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1.- INTRODUCCION

Los hongos del género Ganoderma P. Karst.,, son ampliamente reconocidos
debido a sus‘caracteristicas nutricionales, medicinales y comerciales (Chiu et al.,
2000; Gao et al.,2003; Zhou et al., 2012; Nahata 2013; Roy et al., 2015a; Islas et
al., 2017; Hapuarachchi et al.,, 2018). Esto ha propiciado que exista un amplio
interés por estas especies en la industria farmacéutica, que basan la elaboracion
de sus productos en metabolitos bioactivos que son producidos por estos hongos;

ademas, de ser utilizados como suplemento alimentario (Martinez et al., 2010).

Ganoderma es uno de los géneros de hongos empleados en la medicina
tradicional de China, Japén y Corea-durante milenios, para mejorar la longevidad y
la salud; en dichos paises se ha’utilizado como alimento funcional para prevenir y
tratar muchas enfermedades inmunoldgicas. Asi mismo, en esta regién geogréfica,
su investigacion y desarrollo se.considera”un tema de tendencia por su alto

potencial de uso en la biotecnologia (Hapuarachchi et al., 2018).

Estudios en Japén y China (Mshigeni y Chang, 2017)"hanh_mostrado el incremento
del periodo de vida en pacientes con cancer, atribuidos al.consumo de hongos del
género Ganoderma. Estos hongos destacan por sus compuestos, tales como:
tetero-glucanos, lectinas, terpenoides esteroides, &acidos nucleicos y proteinas
inmunomoduladoras, que contribuyen a las propiedades “anticancerigenas,
antitumorales, antivirales e inmunomoduladoras. Los productos derivados de estos
compuestos se clasifican como nutracéuticos. Asi mismo, se han _.realizado
pruebas clinicas para determinar los beneficios de Ganoderma lucidum (Curtis) P.
Karst. 1881 para mejorar la salud de pacientes con VIH-SIDA, en quienes; se ha
evidenciado un incremento del peso corporal, aumento del nivel de hemoglobina’y

el conteo celular CD4 (Mshigeni y Chang, 2017).



Una.de las especies con mayor venta en el mundo es G. lucidum, cuyos productos
comerCiales se basan en cuerpos fructiferos, micelios y polvo de esporas (Wasser,
2011). Se_estima que al menos 100 marcas y mas de 780 productos se venden en
los mercados mundiales (Lai et al., 2004; Li et al., 2016). Estados Unidos es el
mercado mas¥grande para estos productos; sin embargo, China es el mayor
productor y exportador con capacidad de mas de 110,000 t/afio de cuerpos
fructiferos, rodajas y~esporas en polvo, como los productos mas populares entre
los consumidores. Las-Ventas anuales alcanzan $ 2.5 mil millones de délares (Li et
al., 2016).

Lo anterior ha generado el incremento del cultivo de Ganoderma en diversos
paises, especialmente en Asia tropical, para fines comerciales y ante la demanda
creciente como alternativa a la medicina natural. A pesar de la relevancia que
tienen estas especies para las/industriasy;su identidad taxondémica, su manejo
biotecnolégico y la produccion de_los cuerpos fructiferos, ha presentado algunas
problematicas y a su vez, su desarrollo estasfestringido a los paises asiaticos,
convirtiendo a las demas regiones geogréficas_dependientes de su importacion,
con lo cual se desvalorizan las especies nativas de‘este género (Hapuarachchi et
al., 2018).

La taxonomia de Ganoderma, es compleja debido a la gran_similitud de las
caracteristicas macro y micromorfologicas presentes en los basidiocarpos, asi
como la ausencia de claves taxondmicas confiables, la alta tasa de clasificacion de
sinbnimos y asignaciones taxonOmicas incorrectas (Jargalmaa et al.,~2017). No
obstante, en afios recientes, se ha logrado identificar y corroborar a las"especies
del género Ganoderma en algunas regiones de México (Torres et al., 2015; L.6pez
et al., 2016), lo cual contribuye a valorar los recursos existentes que podrian

sugerirse para un aprovechamiento en este pais.



En cwanto a la preservacion de las cepas y su cultivo, existe un niumero reducido
de ‘publicaciones y destacan principalmente las contribuciones realizadas en
lugares#“ como Corea (Jayasinghe et al.,, 2008; Jo et al, 2009), Irdn
(Shahtahmasebi et al., 2018), la India (Thakur y Sharma, 2015), Bangladesh (Roy
et al., 2015b)vy.Brasil (Valginhak y Santa, 2018). En México, se han generado
publicaciones refetentes a la caracterizacion de cepas y su cultivo, desarrolladas
en Puebla (Sobal .et, al., 2007; Gonzalez et al., 2002); sin embargo, aun se
desconoce informacion’importante referente a las caracteristicas morfolégicas que

presentan las cepas nativass

Adicionalmente, en algunos estudios se ha planteado que los hongos comestibles
y medicinales no han sido utilizadoes en todo su potencial, particularmente en
México, y los beneficios econdmices-sson limitados por falta de organizacion,
procesamiento, conocimiento eientifico y.teenoldgico; ademas, las investigaciones
sobre el cultivo de hongos son.r€lativamente recientes (Sanchez y Mata, 2012).
Por lo anterior, se considera importante continuar con las investigaciones respecto
al cultivo de hongos y buscar alternativas' para emplear diversos sustratos

lignoceluldsicos en la produccion de basidiemas con‘diversos fines.

En el estado de Tabasco, se genera una gran¢cantidad de residuos
lignocelulésicos provenientes de la materia vegetal de cultives _como el cacao,
platano, coco, maiz y la cafia de azucar, asi como aserrin y viruta provenientes de
maderas como la caoba y el cedro (CONABIO, 2019). Hasta la)fecha, con
respecto al género Ganoderma, no se han realizado investigaciones relacionadas
con la preservacion de las cepas y su cultivo con fines de aprovechamiente. Por lo
anterior, el presente estudio consisti6 en evaluar el crecimiento micelar y
morfologia de diferentes cepas de Ganoderma en medios de cultivo in vitro)y.en
sustratos lignocelulosicos para su cultivo a escala de laboratorio, con la finalidad
de generar conocimientos basicos que puedan emplearse a futuro para el

aprovechamiento de estas especies a una mayor escala.
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2.- ANTECEDENTES

2.1 Biologia de la especie

El género Ganmoderma, pertenece a la division Basidiomycota, a la clase,
Agaricomycetes, jorden Polyporales, familia Ganodermataceae (Cepero et al.,
2012). Las especies del género Ganoderma presentan basidiomas resupinados,
estipitados a sésiles, §an anuales o perennes y generalmente nacen sobre madera
muerta. La superficie del pileo esta formada por una cuticula engrosada opaca o
brillante y lacada (Figura 1),formada por un himenodermo de células terminales

claviformes (Cepero et al., 2012).

El contexto es de color crema a marrdon oscuro, de consistencia suave o corchosa
a fibrosa. Causan pudricion blanca en la madera viva o muerta; ademas, su
distribucidon es cosmopolita, con’mas de 144 especies de arboles hospedadores,
convirtiendo a las especies del'género Ganoderma en uno de los patégenos mas
destructivos ya que se adapta‘a“‘ condicienes climaticas amplias. EI numero
estimado de estas especies varia de 250 a 400 (Cepero et al., 2012; Singh et al.,
2014; Jargalmaa et al., 2017).

Figura 1. Cuerpo fructifero de Ganoderma colectado en Céardenas, Tabasco (Cappello
GS, 3423 Herbario UJAT. Fotografia: Manuel Garcia).



2.2 Estudios previos sobre la evaluacion del crecimiento micelial de las
cepas’de Ganoderma in vitro.

La correcta identificacion de parametros como temperatura, medio de cultivo,
condiciones ambientales y pH que favorecen el cultivo de Ganoderma, a escala de
laboratorio, essCrucial para lograr su posterior desarrollo a escala industrial, por lo
tanto, es un requisito previo evaluar y seleccionar un método de produccion bajo

condiciones éptimas (Magday et al., 2014).

Dentro de este ambito~de. investigacion, se han realizado pocos estudios en
relacion a la evaluacién del erecimiento micelial y caracterizacion de cepas del
género Ganoderma a nivel{mundial tanto en medios de cultivo y en sustratos
lignocelulésicos; gran parte de_estos trabajos se ha desarrollado en las regiones

templadas.

Jo et al. (2009) en Corea evaluaron el crecimiento micelial de siete cepas de G.
applanatum (Pers.) Pat. 1887 y una cepa de”Ge lucidum, utilizando 12 medios de
cultivo a 25 °C. El crecimiento micelial de G¢ applanatum fue superior en PDA
(64.3 mm/5 d) y en YMA (Agar extracto de levadura y malta) (66.0 mm/5 d). En
cuanto a la densidad del micelio se presenté como_compacta. Los valores mas
bajos fueron reportados en el medio Czapek Dox (50:0 mm/5 d) con micelio
delgado, y colonias de color blanco. De igual manera, para G. lucidum el mayor
crecimiento se obtuvo en PDA (63.7 mm/5 d), las colonias se describieron
medianamente compactas, y se registr0 el valor mas bajoy; en el medio

Hennerberg (31.3 mm/5 d) con micelio delgado.

Por otra parte, Magday et al. (2014) en Filipinas, estimaron el crecimiento.de una
cepa de G. lucidum en cinco medios de cultivo naturales: Cocos nucifera L¢, 1753
Ipomoea batatas (L.) Lam. 1793, Oryza sativa L., 1753 Sorghum bicolor'.(L.)
Moench 1794 y Zea mays L., 1753 incubada a temperatura ambiente. El valor mas
alto de crecimiento micelial (42.76 mm/5 d) fue alcanzado en el medio C. nucifera;



ademds, se observé un crecimiento micelial muy denso y abundante, mientras que
el menor crecimiento (37.10 mm/5 d) se produjo en el medio O. sativa. Este
estudiosseiald que las cajas incubadas en condiciones de luz obtuvieron un mayor

crecimiento;-asimismo, la velocidad de crecimiento micelial fue mayor a 32 °C.

En Iran, Shahtahmasehi et al. (2018) evaluaron siete cepas de Ganoderma spp.,
utilizando PDA vy extracto.de compost (CEA), incubadas a 25 + 2 °C durante dos
semanas. Se midio la tasaddidria de crecimiento micelial, calculada después de 14
d. Dos cepas (GPS 37 y 52) obtuvieron los valores mas altos de crecimiento
micelial en PDA y en CEA (4.77 y«3.91 mm/dia) y una cepa (GPS 17) registro los

valores mas bajos (1.63 y 1.43 mm/dia) en ambos medios.

Ozcariz et al. (2018) en Espaia; evaluaropel crecimiento micelial de G. lucidum
sobre seis combinaciones de desechos de pacana (Carya illinoinensis Wangenh
K. Koch 1869): cascaras, pericarpio yastillas desmadera. Dicho estudio se realizd
en tubos de ensaye de 20 x 1.6 cm a 257°C. El mrayor crecimiento micelial (5.54
mm/dia) se presentd a los 23 d en tratamiento de 50%-de astillas y cascaras de
pacana. EI menor crecimiento (3.28 mm/dia) se registr6 a los 43 d, en el
tratamiento de 50 % astillas y pericarpio. Adicionalmente, en este estudio se
contempl6 la fructificacion dentro de los tubos, a través de lo§ cuales se evidencio
la mayor eficiencia biologica (EB) en el tratamiento de 100% ‘astillas de pacana
(55.42%) y el menor valor (4.36%) en 100 % pericarpio.

En Puebla, México, Gonzélez et al. (2002) determinaron el crecimiento micelial de
G. lucidum en tubos de ensaye de 200 x 16 mm los cuales contenian cascaras-de
semilla de girasol (MSH), suplementados con salvado de trigo y malta e incubados
a 25 °C durante 12 dias. En cuanto a la tasa de crecimiento micelial, el tratamiento
compuesto por MSH y 2.5% de salvado de trigo presentd el valor mas alto (5.88
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mm/dia); en cambio, el valor mas bajo (5.33 mm/dia) se obtuvo en el tratamiento

compuesto por MSH y 2.5% de malta.

2.3 Estudios, previos sobre la produccion de cuerpos fructiferos de

Ganoderma.

La evaluacion de la faetibilidad de un cultivo se basa en determinar los indices de
produccién: Eficiencia Biologica [EB= Peso fresco de los hongos cosechados
(g)/Peso seco del substrato (g) x100], Rendimiento [R=Peso fresco de los hongos
cosechados (g)/Peso humedordel substrato (g) x100] y la Tasa de Produccion
(TP=EB/tiempo transcurrido desde la.inoculacién hasta la ultima cosecha) (Gaitan-
Hernandez et al., 2006). Los estudios generados al respecto se han realizado en

su mayoria en las zonas templadas.

Singh et al. (2014) en la India, cultivaron+G. lugidum en trozos de alamo (Populus
deltoides W. Bartram ex Marshall, 1785), en belsas de polipropileno a 25+1°C.
Después de 15-17 d, los trozos de alamosfueron €olonizados por completo con
humedad relativa de 70-80% obse

¢rvandose un crecimiento lento. Posteriormente, en un segundo periodo de 15-17
d emergieron los primordios, y para cosechar el primer cultivo maduro el proceso
tomo 70-80 d, registrandose una EB de 22 % (peso fresco).

De modo similar Thakur y Sharma (2015) en la India, cultivaron ‘G:Jlucidum
empleando diferentes combinaciones de aserrin Mangifera indica kx 1753,
Jacaranda mimosifolia D.Don, 1822 y Dalbergia sissoo Roxb. ex DC.} 1825
suplementados con salvado de trigo e incubados en bolsas de polipropileno a 28.+
2°C durante 12 d. Los primordios emergieron de 2 a 3 d después de abrir las

bolsas. Los mayores porcentajes de EB y R (27.9% y 195.0 g/kg) se registraron en
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80 %“de aserrin J. mimosifolia, con 20 % de salvado de trigo; mientras que los
valoreS mas bajos (7.1% y 49.4 g/ kg) se obtuvieron en 80% aserrin D. sissoo y 20

% salvado.de trigo.

Shahtahmasebi et\al. (2018) en Iran, evaluaron la fructificacion de siete cepas de
Ganoderma spp.<€n.granos de trigo y astillas de madera (Populus alba Lineo
1753), en bolsas de“pelipropileno durante dos meses e incubadas a 25+2°C. De
las cepas evaluadas, G stsugae Murrill 1902, fructificé en granos de trigo a los 14 d

y en astillas a los 25 d; los demas cultivos no presentaron fructificacion.

Peksen y Yakupoglu (2009) en “Turquia, cultivaron dos cepas de G. lucidum en
residuos de té y mezclas de aserrin-de ‘carpe (Carpinus betulus L. 1753), utilizando
bolsas de polipropileno a 25 + 22 C. La EB y R mas altos (34.90% y 87.98 g/kg) se
obtuvieron en tratamiento de 80%aserrin'y 20% residuos de té. Los valores mas
bajos (16.67% y 49.03g/kg) fueron. para el tratamiento de 80 % de aserrin y 18 %
de residuos de té con un periodo de cosecha de 90 d.

Atila (2018) en Turquia cultivd G. lucidum en siete sustratos (paja de trigo, harina
de girasol y de semilla de algoddn, paja de soja y de”frijol, aserrin de roble y
alamo). La evaluacion se realizé en bolsas de polipropileno a 25+2°C. ElI mayor
valor de EBy R (24.7% y 86.1 g/kg) se obtuvo en aserrin de roble.y el menor valor
(8.9% y 28.6 g/kg) en harina de semilla de algodoén. El tiempo~de desarrollo del
micelio fue de 14 a 18 d. Los sustratos a base de desechos agricolas exhibieron

menor valor que los sustratos a base de aserrin.

Por otro lado, Cilerdzi¢ et al. (2018) en Serbia, cultivaron G. lucidum en paja de
trigo, en bolsas de polipropileno. La colonizacion del sustrato se realizo de 15 a 20
d a 25 °C. Los primordios se formaron de 3 a 5 d después de abrir las bolsas y los
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cuerpos fructiferos de 25-29 d. Se obtuvo de 8 a 12 basidiocarpos con un
rendimiento total fresco de 43.8 g/kg y rendimiento total seco de 14.0 g/kg con la
mayor EB.de 13% y la menor de 6.0%, con lo cual se evidencié que la paja de

trigo tienegpotencial para el cultivo.

Lépez et al. (2019) en Sonora México, cultivaron G. subincrustatum Murrill 1908,
utilizando astillas de_madera de poda de viiiledo en bolsas de polipropileno,
incubadas a 25 + 1 °C, dos sustratos fueron colonizados de 15-17 d. El desarrollo
de basidiomas se realizé as 25-27 °C., con humedad relativa de 85-100%.

Posteriormente se describieron las caracteristicas morfolégicas de los ejemplares.

En Puebla, México, Gonzéalez et al. (2002) cultivaron G. lucidum en céscara de
semillas de girasol (MSH) suplementado con malta y salvado de trigo. Esto se
realiz6 en bolsas de polipropileno a 24+1°C e incubadas durante 10-13 d. El
desarrollo de los cuerpos fructiferos ocurrioza les 20-25 d con 24+3°C. El sustrato
que presento el valor mas alto de EB (20%) y produccion (3.9 %) fue la MSH con
5% de salvado de trigo en cambio y laumezcla con_2.5% de malta obtuvo valores
bajos (7.6 y 3.0%).

En las zonas tropicales se han realizado estudios. Rolim‘et al. (2014) en Brasil,
cultivaron G. lucidum en diferentes sustratos, en bolsas de polipropileno a 28 ° C.
La mayor EB (72%) y peso promedio (360 g/kg); se presentd en la mezcla de
pasto elefante (Pennisetum purpureum Schumacher 1827) con asérrin_ de mango
(M. indica), suplementados con salvado de trigo y bagazo de cafia de azuear,

Asi también Valginhak y Santa (2018) en Brasil evaluaron los residuos de la
industria del papel para la produccion de G. lucidum. Utilizaron 11 tratamientos en

bolsas de polipropileno a 25 + 2 °C. El mayor crecimiento micelial se presentd en


https://es.wikipedia.org/wiki/Heinrich_Christian_Friedrich_Schumacher

el aserrin de pino (SER) (Pinus sp. L., 1753) y en la fibra de la planta de
tratamiento de efluentes (ETE). El SER fue colonizado a los 48 d y la aparicién de
primordios,ocurrio a los 26 d, con tres fructificaciones. En ETE, la colonizacion

micelial ocurrié a los 65 d y la aparicion de primordios 65 d después.

En Bangladesh,” Roy et al. (2015b) cultivaron G. lucidum en aserrin de las
especies: Swietenia” .mahagoni, (L.)Jacq. 1760, Dipterocarpus turbinatus
C.F.Gaertn 1805, Tectopagrandis, (L.f.) 1782 Lam, Gmelina arb6rea Roxb 1814 y
Mechelina champaca (L. 1753), en bolsas de polipropileno a 25-32°C,
suplementados con salvadog¢de arroz y de trigo. El sustrato S. mahagoni presento
los valores mas altos de EB y R\(7.6% y 235.2 g/kg). El sustrato D. turbinatus con

salvado de arroz presento los valores,mas bajos (3.6% y 110.4 g/kg).

En Malasia, Tan et al. (2015)..eultivaron’ G. neo-japonicum Imazeki 1939, en
aserrin y hojas de la palma de aceite, residuos de bambu y de algodon, y paja de
arroz. Esto se realiz6 en bolsas de_ plastico~a 27+2°C. La mayor tasa de
crecimiento se presentd en aserrin, porloique sestomaron 39.8 d para colonizarlo.
La aparicion y maduracion del basidiocarpo/en la primera cosecha fue de 59 a 98
d.

Magday et al. (2014) en Filipinas, cultivaron G. lucidum en belsas de polipropileno
en diferentes sustratos a base de paja de arroz y aserrin, incubados a temperatura
ambiente. El sustrato compuesto por 70% de paja de arroz y 30%\de aserrin
obtuvo el periodo mas corto (17.33 d) para la fructificacion y la mayor EB y R
(6.26% y 17.76 g). El sustrato compuesto por 30% paja de arroz y 70%’ aserrin
obtuvo los valores mas bajos (4.84 % y 13.62 @) alcanzando 39“-d _para

fructificacion.
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Mediante la revision de la literatura anteriormente descrita, se puede constatar
que'@~ lucidum es la especie mas empleada en la experimentacion, con fines de
obtencion_de cuerpos fructiferos y dentro de los sustratos se encuentra aserrin de

diversas especies vegetales.

3.- JUSTIFICACION

La importancia de las “especies del género Ganoderma radica en su valor
medicinal, ya que contienenscomponentes quimicos con valores nutricionales y
terapéuticos; ademas, producen agentes antioxidantes con propiedades
antitumorales y anticancerigenas, haciendo de estos hongos un complemento

alimenticio para el mantenimiento de la‘salud, con gran desarrollo en la industria.

La mayor cantidad de estudios(relacionados, a la produccién de especies de
Ganoderma se han realizado en zgnas: templadas; sin embargo, en las zonas
tropicales las investigaciones al respectoison escasas. En el sureste de México
no se han realizado investigaciones referentes al cultivo de especies del hongo
Ganoderma y no se ha evaluado el uso de sustratos generados por la actividad
agricola de la region. No obstante, en el estado de Tabaseo se cuenta con una

coleccidon de especies nativas de Ganoderma.

En esta region el consumo y uso medicinal de hongos es escaso, ‘lo cual se
atribuye al desconocimiento de las propiedades de dichos hongos y dersu-calidad
nutricional, ademas de que las técnicas de cultivos estan poco desarrelladas. El
cultivo de hongos ayuda a convertir los desechos agricolas y forestales en fnateria
atil y reducir la contaminacion en el medio ambiente. Por lo tanto, tiene
contribuciones importantes: la produccion de alimentos saludables, la fabricacion

de nutracéuticos y la reduccion de la contaminacion ambiental (Zhou et al., 2012)
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Los suStratos usados y registrados para el cultivo de estos hongos han sido
aserrin de ydiversas especies vegetales, sustratos suplementados y diferentes
combinaciones,de residuos agricolas, propios de lugares en los que se realizan las
investigaciones: En el estado de Tabasco se produce como desecho aserrin y
viruta de diferentes ‘especies maderables con importancia econémica como la
caoba y el cedro (CONABIO, 2019), la cascara de cacao, al igual que los residuos

de la palma de aceite;.un subproducto que puede ser evaluado.

Algunas especies de Ganoderma no estan disponibles en la naturaleza debido al
ciclo de crecimiento anual. La”produccion de micelio y de cuerpos fructiferos
proporcionan una alternativa del suministro para la conservacion de este género
(Tan et al., 2015). Se deben conocer los parametros y métodos de preservacion
adecuados de las cepas de Ganaoderma en/daboratorio y de manera similar para su
produccion, buscar nuevos sustratos que (permitan obtener los basidiocarpos en

menor tiempo y desarrollar técnicas que reduzcan costos.
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4.- OBJETIVO GENERAL

Evaluar "y/ caracterizar Ganoderma spp. en medios de cultivo y sustratos

lignocelulésices in vitro.

4.10bjetivos especificos

e Evaluar y caracterizar el crecimiento micelial de tres cepas de Ganoderma
en dos medios de cultvo in vitro, a temperatura de 26 y 30 °C.

e Evaluar el crecimiento\)de las cepas sobre diferentes sustratos
lignoceluldsicos in vitro a temperatura ambiente.

e Realizar pruebas de fructificacion in vitro de las tres cepas en condiciones

de temperatura semicontroladas.
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5.- METODOLOGIA
5.1 Material de estudio

Las cepas empleadas en este estudio pertenecen al cepario de hongos
comestibles(y\medicinales “Cappello Garcia” de la Division Académica de Ciencias
Biologicas dela Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco. Las cepas utilizadas
se encuentran registradas con los cédigos CCG025 (G. multipileum, Capello-
Garcia 3423), CCGOZ6 (G. stipitatum, Garcia-Garcia 10) CCGO0027 (G.
sessiliforme, Garcia- Garcia 8).

5.2 Evaluacion y caracterizaeidn del crecimiento micelial de las cepas en

medios de cultivo in vitro.

La evaluacién in vitro del crecimientemicelial de las cepas se realizé en cajas de
Petri de 90 mm de diametro x”15 mm degaltura. Se les colocé 32 ml de medio de
cultivo en cada caja y se evalluaron los /medios Papa Dextrosa Agar (PDA) y
Extracto de Malta Agar (EMA). A cada caja eon medio de cultivo se le colocé un
inéculo del micelio de 1 cm? en el centro de las_mismas, y se incubaron a dos
temperaturas, 26 y 30+2 °C durante 18 d."Por cada-tratamiento se emplearon 5
repeticiones. En total se evaluaron 12 tratamientos conun total de 60 muestras (3

cepas x 2 medios x 2 temperaturas x 5 réplicas=60).

[{n )

Las cajas se rotularon en la parte del anverso con dos ejes perpendiculares “X” y
“‘y”, sobre los cuales se midio el diametro de crecimiento micelial cada‘tercer dia y
se calculé el promedio de crecimiento, sumando el valor de los~dos ejes y
dividiendo el resultado entre dos, de acuerdo con la metodologia de Zervakis et al.
(2001). La tasa de crecimiento (Kr) se obtuvo con la funcion de crecimiento_lineal y
=kr x + ¢ (donde y es la distancia, x es el tiempo y c el factor constante)-y-se

expresoé en milimetros por dia (mm d-1).
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Al fipal del periodo de incubacion se anotaron las caracteristicas de textura y la
densidad de los micelios de acuerdo a las claves de Stalpers (1978) y Gaitan-
Hernandez (2000); ademas, se registro el color de la cepa, color del anverso y del
reverso del.medio de cultivo y la presencia de exudados con ayuda de la Guia de
Colores de Kuppers (1996).

5.3 Evaluacién del crecimiento micelial de las cepas en sustratos

lignoceluldsicos in vitro.

5.3.1 Elaboracién del inéculo o semilla activada. Se prepararon semillas
activas o inéculo de cada una.de las cepas en semillas de maiz palomero (Z.
mays). Las semillas se lavarons€ hidrataron de 8 a 12 h, se enjuagaron y se
pusieron a escurrir en un cernidor. Posteriormente se les paso un lienzo seco para
quitarles el exceso de humedads Se les agrego una proporciéon de cal [Ca (OH)2]
al 0.1% y de yeso (CaS04) al 0:12%"(con base en el peso seco de las semillas para
evitar que los granos se peguen). Una vez preparadas las semillas, se colocaron
60 gr en frascos de vidrio previamente_ lavados; secados y éstos se esterilizaron
en autoclave a 121 °C durante 40 minutos. Posteriormente, los frascos se dejaron
enfriar en la campana de flujo laminar y se.destaparonipara colocarles fragmentos
de aproximadamente 1cm? de medio de cultivo con‘micelio de cada una de las
cepas. Dichos frascos se incubaron en condiciones de completa obscuridad a 28
°C, hasta que el micelio cubrio totalmente las semillas. Durante el periodo de
incubacion (20-25 d) los frascos con sustrato e inoculo se revisaron diariamente

para detectar contaminacion.
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5.3.27Evaluacion del crecimiento micelial de las cepas en sustratos
ligneceluldsicos. Los sustratos empleados fueron seleccionados de acuerdo a su

disponibilidad, localizacion de facil acceso y facilidad de transporte y manejo:

1) Madera, caida de palo de tinto (Haematoxylum campechianum L. 1753)
(sustrato testigo)

2) Viruta de.cedro (Cedrela odorata L. 1753)

3) Cascara delcacao (Theobroma cacao L.1753)

4) Viruta de cedro.y caoba (C. odorata y Swietenia macrophylla King 1886)

5) Fibray rastrojos ‘de palma de aceite (Elaeis guineensis Jacq 1897).

Los sustratos se secaron al sol durante 3 d, se fragmentaron en tamafos de
particula de aproximadamenté_dcm? (con excepcion de las virutas). Todos los
sustratos se hidrataron durantec~12 horas y se escurrieron una hora.
Posteriormente se les agreg6 cal [Ga-(OH)2] (0.1%) y yeso (CaS04) (0.1%). La
mezcla se colocé en tubos desensayo de-25 x 150 mm a 12 cm del volumen del
tubo a partir de su base. Se prepararon eineo tubos por tratamiento, haciendo un
total de 75 muestras (3 cepas Xx*5 /sustratoss’x 5 réplicas = 75). Los tubos se
esterilizaron durante 40 min a 121 °Cygposteriormente en condiciones de asepsia,
cada tubo se inocul6é con 1.0 g de semilla activa’y se les colocé un tapén de
algodon estéril para permitir el intercambio gaseoses La incubacion se realizé a

temperatura ambiente en completa oscuridad, durante 32 d.

A cada tubo se le marcaron dos lineas longitudinales opuestas “A” y “B”. Sobre las
lineas se medié el crecimiento del micelio cada cuatro ‘dias. Los datos se
concentraron en una matriz y se estimo el crecimiento del micelio promedio por dia
(Gaitan y Salmones, 2015). La tasa de crecimiento (Kr) se evalué como se

menciono previamente en el apartado de medios de cultivo.
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5.4 Ensayo de fructificacién de las cepas a escala del laboratorio.

Al final del/ periodo de evaluacion del crecimiento micelial, se seleccionaron tres
tubos de ensayo con mayor crecimiento por cada tratamiento, y en condiciones de
asepsia se les retiro el tapon de algoddn y el inoculo empleado, a fin de realizar

pruebas de fructifieacion.

Cada tubo se forré con_un plastico obscuro y se expusieron a ciclos naturales de
luz. Con un atomizador ‘seégaron dos veces al dia durante 32 dias (Ozcariz et al.,
2018). Los cuerpos fructiferos’que se obtuvieron se pesaron y se midieron a fin de
registrar la biomasa obtenidasen.los tubos y constatar la capacidad que tendria la

cepa para fructificar en los sustrates, evaluados en estudios posteriores.
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5.5. Ahalisis estadisticos

Para walidar estadisticamente los resultados de la evaluacion del crecimiento
micelial dé Jas cepas en medios de cultivo in vitro en dos diferentes temperaturas,
se realiz6 unanalisis de Kolmogorov-Smirnov a fin de evaluar la normalidad de los
datos obtenidos.“Posteriormente, se realizd un andlisis multifactorial (ANOVA) y la
prueba a posteriori dé Tukey. De la misma manera se analizaron los datos de tasa
de crecimiento micelial: El disefio experimental fue de 3 cepas x 2 medios x 2
temperaturas x 5 réplicas con un total de 60 unidades experimentales. El valor de
la significancia de la prueba fue a=0.05 en el paquete estadistico Statistica Version
7.0.

De manera similar para la evaluacion del crecimiento del micelio de las cepas en
los sustratos lignocelulosicos in yitro, se verifico la normalidad de los datos
obtenidos y se realiz6 un analisis multifactorial (ANOVA) y la prueba a posteriori
de Tukey. El disefio fue de 3.cepas x 5.sustratos x 5 réplicas=75. El valor de la
significancia de la prueba fue 0=0.05. en €lpaquete estadistico Statistica Version
7.0.
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6.- Resultados y discusion
6.1 Crecimiento micelial de las cepas en medios de cultivo in vitro.

El crecimiento micelial de cada una de las cepas presentd variaciones
estadisticamente significativas (P<0.05) con respecto a los medios de cultivo y

temperaturas evaluadas.

A los seis dias de”Incubacion, la cepa CCG025 (G. multipileum) presentd los
valores més altos de(crecimiento micelial promedio (80.1 y 80.5 mm) en el medio
EMA en ambas temperaturas evaluadas (26 y 30+2°C), sin diferencias estadisticas
con la misma cepa crecida_en, el medio PDA en ambas temperaturas (Grafica 1).
El crecimiento mostrado porsesta cepa tampoco tuvo diferencias con la cepa
CCGO027 crecida con el medio EMA; a 30 °C.

El menor crecimiento micelial fue obtenido por la cepa CCG026 en los dos medios
y temperaturas evaluadas. Asi también, la cepa CCG2027 mostr6 menor
crecimiento en el medio PDA a"26+y 30 °C,’y.en EMA a 26°C. (Grafica 1).
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Grafica 1. Comparacion del crecimiento micelial de las cepas: CCG025 (G. multipileum), CCG026
(G. stipitatum) y CCG027 (G. sessiliforme) a los 6 dias de incubacion, en medios de cultivo in vitro

26 y 30(x2) °C. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (Tukey p<0.05).
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Aungue no existen estudios previos respecto al crecimiento micelial de las
especies aqui evaluadas, los resultados varian dependiendo de la especie y las
temperaturas de la regién geografica donde se desarrollan, sin embargo, en
algunos cases, aunque no se traté de las mismas especies, se presentan
tendencias semejantes. Los valores de crecimiento micelial obtenidos en este
estudio, son similares a los de Jo et al. (2009) en Corea, quienes sefalaron un
buen desarrollo de, G, applanatum a temperatura de incubacion de 30 °C en los
medios YMA y PDA.

Asi mismos estudios realizados en la India, Corea, Filipinas y Vietham citaron una
temperatura de 30-35 °C° ¢oemo la Optima para el crecimiento de G. lucidum en los
medios EMA, Hamada, YMA;~C. nucifera y PGA (papa glucosa agar)
suplementado con salvado de .arroz (Kapoor y Sharma 2014; Jayasinghe et
al.,2008; Magday et al., 2014; Nguyen et al., 2019).

Esto es apoyado con lo repertado por.lkuangharn et al. (2017) en Tailandia,
quienes observaron un buen desarrollo de micelio de G. australe (Fr.) Pat. 1889 a
temperatura de 30 °C en los medios PDA y YEA (extracto de levadura agar) frente
a otros medios de agar evaluados (extracto de levadura, harina de maiz, agar de

avena, extracto de levadura peptona dextresa) a los”10 dias de incubacion.

El medio de cultivo EMA ha sido utilizado para lasproeduccion de G. tropicum
(Jungh.) Bres. 1910 (Luangharn et al.,, 2019) en Tailandia, sefialandose como
favorable respecto a otros medios de cultivo (Czapek, rosa de Bengala, extracto
de levadura, extracto de malta de levadura y peptona dextreoSa de extracto de
levadura) pero a temperaturas de 25-28° C.
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6.1.1Velocidad de crecimiento o tasa diaria

Con respecto a la tasa de crecimiento micelial promedio diario, la cepa CCG025
presentdslos valores mas altos de 11.44 y 11.21 mm™d en EMA a 26 y 30+2°C,
respectivamente, sin diferencias estadisticas significativas con los valores
registrados en,PDA (9.88 y 10.00 mm-1d) (Gréfica 2).

En contraste, las€epa CCG026 registr0 los valores mas altos de crecimiento
micelial promedio diatie.de 10.00 y 7.17 mm19 en EMA en ambas temperaturas,
con diferencias estadisticas respecto a los valores registrados en PDA (5.52 y 7.03

mm-19) (Gréfica 2).

La cepa CCGO027 presentd los*valores mas altos en EMA (10.14 mm-d) a 30+2°C
y en PDA (10.00 mmd) a 26°C; y con diferencias estadisticas significativas

respecto al resto de los tratamientos'de la cepa (Grafica 2).
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Crecimiento micelial mm/dia

2.00 +

0.00 +

CCG025 CCG026 CCG027

Grafica 2. Tasa de crecimiento micelial promedio por dia de las cepas CCG025G. multipileum),
CCGO026 (G. stipitatum) y CCG027 (G. sessiliforme), en Papa Dextrosa Agar (PDA)\. Extracto de
Malta Agar (EMA) a 26 y 30+2°C. Letras diferentes indican diferencias estadisticamente

significativas (Tukey, p<0.05).
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Estos‘resultados son similares a los de Luangharn et al. (2017), desarrollados en
Tailandia con diferentes especies evaluadas, se reportd que las cepas de G.
australesmuestran un crecimiento micelial promedio diario de 8.83 + 0.12 mm19, de
igual manera dependiente de la temperatura (30°C). Ademas, el mayor
crecimiento \se .presenta en PDA (8.80 mm™d) y en YEA (Agar extracto de
levadura) (8.40 mm19). Esto es apoyado con lo reportado por Nguyen et al. (2019)
en Vietnam, quienes reportaron una tasa de crecimiento micelial promedio de 9.29
+ 0.11 mm™d para“de’\G. lucidum a temperatura de 30 °C en el medio PGA
suplementado con extractor de salvado de arroz. Asi mismo, Luangharn et al.
(2019) en Tailandia reportaron que los valores mas altos de crecimiento micelial
promedio de G. tropicum se_presentaron en los medios EMA (8.40 mm19) y en
PDA (8.50 mm-19) con temperaturas de 25-28°C.

De manera general, es importante resaltar-gue la tendencia de crecimiento micelial
gue muestran las cepas de Ganodermasevaluadas en este estudio, pudiera
deberse a que los medios de cultivo/EMA y PDA contienen nutrientes favorables
para el micelio de estos hongos, como_se ha_constatado en diversos estudios
sobre la preferencia nutricional (Jo et aly, 2009;7Shahtahmasebi et al., 2018;
Kapoor y Sharma 2014; Luangharn et al., 2019).P0or su parte, el medio EMA
contiene una alta concentracion de maltosa y otros €acaridos como fuente de
energia. La dextrina y la glicerina son las fuentes de carbono y la peptona es una
fuente de nitrégeno (Condalab, 2019). Asi mismo el medio RDA.contiene infusion
de papa deshidratada y dextrosa que fomentan el crecimiento(exuberante de los

hongos.

Se ha constatado que los medios en los que se ha encontrado el\\mayor
crecimiento micelial de las cepas de Ganoderma estan compuestos de_altas

concentraciones de dextrosa como fuente de carbono (Luangharn et al., 2019).
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Las_especies de hongos poliporales tipicamente se desarrollan en madera de
arboles_ y arbustos vivos 0 muertos, arriba o dentro del suelo. Las hifas dentro de
la maderfa,muerta se alimentan de ella, descomponiéndola. De esta manera las
sustancias’organicas fijadas a la madera se liberan, lo que es muy importante para
el equilibrio de‘les ecosistemas naturales. Cuando el hongo es capaz de degradar
la pectina, la celulosa, la hemicelulosa y la lignina, se trata de un hongo
lignocelulolitico, y .debido a procesos exclusivamente enzimaticos resulta una

podredumbre blanca,

Los hongos poliporales, sondos.unicos organismos capaces de degradar la lignina
que es un compuesto quimico policiclico que une y protege a las fibras de celulosa
como un pegamento siendo muy resistente contra la accibn de muchas enzimas
(Piepenbring, 2015). Los resultados ebservados en el presente estudio constituyen
una referencia importante para‘preservar,-eonservar y poder aprovechar las cepas
del género Ganoderma en Tabasco, cansfines alimenticios o biotecnoldgicos.
Aunque las cepas mostraron una tendencia  optima para su incubacién en EMA a
temperatura ambiente, en ausencia de‘este puede emplearse el medio PDA como

alternativa viable.
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6.2 Caracterizacion morfoldgica.

Con respecto a las caracteristicas morfolégicas de las cepas, se observaron
diferencias.dependientes del medio del cultivo y temperaturas en los cuales se
evaluaron. Lavcepa CCG025 (G. multipileum), presenta un crecimiento de tipo
rastrero, con textura_algodonosa a aterciopelada con zonaciones amarillas (Noo,
As0, Moo) de alta densidad en PDA a 26 °C. Estas caracteristicas se presentan de
manera similar en ~€l, medio EMA en la misma temperatura, pero con
pigmentaciones de color amarillo claro (Noo, Aso, Moo) de regular densidad. La
misma tendencia es observada a 30+2°C, pero el micelio pude o no presentar

zonaciones de color amarrillosen ambos medios, ademas en el medio PDA la

densidad es alta y en el medio EMA es muy alta.
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Figura 2. Caracteristicas macroscépicas de CCG025 (G. multipileum): a) 26°C
PDA;).26°C EMA; c) 30°C PDA; d) 30°C EMA.

La cepasCCG026 incubada a 26 °C en PDA presentd crecimiento rastrero con
textura de farinacea a rala, presentd pequefnas pigmentaciones amarillas (Noo, Aso,
Moo) de baja densidad. En el medio EMA mostré la misma tendencia, de farinacea
a fieltrada, pero.ensel centro es algodonosa con zonaciones amarillas y escaso

crecimiento, de regulardensidad.

A 30£2 °C en el medio"RPDA la textura de la cepa CCGO026 fue plumosa, con
penachos de micelio, también se presenta como farindcea, ademas el micelio
crece dejando huecos, de haja.densidad. Puede o no presentar pigmentaciones
(Noo, Aso, Moo) en los penachos.de hifas. Y en el medio EMA, puede o no presentar
crecimiento en relieves de color naranja a café oscuro (Ao, Moo, C70), con textura
granular a zonada. Presenta pequenas-costras color crema (Noo, A10, Moo), de alta

densidad (figura 3).
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Figura 3. Caracteristicas macroscopicas de CCGO026 (G. stipitatum): a) 26°C PDA,;
b) 26°C EMA,; c) 30°C PDA,; d) 30°C EMA.

La cepa CCGO027 en PDA a 26°C presentd crecimiento rastrero,con textura
farindcea a rala de baja densidad. Puede o no presentar pigmentaciéon de color
naranja rojizo (Aso, Moo, Cz0). En el medio EMA presenta crecimiento’ en-relieves
con pigmentaciones de color café rojizo (Aeo, Mso, Cso) con textura granular a
afieltrada, de alta densidad. A 30+ 2°C en PDA se observo la misma tendencia,
con textura granular de color marron (Ao, M70, C30) y de rala a plumosa de baja
densidad. En el medio EMA la textura fue de algodonosa a aterciopelada, Yy

zonaciones color naranja oscuro, de alta densidad (Figura 4; Tabla 1).
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Figura 4. Caracteristicas macroscépicas de CCG027 essiliforme): a) 26°C

0
PDA; b) 26°C EMA; c) 30°C PDA; d) 30°C EMA a los 9 dias. O’
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S
6@0
Q
Q

27



Tabla”1l. Caracteristicas macroscopicas del micelio de las cepas CCG025 (G.
multipileum), CCG026 (G.stipitatum) CCGO027 (G. sessiliforme).

CEPA T* M COLOR TE D PI
CM R E
Blanco
PDA Blanco amarillento Algodonoso  Alta Ausente 9
26°C (Noo,Az10,Mo0)
Crema Regu
EMA~ Blanco Algodonoso Ausente 7
(Noo,A10,M10) lar
CCG
Blanco
025 ) Muy
PDA Blanco amarillento Lanoso " Ausente 9
alta
30+2° (Noo,As0,Ms0)
C Crema
Muy
EMA Blanco (Noo,Asz0,Moo) Lanoso it Ausente 8
alta
Blanco
) Crema ) )
PDA  Amarill Farinaceo Baja Ausente 15
(NooA20Mgo)
26°C ento
Crema ] Regu
EMA Crema Afieltrado Ausente 12
CCG (NooAsoM10) lar
026 Amarillo_claro ) )
PDA Crema Farinaceo Baja Ausente 12
(NooA4oMap)
30+2°
c Amarillo claro
EMA Blanco (NooA10Moo) Algodonose _ Alta Ausente 9
Crema ) )
PDA Blanco Farinaceo Baja Ausente 16
(NooAsoMio)
26°C Marrén
Amarillo claro
EMA Crema Algodonoso  Alta (AeoMsoCso) 13
(NooAzoM1o)
CCG
027 Amarillo claro Café
3042 PDA Blanco (NooA10Moo) Algodonoso Baja  (A4M70Cz0).. 11
i o
C .
Amarillo claro
EMA Crema Algodonoso  Alta Ausente 9
(NooAsoMio)

*T=Temperatura, M=Medio de cultivo, CM=Color de micelio, R=Color del reverso de la caja de Petri,
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TE=Textura, D=Densidad, E=Exudado, PI=Periodo de Incubacién. Loa colores de referencia de

acuerdod la clave de Kuppers (1996).

En estudias-previos, se ha dado a conocer que las caracteristicas morfolégicas del
micelio de las 'diferentes especies de Ganoderma, se pueden expresar de manera
diferente dependiendo de los medios de cultivo y las temperaturas evaluadas
(Sobal et al., 2007;Jayasinghe et al., 2008; Jo et al., 2009; Magday et al., 2014;
Luangharn et al., 2019) por lo tanto, cada ingrediente en los medios puede afectar
las caracteristicas morfolggicas de las cepas como se constata en el presente

estudio.

En estudios realizados en Corea, México, Filipinas y Tailandia se ha encontrado
que el crecimiento micelial de G. lueidum, puede presentar densidad del micelio
muy alta, alta, regular y bajaslia textura-se puede mostrar como densa, villosa,
algodonosa, y flocosa; ademas, €l.color va_ de blanco a naranja palido (6A1-6A3) y
amarilla dorado (5A7), usando claves de densidad micelial de Kadiri (1998) y guia
de colores de Ridgeway (1912). Algunas, _cepas.presentan crecimiento irregular y
regular e hifas aéreas escasas, esto “en~los medios Hamada, YMA, PDA, C.
nucifera, EMA y PGA con arroz, a temperaturas de*25«a 32°C (Jayasinghe et al.,
2008; Sobal et al., 2007; Magday et al., 2014; Luangharn'et al., 2019; Nguyen et
al., 2019).

Luangharn et al. (2017) encontraron que G. australe presento alta y también media
densidad micelial en PDA y en EMA a 30°C. En México, Sobal et~al. (2007)
encontraron que las colonias de G. curtisii presentaron alta densidadJnicelial de
color blanco, hifas aéreas escasas y crecimiento regular, sin preséncia de
exudados, con textura aterciopelada en PDA a 25°C. Jo et al. (2009) en Corea,
mostraron que la densidad del micelio de G. applanatum se presenté como
compacta a algo compacta y las colonias fueron blancas en PDA y en YMA a
25°C.
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Es importante conocer las caracteristicas del desarrollo del micelio, ya que las
cepas” de Ganoderma pueden crecer en diferentes medios de agar, y las
caracteristicas morfologicas de los micelios se pueden expresar de manera
diferente, por lo tanto, cada ingrediente en los medios de cultivo y temperaturas
aplicadas afectan las caracteristicas morfologicas del cultivo resultante (Luangharn
et al., 2019).

Para mantener la(viabilidad y la pérdida de las caracteristicas propias de las
cepas, es necesario preservarlas adecuadamente; por esto, es necesario
encontrar condiciones nutricionales y ambientales Optimas para el cultivo de
micelio en medios de cultive;,.asi como también los métodos de preservaciéon mas
favorables para su conservacion“y-mantenimiento en el tiempo. Principalmente la
conservacion de cepas tiene como objetivo el mantenimiento de la pureza, la
viabilidad y estabilidad morfol6gica.y’genética de manera que se pueda disponer

de un cultivo puro de las cepas (Gutierrez et al., 2017).

6.3 Crecimiento micelial de=i+4as, cepas. en diferentes sustratos

lignoceluldsicos in vitro.

El crecimiento micelial de las cepas en lesS diferentes sustratos lignoceluldsicos,
mostré diferencias significativas (P>0.05). La cepa consel mayor crecimiento fue
CCGO027 (G. sessiliforme) en el sustrato CA (103.10 + 457 mm), sin diferencias
con la cepa CCGO026 (G. stipitatum) en el mismo sustrato. A estas cepas le sigue
la cepa CCGO025 en CA. En general, las tres especies de Ganederma evaluadas
en la presente investigacion, mostraron su mejor crecimiento micelial en la cascara

de cacao como sustrato.

Por otra parte, para las tres especies evaluadas, el menor crecimientol.se obtuvo

en la viruta de cedro como sustrato.
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El creeimiento micelial de cada una de las cepas estudiadas presenté variaciones
estadistieamente significativas (P<0.05) con respecto a los sustratos utilizados. A
los doce dias~de incubacion, la cepa CCG025 (G. multipileum) registré el mayor
valor de crecimiento micelial (81.30 £ 2.41 mm) en la cdscara de cacao con
diferencias estadisticas significativas con respecto al resto de los tratamientos
(Tabla 2).

De manera similar, la cepa CCG026 (G. stipitatum) presentd los mayores valores
de crecimiento micelial en la cascara de cacao (101.50+7.15 mm) con diferencias

estadisticamente significativas al resto de los tratamientos.

La cepa CCGO027 (G. sessiliforme)qresent6 el mayor valor de crecimiento micelial
en la cascara de cacao (103.10 £4.57 mm) diferente al resto de los tratamientos
(Tabla 2).

Tabla 2. Crecimiento micelial“promedio de las cepas de Ganoderma in vitro

después de 12 dias de incubacion.en tubos'de ensaye.

Sustratos Cepas

CCG025 CCG026 CCGO027
CcC 29.70+3.95 hi 4520+ 2.95f 53.40+7.64 f
CA 81.30+241° 101.50+7.152 103.10 £t4.57 2
CE 25.60+5.89'1 41.20+5.82 oh 24401569
PA 64.80 +6.20 de 77.10 +6.49 be 56.20'+4.15 def
TN 50.04 +4.05 o 66.50+ 1.50 < 45.50+5.51 9

Los valores son promedios (+DS) CC: cedro y caoba, CA: cascara de cacao, CE: cedro, RA: palma

de aceite, TN:

(Tukey;P<0.05).

tinto.

Letras diferentes
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Con_respecto al crecimiento micelial promedio diario, se observo que la cepa
CCG025 present6 una tasa de crecimiento promedio de 7.36 mm d* en la cascara
de cacao _con diferencias estadisticas significativas (P<0.05) con el resto de los
tratamientg@s-~Por su parte, la cepa CCG026 present6 un crecimiento promedio de
7.90 mm dt.en la cascara de cacao y de 7.35 mm d en la palma de aceite, con
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos y la cepa
CCGO027, se vio faverecida en la palma de aceite y en el tinto, ambos con valor de
6.00 mm d. Con diferéncias estadisticas con el resto de los tratamientos (Tabla
3).

Tabla 3. Crecimiento micelial por dia (mm d) de las cepas de Ganoderma in vitro

en tubos de ensaye.

Sustratos Cepas

CCG025 CCGO026 CCGO027
cC 3.04+0.16 9 5.007% 0.0 def 5.00£0.00 def
CA 7.36£0.132 7.90+£0.89 2 5.60 +0.55 bed
CE 2.81+0.18 ¢ 4,71+ 0.39+ 4.43+0.32f
PA 6.25+0.61° 7.35+£0.212 6.00 +0.00 be¢
TN 5.38 +0.38 cde 6.0 + 0.00 be 6:00 +0.00 P¢

Valores promedio (zSD) del crecimiento micelial a los 12 dias de incubacion. CC: cedro y caoba,

CA: cascara de cacao, CE: cedro, PA: palma de aceite, TN: tinto. Letras, diferentes indican

diferencias estadisticamente significativas (Tukey;P<0.05).

32



Figura 5. Crecimiento de la cepa€CG025 (G., multipileum) en los sutratos a) viruta de

cedro-caoba; b) cascara de cacao; C)viruta de cedro; d) palma de aceite; e) tinto.

En estudios previos realizados con.otras espéecies, como los de Gonzalez et al.
(2002) en Puebla, se ha reportado qué_el crecimiento micelial promedio diario de
G. lucidum fue de 5.88 mm d* en la meZzcla de.€ascara de semillas de girasol
molido (MSH) y 2.5% de salvado de trigo, y el valor_mas bajo (5.33 mm d) se
presentd en la mezcla de MSH y 2.5% de malta. Ozcariz.et al. (2018) en Espafia,
encontraron que, el alto valor (5.54 mm d') de crecimiente’micelial de G. lucidum
en tubos de ensayo, se presento en el sustrato con la mezcla de 50% de astillas
de madera y cascaras de pacana, el valor bajo (3.28 mm d)_se registro, en el

sustrato compuesto por 50% astillas de madera y pericarpio.

Se determind que la cascara de cacao y la palma de aceite son los sustrates que
favorecen el crecimiento de todas las cepas. Por lo que puede ser utilizados-como
sustratos viables a mayor escala en el cultivo de hongos. Aunque los estudios
muestran que las cepas de Ganoderma crecen mayormente en sustratos a base
de maderas (Atila, 2018; Peksen y Yakupoglu, 2009; Roy et al., 2015b), es este
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estudio se demostrd que los sustratos a base de desechos agricolas han superado
a la=madera. Ademas de las especies de Ganoderma han sido evaluadas
mayormente en sustratos a base de madera (Singh et al., 2014; Thakur y Sharma
2015; Lopez-et al., 2019; Rolim et al., 2014).

La cascara de cacao.es adecuada para el crecimiento de especies de Ganoderma
ya que es un sustrato. lignocelulésico de composicion en lignina semejante, y
propio de la region. Ademds, tiene poca probabilidad de presencia de
microorganismos, a pesar de exponerlo al medio ambiente durante el proceso de
secado (Garcia et al.,, 2011). Por su parte, los residuos de la palma de aceite
(racimos de frutos vacios vy (fibra), poseen en su composicion quimica gran
cantidad de celulosa y hemicelulosa~(Van, 2016). Cabe mencionar que son varias
las especies de Ganoderma registradas como huésped y consideradas como
patégenas en palma de aceite{Zufiiga et.al; 2013).

Las especies de Ganoderma evaluadas en este estudio no se han reportado en la
literatura como colonizadoras de los sustratos evaluados, con excepcion de la
palma aceitera. Sin embargo G. lucidum ha sido cultivado en el cacao (Avila y

Yanes 2020) y G. neo-japonicum en palma de aceite (Tan'etal., 2015).

Respecto a la abundancia de sustratos, México ha contribuido con”1.2% de la
produccion mundial de cacao (Cdérdova et al., 2001), Tabasco ocupa’el 70% de
esta produccion. En 2016, aportd 68.2% de la superficie sembrada €n México,
ocupando el primer lugar nacional (Cérdova et al., 2018). También el cultivo de
palma de aceite se ha establecido esencialmente en la region sureste, siendo
Tabasco el tercer productor a nivel nacional, con 324 976 hectareas para cultivar
palma de aceite. (SAGARPA, 2003b; Linares et al., 2018).
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En la“explotacion cacaotera sélo es utilizada la semilla, esto genera problemas
ambientales como deterioro del paisaje, contaminacion de suelos y cuerpos de
agua. Estos*desechos, estan principalmente constituidos por la cascara, por lo que
se considéra un foco para la propagacion de patdégenos, causa principal de
pérdidas econémicas de la actividad cacaotera (Franco et al., 2010). Por otro lado,
la industrializacion de la palma de aceite, genera una gran cantidad de
subproductos y derivados, para los cuales no siempre existen alternativas de
aprovechamiento (Veldazquez et al., 2010). Los racimos de fruto vacios son los
principales residuos que ise liberan en la obtencion del aceite, se producen
aproximadamente 20 millones-de toneladas al afio en el mundo (Van, 2016). Por lo
anterior en este estudio se_ha dado a conocer que estos residuos, al ser
abundantes en la region, pueden’ser utilizados para el cultivo de Ganoderma spp.

Los estudios respecto a la evaluacion y cultivo de cepas Ganoderma son
escasamente desarrollados agpesar de que la variedad de estudios de
fructificacion es amplia. En laszenas tropicales esto puede ser de gran utilidad ya
que son zonas en las que el {cultivo de_Ganoderma no se ha desarrollado
ampliamente y con las pruebas in/vitrto se* pretende ahorrar recursos y tener

conocimientos previos respecto a la dinamica del«€recimiento de las cepas.
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6.4 Eructificacion in vitro de cepas de Ganoderma.

Unicamente la cepa CCG027 (G. sessiliforme), mostro fructificacion y este proceso
s6lo se presento en la fibra de palma de aceite como sustrato. La formacion de
primordios de~color blanco y pigmentaciones amarillas, inici6 a los 13 d después
de iniciado el riego y la exposicion a la luz

A los 13 dias de riego y exposicion a la luz, en los tubos de ensaye seleccionados
para esta prueba#Comenzaron a emerger los primordios de color blanco

Gnicamente en la palma.de aceite de la cepa CCG027 (G. sessiliforme).

Los poros empezaron a notarse después de 60 dias y los cuerpos fructiferos
fueron cosechados 29 dias después. El ensayo de fructificacion tuvo un periodo de
102 dias desde el riego, hasta la’cesecha de los basidiomas maduros.

Se obtuvieron tres fructificaciones de 443 gr y 22. 7 mm de ancho por 16.27 mm
de alto de la cepa CCGO027 de_@G: sessiliforme en la palma de aceite (figura 6), los

demas sustratos no presentarof fructificaciones.

Ozcariz et al. (2018) realizaron un ensayo semejante con G. lucidum en desechos
de pacana (C. illinoinensis) y reportaron que“las mezclas de sustratos que
utilizaron en los tubos fueron capaces de gproducir dos.cosechas durante el periodo

del experimento.

Figura 6. Frutificaciones de la cepa CCG027 (G. sessiliforme) en fibra de palma de aceite,

Herbario UJAT, Tabasco, México (Fotografia: Sarai Torres Lopez).
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7.- CONEGLUSION

El medio EMA y la temperatura 30(x2) °C, fueron los factores en los que mejor se
desarrollaron‘cada uno de las cepas evaluadas, la cepa que presento el mayor
crecimiento micelial fue la cepa CCG025 (G. multipileum) en el medio y

temperatura mengionados.

La morfologia de dichas cepas es cambiante dependiendo de las condiciones de
nutrientes y temperatura_en las que se desarrollen. Estos datos seran de gran
utilidad para la preservacion’ futura y manejo biotecnolégico de las cepas de
Ganoderma en laboratorio, qué han sido estudiadas en este trabajo. Este estudio
reveld condiciones similares descrecimiento micelial con otras especies de

Ganoderma que se han sido evaluadas previamente.

En cuanto a los sustratos queZson Vviables para el desarrollo de las cepas se
constatd que la cascara de cacao'y la palma de aceite favorecen el crecimiento
micelial de todas las cepas y podrian ser objete de aprovechamiento a futuro en
Tabasco o0 en las regiones tropicales en donde se encuentren disponibles estos
sustratos. Por lo que se recomienda utilizarlos para futuros estudios. Se obtuvieron
tres fructificaciones en los tubos de ensaye de la cepa CCGO027 (G. sessiliforme)
en la palma de aceite, los demas sustratos no presentarenfructificaciones. Este es
el primer estudio que se desarrolla en la region para cenocer la dinamica de
crecimiento de las cepas nativas de Ganoderma tropicales, con importancia para

incentivar su preservacion y futuras aplicaciones biotecnoldgicas
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Micelio de CCG025
creciendo en el medio
EMA.

Caracterizacion
morfoldgica de las cepas

llustracion de la Cepa Preparacion de
CCG027. materiales para el sustratos
estudio.
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Inoculacion  de  los Mantenimiento de los tubos de
sustratos con semillas ensayo para la fructificacion de las
activadas. cepas.

Observacion del
crecimiento de los
basidiomas

Surgimiento de los
primordios
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