldgico por sus propiedades farmacoldgicas. (BBC, 2015). La
definicion de la produccion anual de hongo fresco, se realiza teniendo en cuenta las
politicas y estrategias concebidas dentro del Plan Nacional de Desarrollo del
Ecuador. Entre las estrategias se establece el fomento a la produccion para el
consumo interno mediante el apoyo financiero y técnico a pequefios y medianos
productores y a las comunidades campesinas (SEMPLADES, 2009). El costo de
cepas de Pycnoporus sanguineus no se encontro, sin embargo, el costo para otras
especies es de 150 USD por lo que tener conservada las cepas no solo seria rentable,

sino también se deja abierto para futuras investigaciones.
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3.4.2 Ficha Pycnoporus sanguineus

Pycnoporus
sanguineus

Filo : Basidiomicota
Clase:  Agaricomicetes
Orden: Polyporales

Familia: Polyporacea

HABITAT

Sobre troncos caidos, principalmente en zonas expuestas (soleadas) y alteradas, incluso
sobre troncos quemados.

SINONIMOS

Los sindénimos para Pycnoporus sanguineus (1..) (Murrill, 1904) (nombre valido), son
Trametes sanguinea (L.) (Lloyd, 1924), Trametes sanguinea var. intermedia (Corner,
1989), Trametes sanguinea var. major (Corner, 1989), Trametes sanguinea var. sanguinea

(L.) (Lloyd, 1924), Pycnoporus sanguineus(Roskov Y., 2016).

DESCRIPCION MACROSCOPICA

Cuerpo fructifero del hongo posee un basidioma en forma de abanico (flabeliforme) mas
o menos aplanado, de color naranja intenso y un margen redondeado de color similar al
resto del carpoforo; su tamano 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, y ocasionalmente los

bordes son cofluentes, es decir, que se peguen con los de los basidiomas contiguos.

USOS

Degradacion de compuestos xenobidticos, control bioldgico, obtencion de compuestos de
interés farmacéutico, produccion de aditivos alimentarios.
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MEDIOS Y CODICIONES DE CULTIVO

Medio de cultivo

Agar extracto de malta y Agar papa dextrosa

Temperatura de crecimiento

22°C

Tiempo de incubacién

7 dias

Condiciones de aireacion

Sembrarse en superficie de agar

Relacién de medios de cultivo

Agar extracto de malta y Agar papa dextrosa

FORMULA DE ME

DIOS DE CULTIVO

Extracto de malta en polvo 20 g

Peptona 20 g

AGAR EXTRACTO DE MALTA

Glucosa 20 g

Agar20g

Agua destilada 1000 mL

Papa deshidratada 250 g

Glucosa 20 g

AGAR PAPA DEXTROSA

Agar15g

Agua destilada 1000 mL

PRECIO DE CEPAS
Con fines de investigacién $50 MN
Para la industria $200 MN
Con fines doscentes $ 50 MIN
Cepa liofilizada $ 300 MN
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3.4.3 Registro de la cepa Pycnoporus sanguineus

TIPO DE MICROORGANISMO Codigo | CEBA-T-PS-010116

Bacteria | |Hongo |x

DESIGNACION DE LA CEPA

Nombre cientifico Pycnoporus sanguineus
Denominacion de la cepa utilizada por el depositante
¢Conoce el tipo de cepa? Si X |No

(El microorganismo alberga un plasmido natural? Si No X

¢Se manipulo genéticamente al microorganismo? Si No X

INFORMACION RELATIVA
Datos de muestreo

Fuente William Gémez
Pais de origen Ecuador

Provincia, Ciudad si es posible latitud y longitud Napo, Tena UTM 18 S 186563 9891708
Fecha de recoleccion 14/7/2016
Recolectado por William Gémez

Aislamiento de la cepa
Fecha del aislamiento 5/10/2016
Provincia, Ciudad donde fue aislado Imbabura, Ibarra
Aislado por Dr. Julio Pineda
Sino aislé la cepa, sirvase indicar a los cientificos o
laboratorios que lo hicieron
Bvaluacion del riesgo
Grupo de riesgo Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Pat6geno para Humanos Animales Plantas
CRECIMIENTO Y MANTENIMIENTO

Temperatura |23 2C |Tiempo de encuvacion 26dias
Requerieintos especiales (Luz, gas etc.)
¢Este microorganismo sobrevive a la congelacion? Si |x |No |
Medio de cultivo Agar malta

INFORMACION ADICIONAL

Método usado para la identificacién de la cepa

Secuenciaciéon ADN

Motivo del deposito (Aplicaciones biotecnologicas control de calidad

Conservacion

IFORMACION DE LA PERSONA QUE DEPOSITA

Nombre William Gémez
Institucion CEBA
Direccion Tena 8-20y Tungurahua
Email williamedissn@yahoo.es
Teléfono 983000610

Fecha 15/2/2017

Firma
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4 CONCLUSIONES

Se establecid un protocolo para el aislamiento, identificacién y caracterizacion
del hongo nativo Pycnoporus spp. aislado de la ciudad del Tena, lo cual
representa un aporte al desarrollo cientifico y tecnologico

Por primera vez se desarrolla un procedimiento para la conservacion de la cepa
nativa ecuatoriana de Pycnoporus sanguineus por liofilizacién, método que
garantiza la conservacion de la especie por mas de 23 afios y su manejo de forma
sostenible, generando valor agregado a la biodiversidad fangica ecuatoriana.
Se establecié que el mejor medio para la produccion de la cepa pura de
Pycnoporus sanguineus es el Agar Extracto de Malta, con una velocidad de
crecimiento lineal de 3,85 mm/dia, lo cual representa un aporte al desarrollo de
las tecnologias de produccién fungica.

Se presenta una ficha y registro de la cepa Pycnoporus sanguineus, lo cual
permitird generar valor agregado a la biodiversidad flngica ecuatoriana y

principalmente la conservacion de la especie.

5 RECOMENDACIONES

Se recomienda aislar, identificar y caracterizar nuevas especies nativas del
género Pycnoporus spp. que permita incrementar el patrimonio del banco de
recursos genéticos microbianos (BRGM).

Desarrollar la tecnologia de produccidon de cepas nativas en las escalas de banco
y piloto, con la finalidad de consolidar el Know How, con posibilidades de
patentar los procedimientos.

Desarrollar la tecnologia a escala de laboratorio para la produccién de biomasa
de cuerpo fructifero de Pycnoporus spp., con fines a su aplicacion en la industria

farmacéutica y enzimatica.
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Anexo 1. Procesos de extraccion y amplificacion de los productos de PCR

m%en

Identificacion Molecular

7

ANEXQOS

Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro

Teléfono: 0998982450

e-mail: idgen.ecuador@gmail.com
R.U.C. 1713443479001

Informe de Resultados

Nombre del Proyecto: William Gémez — Identificacion molecular

Informe No.: A-013

Técnico Responsable: Ing. Alexis Vela

Fecha: 03/01/2017

Resultados.

Codificacion Muestra Longitud % de Calidad Organismo Fragmento | % deidentidad | N2 Accesion
A CEBA-AP3-16 557 75 Pestalotiopsis theae ITS 99 JX436804.1
B CEBA-AP1-16 561 98,6 Pestalotiopsis theae ITS 99 JX436804.1
c* CEBA-PD-16 1020 68,8 Pleurotus ostreatus EFla 85 AY883432.1
D CEBA-PSB-16 564 99,5 Pestalotiopsis theae ITS 100 JX436804.1
E CEBA-PSR-16 652 94,9 Trametes sanguinea ITS 99 JN164981.1
F CEBA-IANCEY-TH15-16 NA NA NA NA NA NA
G CEBA-IACEY-TH7-16 NA NA NA NA NA NA

*: Remitase a detalle de resultados
NA: no resultados concluyentes, remitase a detalle de resultados.

Firma autorizada
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Identificacion Molecular R.U.C. 1713443479001

Av. De los Granados E14-285 y Eloy Alfaro
Teléfono: 0998982450
e-mail: idgen.ecuador@gmail.com

Detalle de Resultados

Nombre del Proyecto: William Gémez — Identificacién molecular

Técnico Responsable: Ing. Alexis Vela

Fecha: 03/01/2017

1. Estudio: Identificacion molecular de microorganismos (Extraccion de ADN, Amplificacion de
barcode, secuenciacién estandar, ensamblaje de productos de PCR y blsqueda en base de

datos).

Detalles técnicos:

e Muestras usadas: Cultivos axénicos de hongos creciendo en agar.
e Meétodo de determinacion: Identificacién molecular por barcoding.
e Procedimiento:

o

Resultados:

Los procesos de extraccion y amplificacion de los productos de PCR se describe en
el detalle de protocolos.

Los productos de PCR fueron depurados previo a su secuenciacion. El producto de
amplificacion limpio y los primers ITS1, ITS4, ITS5, EF1-983F, EF1-2218R, fueron
utilizados para la secuenciacion con el método SANGER.

Se limpiaron y ensamblaron las secuencias obtenidas con el programa
bioinformatico GENEIOUS.

Se compararon las secuencias ensambladas con la base de datos de nucleétidos de
GenBank

ElI ADN de cada una de las muestras fue extraido y con el fin de identificar la calidad de la extraccion
se realizd una electroforesis. Las extracciones de ADN gendmico obtenidos evidencian una calidad
altay una concentracion superior a 400 ng de ADN por cada 8 ul de extracto (Fig.1). Estos resultados
permiten evidenciar que los cultivos F y G no poseen una viabilidad tal que se permita la extraccion
y obtencién de ADN de calidad en cantidades significativas.
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Figural. Concentracion de ADN total gendmico visualizados
a través de electroforesis en gel de agarosa al 1%, Ladder: Low mass ladder 100bp.

Se utilizé las extracciones de ADN pertenecientes a las muestras A, B, C, D y E, para la amplificacion
del fragmento ITS. Se puede evidenciar que no existen productos de amplificacion para las muestras
Cy D, porlo que para estas se decidié amplificar un fragmento del factor de elongacion 1 alfa (EF1a).
Adicionalmente, se diluyeron las muestras hasta una concentracion de 30ng/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 (Fig2.).

Figura 2. Amplicones del fragmento ITS visualizados en un gel de Agarosa 2%. C-: Control negativo, Ladder: Ladder 1Kb.

Conclusiones:

1. Ladeterminacion de calidad del ADN a través de gel de agarosa, evidencio la presencia de una
alta concentracidon de ADN y baja contaminacion en el ADN de las muestras A, B, C, D, E. Las
muestras F y G, evidencian signos de ADN degradado u ausente debido a la mala calidad de
estos cultivos; se propone una nueva extraccion de ADN de Fy G con muestra fresca.

2. Elfragmento ITS no amplificé para las muestras Cy D, por lo que se amplificd un fragmento de
EFla.

3. Durante el ensamblaje de las secuencias obtenidas, se logra mejorar la calidad de las muestras
mediante el uso de herramientas bioinformaticas, identificdandose a Pestalotiopsis theae, para
las muestras A, B y D, Pleurotus ostreatus para la muestra C y Trametes sanguinea para la
muestra E.

4. Parala muestra C, los resultados sugieren que pertenece a el género Pleurotus. Sin embargo, el
bajo porcentaje de identidad entre la secuencia de EFla de Cy la de P. ostreatus sugiere que no
existen secuencias de C en la base de datos. Es necesario obtener la secuencia de ITS de C para
determinar si éste es un hongo atin no descrito.
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Detalle de protocolos
Proyecto: Secuenciacion de ADN total gendmico proveniente de tejido fungico.
Fecha: 27/12/2016
Técnico responsable: Ing. Alexis Vela Arias
Desarrollo:
Diagrama de flujo:

El siguiente diagrama de flujo esta verificado y estandarizado por los responsables técnicos y
cientificos del laboratorio de diagndstico e identificacion molecular IDgen.

Obtencion de
tejido
(Micelio)

Rompimiento
celular mecénico
(Bead Beating)

Rompimiento
celular quimico
(Buffer de Lisis)

1. Buffer de lisis

Extraccion de
ADN

2. Protocolo de
extraccion.

Control de
Calidad de ADN

Reaccion de
Cadena de
Polimerasa

3. Protocolo de
ensamblaje de
PCR

Verificacion de
amplicones

Adecuacion de
productos de PCR
para
secuenciacion

Fig.1: Diagrama de flujo para el procesos de extraccion de ADN y secuenciacion de los fragmentos ITS — EFla.
Nota: Todos los protocolos detallados en el presente documento fueron desarrollados y probados por

el laboratorio IDgen. Este documento es de uso exclusivo para informacién, se prohibe su uso para la
replicacién de protocolos y su reproduccién total o parcial.
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Composicion del Buffer de Lisis optimizado para micelio.

El siguiente buffer de lisis fue estandarizado y probado por el laboratorio IDgen.

2.

Manitol 140mM

Tris HCI, pH8, 220mM

EDTA 220mM

NaCl 800mM

CTAB 0.8%

Salrkosyl 1%
b-mercaptoethanol 0,2% (v/v)

Protocolo de extraccion de ADN de micelio.

El siguiente protocolo de extraccion fue estandarizado y probado por el laboratorio IDgen.

3.

Mediante raspado en placa, se toma 0,1 gramos de micelio y se lo coloca en tubos libres de
DNAsa y RNasa, previamente adecuados con esferas de rompimiento.

Agitar muestra en el bead beater a su maxima potencia por 0,5 minutos.

Adicionar 500 pl de tampdn de extraccion.

Incubar en bafio Maria por 45 minutos a 65 °C.

Afiadir 500 pl de Fenol:Cloroformo:lsoamilalcohol (25:24:1) y homogenizar la muestra.
Centrifugar las muestras durante 5 minutos a 14500 gravedades.

El sobrenadante obtenido es puesto en un nuevo tubo estéril de 1,5 mL (libre de DNAsa y
RNAsa).

Al extracto se afiadié un volumen igual de etanol absoluto frio, 150 pl de acetato de sodio 3M
y 300 pl de etanol al 70% para precipitar el ADN. (La muestra se dejé enfriar a -20 °C durante
toda la noche).

Centrifugar durante 10 minutos a 14500 gravedades y se eliminé el sobrenadante.

Secar los tubos en la cdmara de flujo laminar durante media hora.

Resuspender el pellet obtenido con 100 pl de agua estéril y libre de nucleasas, se adiciono 1.5
unidades de ARNsa y se incubo durante 20 minutos a 37 °C.

Pare verificar la calidad del ADN se realizé una electroforesis en gel de Agarosa al 1%y se utilizd
un low mass ladder para determinar la concentracion de ADN de la muestra. Adicionalmente
se confirmd estos resultados mediante el uso del nanodrop.

Las muestras son almacenadas a -20 °C, hasta su uso.

Ensamblaje de PCR.

El siguiente protocolo de ensamblaje de PCR fue estandarizado y probado por el laboratorio IDgen.

La PCR fue ensamblada bajo cabina de bioseguridad con un flujo positivo, y en un termo bloque a -5
°C, se utilizaron tubos PCR de 200ulL para realizar el ensamble.

El siguiente cuadro detalla los reactivos usados durante el ensamble de la PCR por reaccidn.

Nota:

Todos los protocolos detallados en el presente documento fueron desarrollados y probados por

el laboratorio IDgen. Este documento es de uso exclusivo para informacidn, se prohibe su uso para la
replicacion de protocolos y su reproduccion total o parcial.
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Concentracion final
Reactivo Volumen (uL)

(25uL volumen final)
GreenGo Taq 2X 12,5 1X
Primer Forward (5uM) 2,5 500nM
Primer Reverse (5uM) 2,5 500nM
Agua PCR 45 | e
ADN (150 ng — 70 ng) 3 5ng-20ng

Los primers universales ITS1, ITS4, ITS5 y los primers EF1-983F, EF1-2218R, fueron utilizados para
amplificar los fragmentos ITS e EFla.

Los protocolos de termociclado se describen a continuacion:

EF1a: 95 °C por 3 min; 35 ciclos de 94 °C por 30 s, 55 °C por 1 min, y 72 °C por 3 min; 72 °C por 7 min;
y 4 °C en espera.

ITS: 95 °C por 3 min; 31 ciclos de 94 °C por 30 s, 50 °C por 45 s,y 72 °C por 1 min 30 s; 72 °C por 7 min;
y 4 °Cen espera.

Finalmnete, los amplicones fueron observados mediante una electroforesis en gel de agarosa 2% y
comparados con un ladder 1Kb para verificar el tamafio del amplicon.

Los productos de PCR fueron adecuados y enviados a secuenciacidn, para su posterior ensamblaje y
depuracién mediante el programa bioinformatico Geneiuos.

Firma autorizada

Francisco Flores Ph.D.

Nota: Todos los protocolos detallados en el presente documento fueron desarrollados y probados por
el laboratorio IDgen. Este documento es de uso exclusivo para informacidn, se prohibe su uso para la
replicacién de protocolos y su reproduccion total o parcial.
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Anexo 3 Metabolitos producidos por las especies de Pycnoporus

Metabolito

Especie

Referencia

Lacasas

P. cinnabarinus, P. coccineus,

P. sanguineus

(Atteke 'y col., 2013; Berrio, Plou,
Ballesteros, Martinez, y Martinez, 2007,
Camarero y col., 2004; Camarero, lbarra,
Martinez, y Martinez, 2005; M.E. Eugenio y
col., 2010; Lu y col., 2007b; Machuca y
2001; Madhavi 2009;
Munusamy y col., 2008; Ramirez-Cavazos y
col., 2014; Sigoillot y col., 2002, 2004; Xu y

col., 2000)

Ferraz, y Lele,

Peroxidasas extracelulares
(Lignin, Versatil y
Manganeso Peroxidasa)

P. cinnabarinus, P. coccineus

(Levasseur y col., 2014; Machuca y Ferraz,
2001)

Celulasas
(B-glucosidasas
Xilanasas)

P. cinnabarinus, P. coccineus

(Bey, Berrin, Poidevin, y Sigoillot, 2011;
Machuca y Ferraz, 2001; Sigoillot y col.,
2002)

Celobiosa deshidrogenasa

P. cinnabarinus

(Bey y col., 2011, Sigoillot y col., 2002)

Galactosidasa

P. cinnabarinus

(Bey y col., 2011; Ohtakara, Hayashi, y
Mitsutomi, 1981)

DDMP

P. sanguineus

(Teoh y col., 2011)

Poliporina

P. sanguineus

(Bose, 1946; Henrique Rosa y col., 2003)

Cinabarina (3-fenoxacina)

P. sanguineus, P. cinnabarinus

1991;
Urdapilleta, Alonso-Paz, Rodriguez, Adame,
y col., 2010; Cruz Mufioz y col., 2015a; Dias
y Urban, 2009; A. Sménia y col., 2003; E. de
F. A. Smaniay col., 1998)

(Achenbach 'y Blumm, Acosta-

O-acetyl-cinabarina

P. sanguineus

(Achenbach y Blumm, 1991)

Acido cinabarinico

P. cinnabarinus, P. sanguineus

1991;
Urdapilleta, Alonso-Paz, Rodriguez, Adame,
y col., 2010; Dias y Urban, 2009; Gocenoglu
y Pazarlioglu, 2014)

(Achenbach y Blumm, Acosta-

Tramesanguina

P. sanguineus

(Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz, Rodriguez,
Adame, y col., 2010)

Acido cinabarinico

P. cinnabarinus

(Dias y Urban, 2009)

Pycnoporina

P. cinnabarinus

(Dias y Urban, 2009)

3-1 fenoxacina

P. sanguineus

(Cruz Mufioz y col., 2015a)
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Metabolito

Especie

Referencia

2-amino-fenoxazin-3-ona

P. sanguineus

(Achenbach y Blumm, 1991)

Pycnosanguina éter | P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
fenoxacina
Ergosterol P. cinnabarinus, P. sanguineus | (Achenbach y Blumm, 1991; Dias y Urban,

2009)

5-6- dihidroergosterol

P. sanguineus

(Achenbach y Blumm, 1991)

Ergosterol peroxido

P. sanguineus

(Achenbach y Blumm, 1991)

Vainillina

P. cinnabarinus

(Falconnier y col., 1994; Krings, Pilawa,
Theobald, y Berger, 2001; Stentelaire y col.,
2000)
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Anexo 4 Principales compuestos bioactivos obtenidos de Pycnoporus spp.

Metabolito

Usol/tipo

Especie

Referencia

Lacasas

Peroxidasas
totales
Lignin
peroxidasa
Manganeso
peroxidasa
Versatil
peroxidasa

B-glucosidasas

Xilanasas

Celobiosa
deshidrogenasa

Galactosidasa

DDMP

Enzima ligninolitica

Antiinflamatoria

Biorremediacion de aguas

residuales

Degradacion de colorantes

sintéticos

Blanqueo de pulpa para papel

Enzima ligninolitica

Enzima ligninolitica

Enzima ligninolitica

Enzima ligninolitica

Enzimas celulasas

Enzimas celulasas

Enzima oxidasa

Enzima hidrolasa

Antifangico

. cinnabarinus,

. sanguineus
. cinnabarinus

. coccineus

. cinnabarinus
. cinnabarinus

. sanguineus

. cinnabarinus

. sanguineus

. coccineus

. cinnabarinus

. cinnabarinus

. cinnabarinus

. coccineus
. cinnabarinus

. cinnabarinus

. coccineus

. cinnabarinus

. cinnabarinus

. sanguineus

(Eggert y col., 1996; Machuca y
Ferraz, 2001; Sigoillot y col., 2002;
Xu 'y col., 2000)

(Ramirez-Cavazos y col., 2014)
(Madhavi y Lele, 2009)

2007; Jaouani,
Guillén, Penninckx, Martinez, y
Martinez, 2005)

(Munusamy y col., 2008)

(Berrio y col,,

(Camarero y col., 2005)

(Atteke y col., 2013; Lu y col,
2007b)

(Camarero y col., 2004; Sigoillot y
col., 2004)

(M.E. Eugenio y col., 2010)

(Machuca y Ferraz, 2001)

(Levasseur y col., 2014)

(Levasseur y col., 2014)

(Levasseur y col., 2014)

(Machuca y Ferraz, 2001)
(Bey y col., 2011)

(Bey y col., 2011; Sigoillot y col.,
2002)

(Machuca y Ferraz, 2001)

(Bey y col., 2011; Sigoilloty col.,
2002)

(Bey y col., 2011; Ohtakara y col.,
1981)

(Teoh y col., 2011)
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Metabolito Usol/tipo Especie Referencia
Poliporina Anmicrobiano P. sanguineus (B0se, 1946; Henrique Rosa y col.,
2003)
Cinabarina (3- Pigmento P. sanguineus (Achenbach 'y Blumm, 1991;
fenoxacina) Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz,
Rodriguez, Adame, y col., 2010;
Cruz Mufioz y col., 2015a)
Antimicrobiana P. sanguineus (E. de F. A. Smania y col., 1998)
Antiviral P. sanguineus (A. Smania y col., 2003)
Antitumoral P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
O-acetyl- Pigmento P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
cinabarina
Acido Pigmento P. sanguineus (Achenbach 'y Blumm, 1991;
cinabarinico Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz,
Rodriguez, Adame, y col., 2010)
Antibacterial P. cinnabarinus (Gocenoglu y Pazarlioglu, 2014)
Antitumoral P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
Tramesanguina  Pigmento P. sanguineus (Acosta-Urdapilleta, Alonso-Paz,
Rodriguez, Adame, y col., 2010)
Pycnoporina Antitumoral P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
3-1 fenoxacina Pigmento P. sanguineus (Cruz Mufoz y col., 2015a)
2-amino- Pigmento P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
fenoxazin-3-ona
pycnosanguin Pigmento P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
éter fenoxazina
Ergosterol Esterol P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
Antitumoral P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
Antimocrobiano P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
Antiviral P. cinnabarinus (Dias y Urban, 2009)
5-6- Esterol P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
dihidroergostero
I
Ergosterol Esterol P. sanguineus (Achenbach y Blumm, 1991)
peroxido
Vainillina Saborizante, aromatizante P. cinnabarinus (Falconnier y col., 1994; Krings y

col., 2001; Stentelaire y col., 2000)
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