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Resumen

Una alternativa para disminuir la degradaciéon ecosistémica por actividades antropogénicas es
aprovechar el potencial no estudiado de la biodiversidad. Hongos del género Ganoderma son de
interés comercial debido a sus componentes activos que sugieren cualidades inhibitorias frente a
patégenos. El objetivo de la presente investigacién es demostrar propiedades antimicrobianas de
Ganoderma spp. hallados en propiedad de la Escuela Agricola Panamericana. Se describieron
morfolégicamente cinco setas, presumiblemente pertenecientes a las especies: Ganoderma sessile,
G. applanatum, G. tsugae, G. meredithae y G. resinaceum. Se obtuvo micelio de Ganoderma sp.
usando GSM modificado. Las pruebas de antagonismo se realizaron en medio PDA contra los
fitopatdgenos: Fusarium, Rhizopus, Pestalotia, Curvularia, Lasiodiplodia, Penicillium y Aspergillus.
Rhizopus tuvo el mayor Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento Radial (PICR) (67.62%), seguido de
Penicillium (37%). Fusarium, Curvularia y Pestalotia tuvieron un comportamiento similar en cuanto a
los PICR, siendo poco inhibidos por Ganoderma. Aspergillus y Lasiodiplodia lograron invadir al
antagonista. Para realizar las pruebas inhibitorias con bacterias, se prepard un extracto del carpéforo
de Ganoderma sp. que fue evaluado contra Escherichia coli y Salmonella typhimurium, ambas se
mostraron resistentes, aunque Salmonella fue mas susceptible. Los resultados fueron comparados
con ampicilina 20 pg y amoxicilina/acido clavulanico 30 pg. Se concluye que es posible el
reconocimiento taxondmico a nivel de género a través de la descripcidn de caracteres macroscopicos,
el GSM modificado es capaz de aislar micelio de Ganoderma en estado silvestre y que estos presentan
propiedades antibidticas contra algunos hongos, pero solo funcionales contra S. typhimurium de las
bacterias estudiadas.

Palabras clave: Antagonismo, Ganoderma, patégenos, propiedades antimicrobianas.
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Abstract

An alternative to reduce ecosystem degradation by anthropogenic activities is to take advantage of
the unstudied potential of biodiversity. Fungi of the genus Ganoderma are of commercial interest due
to chemical components that suggest inhibitory qualities against pathogens. We set out to investigate
antimicrobial properties of wild Ganoderma spp. found on property of the Pan-American Agricultural
School. Five mushrooms were described morphologically, presumably belonging to the species:
Ganoderma sessile, G. applanatum, G. tsugae, G. meredithae and G. resinaceum. Mycelium of
Ganoderma sp. was obtained using modified GSM. Antagonism tests were performed on PDA medium
against the plant pathogens: Fusarium, Rhizopus, Pestalotia, Curvularia, Lasiodiplodia, Penicillium and
Aspergillus. Rhizopus had the highest Percentage of Inhibition of Radial Growth (PIRG) (67.62%),
followed by Penicillium (37%). Fusarium, Curvularia and Pestalotia had similar PICR behavior, being
little inhibited by Ganoderma. Aspergillus and Lasiodiplodia were able to invade the antagonist. For
inhibitory tests with bacteria, an extract of Ganoderma sp. carpophore was prepared and evaluated
against Escherichia coli and Salmonella typhimurium, both were resistant, although Salmonella was
more susceptible. The results were compared with ampicillin 20 ug and amoxicillin/clavulanic acid 30
ug. We conclude that taxonomic recognition at the genus level is possible through the description of
macroscopic characters, the modified GSM permitted us to isolate mycelium of Ganoderma from the
wild state and we confirm antibiotic properties against some fungi, and against S. typhimurium among
the bacteria studied.

Keywords: Antagonism, antimicrobial properties, Ganoderma, pathogens.
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Introduccién

En los ultimos 50 afios, los ecosistemas han sufrido las transformaciones mas extensas de la
historia, consecuencia de la intervencidon humana. En la Evaluacién de Ecosistemas del Milenio, se
encontré que el 60% de los ecosistemas evaluados se estdn degradando o se usan de manera
insostenible (Reid et al., 2005). La alteracidon de las condiciones naturales causa la pérdida de
biodiversidad y produce cambios en los servicios ecosistémicos (Reid et al., 2005). Siendo la utilizacidn
desmedida de antibiéticos de uso humano y agropecuario una actividad antropogénica que causa
impactos en los ecosistemas.

En el ambito agropecuario, muchos antibidticos son suministrados en la dieta de los animales
o asperjados a plantas rutinariamente de forma preventiva para el control de bacterias y hongos. En
el drea de la fitotecnia, los hongos patdgenos de mayor relevancia que requieren la aplicacion de
pesticidas quimicos son los del género Alternaria spp., Lasiodiplodia spp., Penicillium spp., Fusarium
spp. Y Rhizopus spp., entre otros (Juarez-Becerra et al., 2010). En cuanto a la produccién animal, el
consumo promedio anual de antibidticos por kilogramo de animal producido es de 45, 148 y 172
mg/kg para ganado bovino, pollos y cerdos, respectivamente (Van Boeckel et al., 2015). Esto
presupone un consumo de aproximadamente 65 mil toneladas de antimicrobianos por afo (Van
Boeckel et al., 2015).

La residualidad de antibidticos crea resistencia antibiodtica en los microorganismos del suelo y
alteran ecosistemas acuaticos. Constancia de ello, el material genético de resistencia en bacterias que
fue encontrado en aguas negras tratadas y agua de la llave en Michigan y Ohio, Estados Unidos (Lubick,
2011). Al igual que, cepas bacterianas de Escherichia coli resistentes a farmacos detectadas en
desechos de aves migratorias (Lubick, 2011). La evidencia presentada demuestra la importancia en un
mejor manejo de recursos naturales para la reduccién de impactos al ecosistema y su relacién a la

mejora en el bienestar humano.
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Demostrando el aprovechamiento del potencial natural, una alternativa para la minimizacion
de impactos es replicar la interaccidon antagdnica de microorganismos contra patdgenos. La cantidad
de especies de hongos en el mundo es inmensa, “Se estima que existen en el planeta entre 500,000 y
10,000,000 de especies de hongos, de las cudles unas 100,000 estan descritas. De estos, mas de 3,000
se consideran comestibles, y alrededor de 2,000 son hongos medicinales” (Bidegain, 2017, p. 1). En la
region mesoamericana se usan principalmente como alimento aunque en algunas ciudades, desde los
altos de Chiapas y Guatemala hasta el Pacifico de El Salvador, se evidencia cierta veneracién por los
macromicetos en sus esculturas (Marineros et al., 2015). En otras aldeas, sin embargo, se tiene cierta
desconfianza o aversidon hacia los hongos por posibles propiedades téxicas (Ruan-Soto y Ordaz-
Veldzquez, 2016). Situacidn que podria cambiar a favor de los hongos al demostrarse su utilidad para
los intereses humanos.

El género de hongos Ganoderma cuenta con alrededor de 70 a 90 especies registradas, siendo
que el 80% de estas se desarrollan en regiones templadas y el resto son especies neotropicales
(Blanco, 2020). En la EAP Zamorano se cuenta con un registro de varios hongos pertenecientes a este
género y algunas especies como: G. sessile, G. lucidum y G. applanatum, segun la base de datos de la
plataforma “iNaturalist”. El cultivo comercial y los estudios mds avanzados sobre hongos del género
Ganoderma spp. se encuentran en Asia. Especificamente en China y Japdn, estos hongos son
ampliamente utilizados por sus propiedades nutracéuticas y medicinales. En Corea se ha demostrado
que G. lucidum tiene propiedades antivirales, incluyendo al virus de la inmunodeficiencia humana
(Chen, 2004). Al igual que, el extracto de micelio de G. sichuanense tiene un efecto antimicrobiano e
inmunoestimulador (Orozco-Barocio et al., 2017). Sin embargo, Ganoderma spp. en regiones
neotropicales ha sido escasamente investigado, por lo que, el potencial para nuevos descubrimientos
es muy grande.

Ganoderma lucidum es el hongo mas estudiado y difundido para este género. Se ha

demostrado que posee una gran variedad de metabolitos secundarios pertenecientes a grupos
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funcionales como terpenoides, flavonoides, cumarinas, aldehidos, cetonas y glucdsidos en cualquiera
de sus estadios de desarrollo que le permite ser efectivo contra algunas bacterias (Nifio, 2010).
También, aumenta la producciéon de proteinas citoliticas como perforina y granulisina para la
induccion de células “Natural Killers”, las cuales brindan protecciéon contra infecciones virales y
bacterianas, ademas de limitar células cancerosas (Chang et al., 2014). Sin embargo, son muy escasos
los estudios antagdnicos contra hongos fitopatdgenos; es asi como se plantea su evaluacién contra
este tipo de organismos. Ademads, la composicidén de los metabolitos secundarios de la seta en estado
silvestre es similar a los hongos cultivados en residuos agroindustriales, mostrando esto un gran
potencial para el aprovechamiento de residuos organicos (Salgado Ordosgoitia et al., 2016).

Bajo la premisa de las cualidades inhibitorias de este género de hongos, el objetivo general
del estudio es demostrar antagonismo de Ganoderma sp. contra organismos patdgenos a nivel de
laboratorio. Con lo cual se pretende cumplir la hipdtesis de que Ganoderma sp. podria ser una
alternativa natural de antibidticos quimicos, contribuyendo a la minimizacidon del impacto de la
residualidad en el ambiente y la resistencia microbiana que causan. Para el cumplimiento del objetivo
propuesto, se identificaron los siguientes objetivos especificos: Describir macroscépicamente los
hongos Ganoderma spp. recolectados en campo; modificar el Ganoderma Selective Medium (GSM)
efectivo para el aislamiento de micelio de Ganoderma sp.; enfrentar hongos fitopatédgenos contra
Ganoderma sp. en cultivos duales para la inferencia de propiedades antifungicas y; evaluar diferentes

metodologias para la determinacién de propiedades antibacterianas de Ganoderma sp.
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Materiales y Métodos

Recoleccién de Ganoderma spp. Silvestre

La investigacion se llevd a cabo en el municipio de San Antonio de Oriente, Francisco Morazan,
Honduras. Para efectos del estudio, se recolectaron ejemplares de hongos del género Ganoderma spp.
encontrados en distintas ubicaciones del campus central de la Escuela Agricola Panamericana,
Zamorano y de la Reserva Bioldgica Uyuca (Figura 1). Las muestras se almacenaron en el “freezer”

horizontal del Herbario Paul C. Standley de Zamorano a -20 °C para asegurar su preservacion.

Figural

Mapa de ubicacion de los hongos Ganoderma spp.

Presentado por:

Coordenadas:
ZAMORANO Carlos Lopez WGS 84/UTM/Zone 16N
Nathaly Ponce , .
Mapa de ubicacién de los hongos Y Simbologia
Ganoderma encontrados en Zamorano, Fecha: Septiembre/2021 @ Setas de Ganoderma

Honduras.

96855000 96847500

Reserva Biolégica Uyuca

1574250N

Nota. Hongos encontrados en campus central de Zamorano y Reserva Bioldgica Uyuca.
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Identificacion y Caracterizacion de los Hongos

Se proporciond un codigo para cada seta a fin de poder identificar y diferenciar cada una. Cada
cddigo contiene la primera letra del género, seguido por la primera letra del lugar donde se recolecto
y un numero ordinal. De esta manera, GC corresponde a setas de Ganoderma spp. encontradas en el
campus central de Zamorano. Mientras que GU corresponden a las setas halladas en la Reserva
Bioldégica Uyuca. La numeracién ordinal se realizd6 de manera aleatoria. Dichos cddigos se utilizaron
con el fin de poder referenciar los resultados obtenidos.

Para la descripcién de habitos de crecimiento y caracteres macroscdpicos de las partes del
cuerpo fructifero de los hongos Ganoderma spp. se usoé el manual de Delgado et al. (2005): Glosario
ilustrado de caracteres macroscopicos. Dicha descripcién abarco aspectos como forma, margen, color
y brillo del pileo. Al igual que, la forma, consistencia y contexto del estipite. También, se agrego la
descripcién de caracteristicas organolépticas de los especimenes, tales como olor, color, textura y
consistencia.

Se tomaron fotografias con ayuda de una camara profesional, estereoscopio y microscopio
con objetivo 10x para la descripcidn de otras cualidades que el manual no consideraba. Luego se
sugirié la identificacién taxonémica a nivel de especie para cada seta, tomando de referencia la
informacién disponible en literatura. En esta investigacidn se utilizé la abreviatura (cf.) que proviene
del latin conformis para denotar similitud o parecido a, lo cual ha incrementado su uso en los ultimos

20 afos (Pedroche y Novelo, 2020).

Elaboracion de GSM Modificado

El aislamiento de micelio de Ganoderma sp. se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia,
Diagnéstico e Investigacion Molecular de Zamorano (LFDIMZ). Lugar donde las condiciones
ambientales son controladas, con una temperatura de 24 °Cy una humedad relativa de 65%. El medio

que se utilizd, para evitar la contaminacién con hongos de campo como Trichoderma sp., fue una
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variacion del Medio Selectivo Ganoderma (GSM) basado en la metodologia aplicada por Amanda y
Prakoso (2018). Este medio se compone de dos partes: la parte A, en donde se agita y disuelve a una
temperatura de 100 °Cy la parte B, que requiere la agitacion de sus componentes por dos horas y a
temperatura ambiente. Luego, se vierte asépticamente el producto de la parte B sobre el producto de
la parte A, cuando su temperatura ha disminuido a 45 °C. Sin embargo, a falta de algunos compuestos
guimicos se ensayd la modificacidon en los reactivos de la parte B hasta lograr el aislamiento de
Ganoderma sp.

Para referenciar el desarrollo de Ganoderma sp. en medido GSM modificado, también se
empled Papa Dextrosa Agar (PDA) como medio de cultivo. El cual fue seleccionado debido a que
Ganoderma sp. presenta un buen desarrollo en este (Amanda y Prakoso, 2018) y al ser un medio no
selectivo fue ideal para el crecimiento de los hongos fitopatdgenos evaluados. Otros medios que se
utilizaron para la realizacion de las pruebas fueron: Agar Nutritivo (AN), Agar Mueller Hinton (MH),
Agar MacConkey, Luria-Bertani y Tripticasa Soya, los cuales se prepararon siguiendo el protocolo

sugerido por el LFDIMZ.

Obtencion y Aislamiento de Micelio de Ganoderma sp.

A partir de las muestras de hongos recolectadas en campo, se sembraron esporas y explantes
(tejido vivo) en medio de cultivo. Para obtener esporas, se rompié la estructura de los basidiocarpos
ubicadas en el himenio del hongo. Las esporas recolectadas se depositaron en tubos de
microcentrifuga, los cuales fueron sellados y guardados en la refrigeradora. La siembra de esporas se
realizd en la cdmara de flujo laminar para evitar contaminacién de cualquier microorganismo en
ambiente. Se deposité una pequefia cantidad de esporas en tres puntos de la placa Petri con GSM y
se sellé con papel parafinado.

En cuanto a la obtencién de explantes, se utilizd un bisturi estéril para la extraccién de seis

muestras del himenio del hongo. Los explantes se colocaron en un “beaker” y se trasladd a la cdmara
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de flujo laminar para su desinfeccién. Con ayuda de una pinza previamente esterilizada, cada explante
se sumergié en una solucién de 40 mL de hipoclorito de sodio al 3% durante tres minutos. Luego, se
realizaron dos lavados con agua destilada estéril, por 2 minutos cada uno. Transcurrido ese tiempo,
se colocaron los explantes en GSM modificado y se selld. Las placas Petri, inoculadas tanto con esporas
y explantes, se almacenaron en la incubadora a 28 °C.

Una vez se comprobd que no se presentara contaminacién en GSM por algun otro
microorganismo (aproximadamente transcurridos cinco dias), se transfirié una porcion a PDA para un
desarrollo apropiado de micelio. Para ello, se corté una muestra de 5 x 5 mm de medio con micelioy
se depositd en el centro de una placa Petri. Se realizaron réplicas de este procedimiento en GSM
modificado y PDA con el objetivo de cuantificar el crecimiento micelial en ambos medios. Se
monitored y verificd diariamente la ausencia de contaminacién de otros microorganismos como
Trichoderma sp. En caso contrario, se repitid el procedimiento de aislamiento de una porcidn sin

contaminacion a un PDA nuevo.

Antagonismo de Ganoderma contra Hongos Fitopatogenos

Las pruebas de antagonismo se realizaron por el método de siembra dual (Astorga-Quirds et
al., 2014). Para la determinacién de propiedades antifiingicas se utilizaron cepas de Fusarium sp.,
Rhizopus sp., Pestalotia sp., Lasiodiplodia sp., Curvularia sp., Penicillium sp. y Aspergillus sp. obtenidas
e identificadas previamente por el LFDIMZ. Para la siembra dual se colocé un cuadro de 5 x 5 mm de
Ganoderma sp. y del fitopatdogeno en una placa Petri con PDA, en extremos opuestos a un cm del
borde. Adicional, se utilizd un control, el cual fue un inéculo de cada fitopatdgeno al centro de una
placa con PDA. Las placas se incubaron a 28 °C y se definié un tiempo de una semana para la
evaluacidn. Los resultados del monitoreo diario del crecimiento radial de patégenos se usaron para

evaluar su interaccion con el antagonista. Para la determinacién de una posible actividad antagdnica
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de Ganoderma sp., se utilizd la Ecuacidn 1 para estimar el Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento

Radial (PICR) aplicada por Suarez et al. (2008):

(R1—-R2)

PICR = 100 [1]

R1: Radio del patégeno en placa control
R2: Radio del patdgeno en enfrentamiento (cultivo dual).

Por lo que, se llevd registro de los radios diarios de la colonia patégena en cultivo dual y en
placa control. Otra manera de evaluar la capacidad antagdnica de Ganoderma fue por medio del
analisis de micoparasitismo (MICMO) contra los fitopatdogenos. De esta manera, en el dia ocho, con
ayuda de un estereoscopio, se observé la interaccidon entre los hongos en cultivos duales a nivel
macroscopico tomando de referencia la invasién de una colonia sobre otra. Para referenciar dichas

evaluaciones, se utilizo la escala realizada por Bell et al. (1982) (Cuadro 1).

Cuadro 1
Escala para evaluacion de la capacidad antagdnica (micoparasitismo), de acuerdo con la medida de

la invasidn de la superficie, colonizacion y esporulacion

Grado Capacidad antagoénica

0 Ninguna invasion de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.
1 Invasion de % de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.
2 Invasion de % de la superficie de la colonia hongo patégeno

3 Invasidn total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno.

4 Invasion total de la superficie de la colonia del hongo patdgeno esporulacién sobre ella.
Nota. Tomado de Bell et al. (1982).

Antagonismo de Ganoderma contra Bacterias Entéricas

Para la determinacién de propiedades antibacterianas, se emplearon cepas liofilizadas de
Salmonella typhimurium ATCC® 14028™ y Escherichia coli ATCC® 51813™. Para la obtencidn de las
colonias, se extrajo uno de los granulos liofilizados de la cepa con ayuda de una pinza estéril. Se coloco

el granulo en un tubo de microcentrifuga y se aplicd presién con un hisopo estéril hasta deshacerlo.
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El material se resuspendié en caldo tripticasa soya para hidratar y diluir la concentracion. Para
determinar la efectividad de la inoculacién, se sembraron las bacterias por el método de “Frobisher”
en Agar MacConkey con ayuda de un asa de inoculacién esterilizada. Pasado un dia, se tomd con un
palillo de dientes estéril una colonia aislada de las bacterias y se deposité en tubos de ensayo con 15
mL de caldo Luria Bertani. Transcurridos 2 dias en la incubadora a 37 °C los tubos mostraron turbidez,
indicando el crecimiento de las bacterias.

Una de las metodologias empleadas para la determinacidon de actividad antibiética fue por
medio de cultivos duales. Para lo cual se dispuso agar con crecimiento micelial de Ganoderma sp. al
centro de una placa con medio apropiado para el crecimiento de hongos y bacterias. En dicha placa
se enfrentaron hongos con colonias de bacterias creciendo en dos lineas paralelas en los extremos
(Bivi et al., 2009) o se sembraron para crecer formando un circulo que rodee al hongo (Slama et al.,
2019).

Otra manera por la cual se evalué la interaccién fue por medio de antibiogramas para lo cual
se usd el método de extensién en placa utilizando un asa de “Drigalsky” y se colocaron discos de papel
filtro con extracto de Ganoderma sp. en el centro de la placa. Para la obtencién del extracto, se licué
3 g del cuerpo fructifero (2 horas luego de recolectado) previamente lavado junto con alcohol etilico
al 70% en una proporcidon de 5 mL por cada 0.5 g de hongo (Pérez-Silva, 1959). Una vez obtenida la
solucidn, con la ayuda de un “vortex” se separé la porcidn liquida y se dejo reposar por 48 horas. Con
esta ultima, se realizaron dos pruebas: remojando discos de papel filtro y colocandolos en la siembra
con bacterias; realizando pozos de 5 mm en el centro de las placas sembradas con bacteria y
depositando alli 70 L del extracto. Ambas realizadas en medio Agar Nutriente (AN) por triplicado.

Por otra parte, se empled una metodologia en la que se requeria dejar en reposo extracto de
Ganoderma con alcohol y luego eliminar el solvente para probarlo en distintas concentraciones
(Segovia, 2017). De esta manera, el extracto obtenido con alcohol etilico fue puesto en un horno

microondas con el fin de eliminar el solvente y posteriormente se le depositaron 15 mL de etanol al
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50%, ya que esta fue la concentracion en la que se obtuvieron mejores resultados. En este medio se
dejaron discos de papel filtro sumergidos durante 24 horas a una temperatura de 4 °C. Para evaluar
la actividad antimicrobiana, se realizé el método de difusién con discos por quintuplicado. Como placa
testigo se dispuso de un disco remojado sélo con etanol al 50% para corroborar el efecto del hongo.
Para la comparacion del efecto del extracto elaborado con respecto a antibidticos
comerciales, se evalud la acciéon de sensidiscos de ampicilina a 20 ug de concentracion en AN y
amoxicilina con acido clavulanico a 30 pg de concentracion en medio Agar MH contra las bacterias.
Adicional, se inocularon placas sélo con la bacteria para referenciar el comportamiento como control
(Anexo P). Finalmente, cada una de las pruebas antimicrobianas se incubé al menos 24 horas a 37 °C,
para luego medir los halos de inhibicidn en cada placa o en su defecto observar la no presencia de los

mismos.
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Resultados y Discusion

Caracterizacion e Identificacion de las Setas Recolectadas

Aunque la descripcidn macroscépica puede ayudar a la identificacién de Ganoderma spp.,
dicha caracterizacidn esta sujeta a imprecisiones, por lo que, no puede ser determinante de la especie.
Este género presenta un cardcter pleomoérfico y plasticidad fenotipica, es decir, sus caracteristicas
pueden variar dependiendo de la localizacién geografica, condiciones climaticas o genética del
individuo (Wachtel-Galor et al., 2011). Algunas de las caracteristicas utilizadas para la identificacion
como forma del basidiocarpo, el color del contexto, tamafio y forma de las basidiosporas dependen
de las condiciones ambientales en las que crece la seta (Suarez-Medellin et al., 2012). En el Cuadro 2
se detalla la caracterizacion macroscépica de las tres setas del género Ganoderma spp. que fueron
encontradas en el campus central de Zamorano, pese al grado de intervenciéon humana que presenta

la propiedad (Anexos A, B, C).

Cuadro 2

Caracteristicas macroscopicas de setas de Ganoderma spp. encontradas en el campus central de

Zamorano

Parametros

GC-1

GC-2

GC-3

Procedencia de la muestra

(14°00'46.8"N
87°00'12.9"W)

(14°00'44.3"N
87°00'31.4"W)

(14°00'27.0"N 87°00'26.6"W)

Habitat Tronc'o d'e Tronco muerto Raiz de conifera
caducifolio
Habito de crecimiento Solitario Gregario Disperso
Unidn del cuerpo fructifero al Sésil Sésil Estipitado
sustrato
Sustrato en el habitat Lignicola Lignicola Lignicola
Forma del pileo (lateral) Plano-convexo Convexo Giboso
Forma del pileo (central) Deprimido Obtuso Globoso
Forma del pileo (apical) Semicircular Semicircular Orbicular
Margen del pileo (longitudinal) Recurvado Recto Recurvado
Borde del pileo Lobulado Ondulado Ondulado
Superficie en el margen Tuberculado Tuberculado Tuberculado
Humedad de superficie Seco Seco Seco
Brillo Mate opaco Mate opaco Lustroso
Superficie del himenio Poroso/tubular Poroso Poroso
Unidn con estipite Adherida Adherida Decurrente
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Parametros GC-1 GC-2 GC-3
Borde laminar Aserrado Dentado Liso
Contexto Sélido Sélido Sélido

Nota. GC: Ganoderma en Campus Central de Zamorano.

El hongo GC - 1 presenta un pileo semicircular de margen recurvado y crecimiento sésil, con
ausencia de estipite. El color del pileo es rojizo oscuro con los bordes en color blanco cremoso, con
brillo mate opaco (Figura 2). Ademas, presenta consistencia dura y textura rugosa al tacto. El color del
himenio es blanco amarillento cremoso y presenta una forma muy irregular, razén por la cual los poros
se deforman adquiriendo una apariencia tubular mientras mas se alejan del margen. El contexto de la
seta, apreciado al realizar un corte longitudinal, presenta un color blanco de consistencia ligeramente
blanda y textura algodonosa. La capa de tubos del basidiocarpo es muy fina, con un grosor de 0.1 -
0.25 mm. Se contabilizé un promedio de tres a cuatro poros de forma angular por milimetro. Adicional,
la seta presentd un olor intenso a rancidez.

En primera instancia este hongo fue reconocido como G. sessile acorde a la similitud visual en
la plataforma de “iNaturalist”, pero luego se sugirié G. polychromum por David Tripp (mayor
identificador de G. sessile en esta plataforma). Durante la observacién, se notd que este hongo tenia
zonas de crecimiento concéntricas, pero no bandas melanoides. También, el pileo estaba radialmente
arrugado, presentaba hasta cuatro poros circulares por milimetro y habia ausencia de estipite.
Ademas, superficie superior rojiza y textura flexible, no lefiosa, todo lo anterior coincidiendo con los
caracteres que lo hacen diferente de otras especies segin Loyd et al. (2018). Con base en las
caracteristicas anteriores se considera que el hongo GC - 1 podria categorizarse como Ganoderma cf.

sessile.
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Figura 2

Caracteres macroscopicos del hongo GC - 1
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Nota. a) vista apical. b) vista frontal. c) superficie del pileo. d) contexto. e) capa tubular. f) poros en el margen. g) poros deformados en

zona central. h) referencia de tamafio para los poros.

El cuerpo fructifero del hongo GC - 2 analizado pertenece a un ejemplar juvenil en desarrollo
gue crecia en un tronco en descomposicidn. Este presenta forma semicircular, crecimiento sésil,
margen recurvado y superficie con ligeras ondulaciones o tuberculado. La consistencia del pileo es
dura con una sensacion al tacto ligeramente aterciopelada. El color del pileo e himenio es
predominantemente blanco amarillento con algunas zonas en castafio claro, de brillo mate (Figura 3).
Cabe aclarar, que el color de la seta se torné mas amarillento en comparacién al color mas blancuzco
que presento al momento de su recoleccion (Anexo B). Los ejemplares maduros presentaron un pileo
en coloracidn pardo rojizo de superficie plano-convexa y regular, ademas de himenio en color blanco

(Anexo B), aunque por su estado de deterioro no fueron considerados en este estudio.



24

En el corte longitudinal de GC - 2 se muestra un contexto estratificado con variaciones en color
castafio que se vuelve mas claro conforme se acerca a la superficie. Asi mismo, este presenta un grosor
maximo de 3.5 cm. Se observé con claridad una capa tubular de 0.3 - 0.6 cm. de grosor
correspondiente al basidiocarpo. El himenio de la seta GC - 2 es poroso y de consistencia sélida. Se
contabilizé un promedio de 4 - 5 poros por milimetro. Adicional, presenta un olor ligero a rancidez.

Al contrastar la descripcion mencionada, se coincide al mencionar que el pileo es de superficie
superior dura y marrén, de margen suave redondeado y concoloreado con el resto del pileo; ademas
de contabilizar 4 - 5 poros por milimetro (Hapuarachchi et al., 2019). En cuanto al contexto se
menciona que puede tener hasta 3 cm de espesor (Hapuarachchi et al., 2019), siendo que el espesor
medido en GC - 2 fue mayor. El habitat de la especie G. applanatum incluye troncos de madera en
descomposicidn acompafiados de un suelo rico en humus con un exceso de podredumbre. Este hongo
es principalmente un parasito de heridas que ingresa particularmente a través de tallos o raices y
causa la pudricién de la raiz. En América, G. applanatum se registra cominmente en arboles de hoja
caduca (Hapuarachchi et al., 2019). Ademas, en “iNaturalist” fue identificado como Hongo del Artista
(G. applanatum), lo cual coincide con la identificacién de un experto; por tanto, el hongo GC - 2 se

podria plantear como Ganoderma cf. applanatum.
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Figura 3

Caracteres macroscopicos del hongo GC - 2

Nota. a) vista apical. b) vista frontal. c) superficie del pileo en el margen. d) superficie del pileo en zona central. e) contexto estratificado. f)

capa tubular. g) poros del himenio. h) referencia de tamafio para los poros.

La seta GC - 3, posteriormente utilizada para la obtencién de extractos, presentd dos notables
diferencias con relacidén a los otros dos ejemplares hallados, esta tiene un brillo lustroso y un estipite,
el cual es marrén oscuro, de unién excentrica y forma ventricosa (Figura 4). El color del cuerpo
fructifero es marrén oscuro en la base del estipite, pasando por tonalidades amarillas en el borde y
blanco en el pileo, lo que evidencia que el ejemplar hallado se encuentra en un desarrollo juvenil. La
consistencia del cuerpo fructifero es dura, la textura de la superficie del pileo es ligeramente

aterciopelada y la del estipite es lisa.
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El contexto en la parte central del cuerpo fructifero de GC - 3 es de consistencia ligeramente
blanda, con una coloracién pardo al centro pero mas amarillenta llegando al borde externo. La capa
de tubos observada en GC - 3 tiene 0.4 - 0.5 cm de grosor. Cuenta con un promedio de cuatro poros
circulares por mm en el himenio. Ademas de un olor frutal, agradable en comparacién a las otras setas
halladas en el campus central de Zamorano. Cabe resaltar que la seta fue hallada creciendo en la raiz
de una conifera, lugar donde también se observd otro ejemplar cuyo pileo era marrén rojizo oscuro
con forma convexa, obtusa y flabeliforme (Anexo C). Lo que supone era una seta madura a diferencia
del ejemplar juvenil analizado que tenia forma globosa y colores variantes. Sin embargo, esta seta no

fue considerada para la caracterizacidn debido a que presentaba dafio mecanico.

Figura 4

Caracteres macroscopicos del hongo GC-3

Nota. a) vista apical. b) vista frontal. c) superficie del pileo. d) contexto en zona madura. e) contexto en zona en desarrollo. f) capa

tubular. g) poros del himenio. h) referencia de tamafio para los poros.
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El hongo GC - 3 se asemeja con las caracteristicas de G. tsugae en cuanto a la forma y color
del estipite y el margen amarillo. Ademds, cumple con una de las aparentes preferencias de esta
especie, los arboles de conifera Juniperus (Hapuarachchi et al., 2019). Esta ultima distincidn sirve
mucho para diferenciarlo de G. lucidum, el cual prefiere arboles caducifolios (Haddow y Haddow,
1931). Coincidentemente, GC - 3 fue reportado como G. tsugae en la plataforma “iNaturalist”, lo cual
fue corroborado por tres identificadores. Por consiguiente, se lo plantea como Ganoderma cf. tsugae.

Ademads, se encontré una seta madura en ecosendero de Zamorano (Anexo C)
presumiblemente de la misma especie (G. tsugae). El cual fue visto en una raiz de carbon seco (género
Mimosa). Sin embargo, el espécimen también muestra caracteristicas de otras especies. Al momento
de la recoleccién, habia una larva de polilla del género Metalectra comiendo del himenio.

En cuanto a las setas encontradas en la Reserva Bioldgica Uyuca, son dos: GU - 1, el cual fue
utilizado para la obtencidn de micelio y GU - 2. Las caracteristicas descritas de ambos ejemplares se
encuentran detalladas en el Cuadro 3. Cabe destacar que dichos caracteres fueron descritos en la

etapa de senescencia del hongo, por lo cual también se incluye la descripcidn de las esporas obtenidas.

Cuadro 3

Caracterizacion de setas de Ganoderma spp. encontrados en la Reserva Bioldgica Uyuca

Parametros

GU-1

GU-2

Procedencia de la muestra

(14°01'59.1"N
87°04'08.1"W)

(14°02'96.82"N
87°04'29.45"W)

Habitat Tronco pino Tronco roble
Habito de crecimiento Solitario Solitario
Unidn del cuerpo fructifero al sustrato Estipitado Sésil
Sustrato en el habitat Lignicola Lignicola
Forma del pileo (lateral) Plano-convexo Convexo
Forma del pileo (central) Deprimido Obtuso
Forma del pileo (apical) Flabeliforme Semicircular
Margen del pileo (longitudinal) Recto Decurvado
Borde del pileo Lobulado Crenulado
Superficie en el margen Tuberculado Tuberculado
Humedad de superficie Seco Seco
Brillo Lustroso Mate opaco
Superficie del himenio Poroso Poroso
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Pardmetros GU-1 GU-2
Unidn con estipite Adherido Decurrente
Borde laminar Liso Liso
Contexto Cavernoso Cavernoso

Nota. GU: Ganoderma en Reserva Bioldgica Uyuca.

Al igual que GC - 3, el cuerpo fructifero de GU - 1 presenta un estipite y un brillo lustroso
(Figura 5). El estipite tiene una unién excéntrica con el pileo, forma ventricosa y color marrén oscuro.
El pileo es color castafio claro y se torna mas amarillento conforme llega al borde, mientras que el
himenio es de color blanco cremoso. La consistencia del cuerpo fructifero en general es dura vy lisa.
Padece de un olor identificado como maderable, intenso y agradable.

El basidiocarpo consta de una estructura tubular irregular de 0.2 - 0.3 cm de grosor, en color
blanco y pardo claro. El contexto es de color pardo y de estructura cavernosa, facilmente rompible.
En el himenio se contabilizé un promedio de 5 - 6 poros de forma irregular por milimetro. Las esporas
presentan una forma ovoide con una dimension promedio de 10.5 x 7 um, similar a las de G. lucidum
(Hapuarachchi et al., 2019) . En estas también se observa la aparicidn de hifas septadas (Figura 6). El
basidiocarpo consta de una estructura tubular irregular de 0.2 - 0.3 cm de grosor, en color blanco y
pardo claro. El contexto es de color pardo y de estructura cavernosa, facilmente rompible. En el
himenio se contabilizé un promedio de 5 - 6 poros de forma irregular por milimetro.

A pesar de que GU - 1 cuenta con varias caracteristicas similares a G. lucidum, se categorizd
como Ganoderma cf. meredithae por su superficie cremosa y habito de crecimiento plumoso en PDA
(Adaskaveg y Gilbertson, 1988). También se menciona que el nimero de poros por mm de G.
meredithae es de cuatro a seis (Adaskaveg y Gilbertson, 1988), mientras que para las especies G.
lingzhiy G. lucidum el nUmero de poros es menor (Hapuarachchi et al., 2019). Ademas, las especies
de G. curtisii y G. meredithae han reportado distribucidn en paises de la regién como Costa Rica

(Salazar, 2014).



Figura 5

Caracteres macroscopicos del hongo GU - 1

AN SN,
Nota. a) vista apical. b) vista frontal. c) superficie del pileo. d) contexto. e) capa tubular en zona madura. f) capa tubular en zona de

desarrollo. g) poros del himenio. h) referencia de tamafio para los poros.
Figura 6

Vista microscdpica de las esporas del hongo GU - 1 (unidades en micras)
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El hongo GU - 2 es un ejemplar maduro de crecimiento sésil, de forma semicircular y margen
decurvado, fue hallado creciendo en el tallo de un arbol de roble (Quercus sp.). Presenta un color vino
tinto oscuro de brillo mate en el pileo y pardo claro en el himenio (Figura 7). La consistencia duray la
superficie se siente rugosa al tacto. El contexto es color castafio, con estructuras cavernosas y
facilmente rompibles. El basidiocarpo de GU - 2 tuvo un grosor de 0.6 - 1.1 cm, abarcando la mayoria
de la estructura interna del pileo. Se contabilizé6 un promedio de 4 - 6 poros por mm. Las esporas
presentan forma ovalada alargada con una dimensién promedio de 27 x 11 um (Figura 8). El olor de
esta seta es ligeramente maderable pero desagradable.

La seta GU - 2 coincide en caracteristicas relacionadas a G. resinaceum por la superficie
concava del pileo, margen redondeado, poros circulares (2 - 6 por mm) y contexto marrén claro
(Mohanty et al., 2011). También, se sembraron esporas de este hongo en PDA, de donde se obtuvo
micelio que al principio era blanco y luego adquirié un color mdas cremoso (Anexo D); similar a lo
reportado por Mohanty et al. (2011). Es preciso sefialar que, aunque G. resinaceum difiere de GU - 1
en que este Ultimo no tiene superficie lacada, este género de hongos puede perder el brillo en
especimenes maduros. Cabe mencionar que cinco meses después se encontré una seta con
caracteristicas de G. curtisii, pero la resina observada debajo del espécimen y el margen delgado
(Anexo D) denotan que podria tratarse de G. resinaceum. En especies lacadas del género, esta capa
externa se denomina cuticula y estd compuesta por células terminales claviformes o cilindricas
responsables de secretar la sustancia que les da brillo, sin embargo, esta cuticula puede llegar a ser
mas delgada segun la madurez y asi llegar a desprenderse (Torres-Torres y Guzman-Davalos, 2005).
Por tanto, este hongo se catalogd como Ganoderma cf. resinaceum. Este tipo de hongos tiene

presencia en América y también puede ser conocido como G. orstedii (Salazar, 2014).



Figura 7

Caracteres macroscopicos del hongo GU - 2

Nota. a) vista apical. b) vista desde abajo. c) contexto. d) capa tubular. e) poros del himenio. f) referencia de tamafio para los poros.
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Figura 8

Vision microscdpica de las esporas del hongo GU - 2 (unidades en micras)

Tras analizar y clasificar individualmente a cada ejemplar, se pudo reconocer algunas
caracteristicas frecuentes, que pueden ser pauta para el reconocimiento del género. Las
caracteristicas que coincidieron en todas las setas son las referentes al crecimiento en sustrato
lignicola; superficie del himenio porosa en colores blanco cremoso, amarillento o pardo; margen del
pileo tuberculado; forma del pileo convexo o plano-convexo y cuerpo fructifero seco en humedad.
Ganoderma spp. es un género de hongos heterdtrofos que cuentan con enzimas degradantes de
lignina, por lo cual, se desarrollan en arboles de los cuales obtienen los nutrientes del floema y xilema
(Du et al., 2019). Estos hongos presentan una superficie de poros inicialmente blanca o crema que se
vuelve marrén conforme madura (Du et al., 2019).

En cuanto a color, se coincide en que el pileo puede ser blanco amarillento, marrén claro,
amarillento o rojizo, marrén rojizo oscuro y negro (Du et al., 2019). Adicional, puede tener surcos
radiales o zonas concéntricas, ademas de una forma flabeliforme, semicircular u otras formas

irregulares (Du et al., 2019), tal como el de los ejemplares hallados. El brillo, que fue mate opaco para
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tres especies y lustroso para las otras dos, se relaciona a las dos subclasificaciones del género:
Ganoderma vy Elfvingia, los cuales se reconocen por presentar una cubierta lacada y no lacada,
respectivamente (Suarez-Medellin et al., 2012). También, se menciona que el pileo puede tener surcos
radiales o zonas concéntricas, ademas de una forma flabeliforme, semicircular u otras formas
irregulares (Du et al., 2019), lo cual coincide con la de los ejemplares.

El contexto fue sélido para ejemplares encontrados en el campus central y cavernoso para los
de Uyuca, lo cual podria estar relacionado al estado de madurez. El color de este fue
predominantemente pardo, castafio y blanco para GC - 1, lo cual es igual a lo reportado por Du et al.
(2019). En donde también se menciona que el contexto puede tener una o varias capas o lineas de
quitina. Adicional, estos autores refieren que el género puede constar o no de un estipite, siendo que

la fijacidn del estipite puede variar de lateral a casi central.

Preparacion de Medio GSM Modificado en LFDIMZ

Para el aislamiento del micelio de hongos Ganoderma spp. se modificé la composicidon quimica
del medio GSM preparado en el LFDIMZ (Cuadro 4). Este medio fue adaptado a los recursos y
necesidades del estudio. Siendo asi que no se utilizd sulfato de estreptomicina, el cual es un
bactericida, tampoco se aplicé ridomil o benlate, que se utilizan como fungicidas. En su lugar, se

agregd 1.5 mL de gentamicina para la preparacion de 1 L de medio GSM modificado.



Cuadro 4

Composicion quimica de GSM modificado por Ldpez y Ponce
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Ingredientes Cantidad
Parte A
Bacto-Pectona (g) 5
Agar (g) 20
Fosfato dipotasico (K2HPO4) (g) 0.5
Agua destilada (mL) 874.5
Parte B
Cloranfenicol (g) 0.1
Etanol 95% (mL) 20
Acido lactico al 50% (mL) 2
Acido tanico (g) 1.25
Gentamicina (mL) 1.5
Agua destilada (mL) 75.15

Con el medio GSM elaborado se obtuvo un crecimiento micelial de Ganoderma sp. libre de

contaminacién provocada por Trichoderma sp., siendo este hongo el mayor causante de

contaminacion de Ganoderma en ensayos previos (Anexo F). Trichoderma spp. habita suelos agricolas

y naturales, es muy resistente y capaz de colonizar rapidamente los sustratos disponibles (Samaniego-

Fernandez et al., 2018). Al sembrar Ganoderma sp. en GSM modificado se aprecié un halo marrén

(provocado por la reaccidn especifica con acido tanico) alrededor del explante o espora (Figura 9), lo

gue indica un buen aislamiento del hongo en el medio selectivo preparado (Amanda y Prakoso, 2018).

Estos mismos autores demuestran que el micelio no crece de forma normal sobre el GSM por el

contenido de componentes antifiingicos y antibacteriales que este posee.
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Figura 9
Crecimiento anverso (izquierda) y reverso(derecha) de Ganoderma sp. a los diez dias de sembrado en

medio GSM modificado por Ldpez y Ponce, elaborado en LFDIMZ

Al transferir un indculo de Ganoderma sp. del medio GSM modificado al medio PDA, se
observd un crecimiento mas rapido de las hifas. Al cabo de siete dias, se alcanzé su desarrollo miceliar
en toda el area disponible de la placa Petri (Figura 10). Tras realizar las repeticiones de siembras de
Ganoderma sp. en ambos medios, se determind que las hifas en GSM modificado casi duplican el

tiempo de crecimiento en comparacién al tiempo que le toma desarrollarse en PDA (Figura 11).
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Figura 10

Crecimiento anverso (izquierda) y reverso (derecha) de Ganoderma sp. en PDA, a los siete dias de

sembrado

Figura 11

Comparacion del crecimiento de Ganoderma sp. en medio GSM modificado y PDA
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Pruebas de Antagonismo con Hongos Fitopatdgenos

Al realizar las pruebas de antagonismo, se obtuvieron los valores de PICR para cada
enfrentamiento referenciando los resultados de la interaccidn en cultivo dual (Anexo N) y en cultivos
control de fitopatdgenos (Anexo G-M). Al confrontarse Fusarium sp. con el aislamiento de Ganoderma

sp. (Figura 12), se obtuvo un valor medio de PICR del 28% al octavo dia (Cuadro 5) que indica un bajo
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efecto de antibiosis sobre el fitopatdgeno. Siendo similar a lo reportado por Nifio (2010), en donde
Ganoderma sp. no presentd ninguna inhibicidén hacia aislamientos de Fusarium sp. Esto puede deberse
a que este Ultimo posee metabolitos secundarios de gran resistencia como tricotecenos, fumonisinas
y micotoxinas que son muy dificiles de inhibir por parte de los metabolitos producidos por el hongo

Ganoderma sp.

Cuadro 5

Interaccion diaria entre el Ganoderma sp. y Fusarium sp.

i Dias
Medicion
1 2 3 4 5 6 7 8
R1 (cm) 0.40 0.85 1.45 2.10 2.60 3.05 3.50 3.75
R2 (cm) 0.35 0.83 1.50 1.90 2.25 2.33 2.62 2.70
PICR 13% 2% -3% 10% 13% 23% 25% 28%

Nota. R1: Radio del patégeno en placa control, R2: Radio del patégeno en enfrentamiento, PICR: Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento

Radial
Figura 12
Secuencia del cultivo de confrontacion directa en medio PDA entre el hongo fitopatdgeno Fusarium

sp. (izquierda) y Ganoderma sp.
2 dias 4 dias

Vista anverso

Vista reverso



38

Los resultados obtenidos en el antagonismo contra Rhizopus sp. (Figura 13) presentaron un
PICR del 68% a los ocho dias de establecer el cultivo dual con Ganoderma sp. (Cuadro 6). No se
encontraron pruebas del antagonismo entre estos hongos, sin embargo, se menciona que Rhizopus
stolonifer puede afectar cultivos de G. lucidum (Jiang, 2000). También, se sugiere que bacterias
aisladas del tejido foliar y fruto de Duchesnea indica son capaces de servir como controlador de R.

stolonifer, con PICR entre 45.5% y 73.2% (Plascencia-Tenorio et al., 2012).

Cuadro 6

Interaccion diaria entre Ganoderma sp. y Rhizopus sp.

Medicién Dias
1 2 3 4 5 6 7 8

R1 (cm) 0.35 0.65 0.90 1.10 1.30 1.60 1.75 1.75

R2 (cm) 0.32 0.67 0.90 1.07 1.27 1.42 1.07 0.57

PICR 10% -3% 0% 3% 3% 11% 39% 68%
Nota. R1: Radio del patégeno en placa control, R2: Radio del patégeno en enfrentamiento, PICR: Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento
Radial
Figura 13

Secuencia del cultivo de confrontacion directa en medio PDA entre el hongo fitopatégeno Rhizopus

sp. (izquierda) y Ganoderma sp.
2 dias 4 dias 6 dias

Vista anverso

Vista reverso
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En la confrontacion entre Pestalotia sp. con el aislamiento de Ganoderma sp. (Figura 14), se
obtuvo un valor medio de PICR del 26% al octavo dia (Cuadro 7). Esto indica un bajo efecto inhibitorio
sobre el hongo fitopatdgeno. Aunque no se han reportado estudios del antagonismo con Ganoderma
spp., se ha evaluado el antagonismos de Trichoderma sp. contra Pestalotia palmari reportando un
PICR de 50% (Montoya, 2019). Lo cual deja abierto la posibilidad de seguir realizando estudios
antibidticos contra este patdgeno, ya que, las cepas encontradas de Ganoderma spp. contenian

esporas de Trichoderma sp. en su medio natural.

Cuadro 7

Interaccion diaria entre Ganoderma sp. y Pestalotia sp.

Dias
Medicién
1 2 3 4 5 6 7 8
R1 (cm) 0.50 1.50 2.10 2.60 3.15 3.50 3.80 4.10
R2 (cm) 0.45 1.30 1.97 2.40 2.82 2.95 3.02 3.02
PICR 10% 13% 6% 8% 11% 16% 21% 26%

Nota. R1: Radio del patdgeno en placa control, R2: Radio del patégeno en enfrentamiento, PICR: Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento

Radial
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Figura 14
Secuencia del cultivo de confrontacion directa en medio PDA entre el hongo fitopatdgeno Pestalotia

sp. (izquierda) y Ganoderma sp.

4 dias 8 dias

Vista anverso

Vista reverso

Al octavo dia de enfrentamiento se obtuvo un valor medio de PICR del 24% para el hongo
fitopatégeno Curvularia sp. (Cuadro 8). Siendo poca la inhibicién provocada por Ganoderma sp., pero
observando micoparasitismo por parte de este ultimo (Figura 15). Lo que coincide con el registro de
inhibicion del 48.8% (prueba con filtrado liquido) y 10.9% (prueba con biomasa) de Ganoderma sp.

contra Curvularia clavata (Palacios et al., 2011).

Cuadro 8

Interaccion diaria entre Ganoderma sp. y Curvularia sp.

Dias
Medicion
1 2 3 4 5 6 7 8
R1 (cm) 0.55 1.10 1.75 2.30 2.80 3.30 3.40 3.60
R2 (cm) 0.42 1.03 1.73 2.10 2.50 2.72 2.73 2.75
PICR 24% 6% 1% 9% 11% 18% 20% 24%

Nota. R1: Radio del patégeno en placa control, R2: Radio del patégeno en enfrentamiento, PICR: Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento

Radial
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Figura 15
Secuencia del cultivo de confrontacion directa en medio PDA entre el hongo fitopatdgeno Curvularia

sp. (izquierda) y Ganoderma sp.

2 dias

Vista reverso

Al confrontar Ganoderma sp. contra Lasiodiplodia sp., se encontraron valores muy bajos del
2% indicando la casi nula inhibicidn del fitopatégeno (Cuadro 9). Cabe mencionar que, Lasiodiplodia
sp. tuvo un crecimiento micelial muy rapido, siendo que a los cuatro dias alcanzé el micelio de
Ganoderma (Figura 16). Otro estudio demuestra que Lasiodiplodia pseudotheobromae puede ser
invasivo en PDA, en donde los porcentajes de inhibicidn por parte de bacterias quitinoliticas fueron
bajos (< 22%) (Bahar et al., 2021). Un buen antagonista contra Lasiodiplodia theobromae pueden ser
ciertas cepas de actinomicetos, las cuales muestran porcentajes de inhibicion arriba del 84% (Polanco-
Floridn et al., 2020). No se encontrd ningun estudio en donde se investigue el antagonismo de este

fitopatdgeno con respecto a Ganoderma.
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Cuadro 9

Interaccion diaria entre Ganoderma sp. y Lasiodiplodia sp.

Dias
Medicién
1 2 3 4 5 6 7 8

R1 (cm) 1.90 4.20 4.20 4.20 4.20 4.20 4.20 4.20

R2 (cm) 1.30 1.75 3.85 3.97 4.00 4.02 4.07 4.10

PICR 32% 58% 8% 6% 5% 4% 3% 2%
Nota. R1: Radio del patégeno en placa control, R2: Radio del patégeno en enfrentamiento, PICR: Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento
Radial
Figura 16

Secuencia del cultivo de confrontacion directa en medio PDA entre el hongo fitopatdgeno

Lasiodiplodia sp. (izquierda) y Ganoderma sp.

2 dias 3 dias 4 dias

6 dias 8 dias

Vista anverso



43

2 dias 3 dias

5 dias 6 dias 8 dias

Vista reverso

En la confrontacién con Penicillium sp., se registré un PICR de 37.2% al octavo dia del cultivo
(Cuadro 10). Ademads, se muestra micoparasitismo por parte de Ganoderma sp. (Figura 17). No se
reportan estudios de pruebas antagdnicas entre estos dos hongos. Sin embargo, se han realizado
confrontaciones entre Trichoderma sp. y Penicillium sp. En donde, con un PICR > 40% y grado cuatro
en la escala de Bell et al. (1982), se determina que Trichoderma sp. puede ser utilizado como

biocontrol de este patdgeno (Astorga-Quirds et al., 2014).

Cuadro 10

Interaccion diaria entre Ganoderma sp. y Penicillium sp.

Dias
Medicién
1 2 3 4 5 6 7 8
R1 (cm) 0.20 0.48 0.58 0.68 0.98 1.15 1.28 1.38
R2 (cm) 0.28 0.45 0.77 0.78 0.90 0.93 0.93 0.87
PICR -42% 5% -33% -16% 8% 19% 27% 37.20%

Nota. R1: Radio del patégeno en placa control, R2: Radio del patégeno en enfrentamiento, PICR: Porcentaje de Inhibicion del Crecimiento

Radial
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Figura 17
Secuencia del cultivo de confrontacion directa en medio PDA entre el hongo fitopatdgeno Penicillium

sp. (izquierda) y Ganoderma sp.

2 dias 4 dias 6 dias

Vista frontal

Vista trasera

De las pruebas antagdnicas entre Ganoderma sp. y el hongo fitopatdégeno Aspergillus sp., se
obtuvo un porcentaje de 34% de inhibicidn al quinto dia, pero a medida que Aspergillus sp. fue
creciendo el PICR fue disminuyendo hasta llegar a 27% el octavo dia (Cuadro 11). Ademas, el patégeno
mostré capacidad invasiva sobre Ganoderma sp. (Figura 18), dejando en evidencia la poca capacidad
antibidtica contra esta cepa. En Aspergillus sp. de origen animal y humano se han reportado PICR de
23.78 y > 10%, respectivamente, por parte de G. lucidum (Rodriguez, 2010). Sin embargo, las
concentraciones inhibitorias minimas contra diferentes especies de Aspergillus (A. fumigates, A.
flavus, A. niger, A. terreus) fueron mas bajas en los extractos de Ganoderma sp., en comparacion con

tres fungicidas comerciales (Chandrasekaran et al., 2018).
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Cuadro 11

Interaccion diaria entre Ganoderma sp. y Aspergillus sp.

Dias
Medicién
1 2 3 4 5 6 7 8

R1 (cm) 0.50 1.40 2.20 3.00 4.10 4.20 4.20 4.20

R2 (cm) 0.37 1.28 1.93 2.20 2.72 2.83 2.98 3.07

PICR 27% 8% 12% 27% 34% 33% 29% 27%
Nota. R1: Radio del patégeno en placa control, R2: Radio del patégeno en enfrentamiento, PICR: Porcentaje de Inhibicién del Crecimiento
Radial
Figura 18

Secuencia del cultivo de confrontacion directa en medio PDA entre el hongo fitopatdgeno Aspergillus

sp. (izquierda) y Ganoderma sp.

2 dias 4 dias

Vista reverso

Vista anverso

Se pudo notar la variacién en el PICR diario al evaluar la interaccion en el comportamiento de
los hongos fitopatdgenos frente a Ganoderma sp. en las placas de cultivos duales (Figura 19). Con
Rhizopus sp. se tuvo el mayor PICR (67.62%), seguido de Penicillium sp. (37%); en ambos hubo un
crecimiento mucho mas rapido por parte del antagonista en comparacién con el patégeno. Esta

cualidad es de beneficio en el tratamiento preventivo de enfermedades fitopatdgenas (Fernandez y
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Sudrez, 2009). Fusarium sp. (23%), Curvularia sp. (18%) y Pestalotia sp. (26%) tuvieron un
comportamiento similar. La mayoria de los hongos fitopatdégenos presentd su pico maximo de
inhibicién a los 8 dias, siendo las excepciones Lasiodiplodia sp. al cuarto dia y Aspergillus sp. al quinto
dia. Sin embargo, para el caso de esto dos ultimos hubo una disminucién en la inhibiciéon hasta el
octavo dia. Con Lasiodiplodia sp. se obtuvo un maximo de 8% y un 2% al estabilizarse, debido a que el
fitopatdgeno cubrid la placa en cuatro dias deteniendo el crecimiento de Ganoderma sp. Finalmente,
Aspergillus sp. logré un 34% de PICR en su pico y luego retornd a 27%, pudiendo deberse a que desde

el quinto dia ya presentaba micoparasitismo sobre Ganoderma sp.

Figura 19

Interaccion medida en PICR por parte de los hongos fitopatogenos frente a Ganoderma sp.
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De las pruebas de antagonismo realizadas contra hongos fitopatdgenos, los resultados de
MICMO fueron notorios al octavo dia, periodo en el cual ya se estabilizaron ambas colonias (Cuadro
12). En cultivos contra Lasiodiplodia sp. y Aspergillus sp., se registré un grado de cero, evidenciando
gue no hubo invasion de Ganoderma sp., sino del fitopatdgeno contra el antagonista. La razén de
dicho comportamiento puede deberse al acelerado crecimiento de Lasiodiplodia sp. y répida
esporulacidon de Aspergillus sp. El mayor antagonismo de Ganoderma sp. fue sobre las colonias de

Rhizopus sp. y Penicillium sp., en las que se obtuvo un grado de tres, lo que demuestra la invasion total
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de una colonia sobre otra. Sin embargo, no se registré ninguna valoracion de cuatro debido a que no
se observd esporulacién de Ganoderma sp. en ningln enfrentamiento. De hecho, Ganoderma sp. no
presentd esporulacion en ninguna de los montajes realizados en el estudio. Esto se puede deber a que
algunos hongos requieren una combinacién de luz, temperatura y pH dptimo para esporular distinto

al empleado para el crecimiento del micelio (Curvelo y Rojas, 2010).

Cuadro 12

Evaluacion de MICMO entre Ganoderma sp. y hongos fitopatdgenos usando la escala de Bell

Grado Fitopatdgeno enfrentado

Fusarium sp.

Rhizopus sp.

Pestalotia sp.

Curvularia sp.
Lasiodiplodia sp.

Penicillium sp.

0 Aspergillus sp.
Nota. Escala tomada de Bell et al. (1982).

W O NRFkE WE

Pruebas de Antagonismo con Bacterias Entéricas

En los ensayos para determinar el medio de cultivo apto para el desarrollo de bacterias
entéricas y el hongo Ganoderma sp., se encontré que el medio AN permite el desarrollo de ambos. El
medio Agar MacConckey fue ideal para el desarrollo de las bacterias, mostrando un color rosa intenso
al aislar E. coli y color beige o ambar traslucido con S. typhimurium (Anexo O), corroborando la
efectividad de la inoculacién (Microgen Ltda, 2021). Sin embargo, Ganoderma sp. no se desarrollé en
este debido a que el medio contiene cristal violeta que inhibe el crecimiento de hongos y bacterias
grampositivas (Barrero, 2016).

Las metodologias aplicadas por Bivi et al. (2009) y Slama et al. (2019) no fueron consideradas
para el reporte de resultados puesto que los hallazgos no fueron concluyentes. En ambos casos se
encontré que el micelio de Ganoderma sp. se extendia por debajo de las colonias de bacterias

sembradas, por lo que, no fue posible evaluar algun grado de interaccién entre los microorganismos.
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En cuanto a la determinacion de antibiosis con el extracto de Ganoderma sp., tanto en las
metodologias donde sélo se impregnd el disco y donde se realizaron los pozos con sacabocado, los
resultados obtenidos no fueron consistentes en las repeticiones, mostrando nula formacién de halos
o habiendo una minima inhibicién de manera muy irregular.

Por otra parte, en la metodologia donde se aplicd calor para eliminar el solvente y se dejaron
sumergidos los discos por 24 horas, se obtuvieron resultados consistentes. En ambos casos, las placas
testigo produjeron halos de 10 mm de didmetro, siendo mucho mds clara para S. typhimurium que E.
coli. Los resultados obtenido en esta metodologia se deben a que el etanol, solvente utilizado, es capaz
de liberar la sustancia antagdnica del hongo (triterpenos), mientras que el agua de la solucién es
necesaria para que los metabolitos solubles puedan trabajar en sinergismo con la sustancia inhibitoria
(Segovia, 2017). Sin embargo, a este nivel de concentracién, los compuestos activos de Ganoderma
sp. tienen un efecto intermedio sobre la enterobacteria por lo que los halos podrian ser irregulares.

Otra forma en la que se pudiera ver el efecto antimicrobiano de Ganoderma sp. es mediante
pruebas con extracto del micelio, como lo realizado por Kamble et al. (2011) donde se probaron
solventes como metanol, acetona, cloroformo y medio acuoso para elaborar extracto de G. lucidum.
También, se han elaborado estudios in vivo donde se evalud extracto de G. lucidum a base de agua
caliente y etanol sobre ratones a una concentracidon de 2 mg/ratén, protegiéndolos de la infeccion
letal de E. coli, previamente inoculado en los animales (Ohno et al., 1998).

Al evaluarse la actividad antibacteriana del extracto de Ganoderma sp. contra E. coli no hubo
formacidn de halos de inhibicion (Figura 20). Por lo que, la cepa de E. coli ATCC® 51813 muestra
resistencia de acuerdo con la metodologia empleada. Por el contrario, mostré sensibilidad ante los
antibioticos ampicilina 20 pg y amoxicilina con acido clavuldnico 30 pg al formar un halo de 20 y 18
mm respectivamente. Este resultado compatible a la cepa de E. coli ATCC® 25922 que se reporta
sensible ante ampicilina 10 pg y amoxicilina/acido clavulanico 20/10 pg con didametros en los halos de

inhibicién mayores a 17 y 18 mm respectivamente (Rodriguez et al., 2000).
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Figura 20

Antibiogramas realizados para la bacteria E. coli

e Gl 3 s > -
Nota. a) Resultado con extracto de Ganoderma con 24 horas de reposo. b) Sensidisco de ampicilina 20 pug en AN. c) Sensidisco de

amoxicilina con acido clavuldnico 30 ug en MH.

Los resultados obtenidos difieren de los reportados por Segovia (2017), en donde se probaron
extractos etandlicos con concentraciones de 50, 75 y 100% contra Escherichia coli ATCC® 9637. En
este, la concentracidon con mayor efecto antimicrobiano fue extracto etandlico 50% de G. lucidum
(16.76 mm). La diferencia a lo obtenido puede ser causada por un menor tiempo de reposo con el
solvente. También, se encontré que el extracto acuoso de G. lucidum puede ser mas potente que un
extracto a base de metanol, al ser evaluado contra E. coli y otras bacterias (Ofodile y Bikomo, 2008).
Siendo que G. lucidum contiene triterpenoides y polisacaridos que son los principales compuestos
farmacoldgicamente activos que ejecutan propiedades antimicrobianas sobre E. coli (Segovia, 2017).

Al enfrentar S. typhimurium con el extracto de Ganoderma sp. por el método de difusién con
disco se encontré un halo de inhibicién promedio de 12.6 mm (Anexo Q), pudiéndose catalogar como
de alta resistencia al observar los valores mostrados para otras cepas en Rodriguez et al. (2000). El
resultado obtenido fue 1.9 veces menor a los halos observados con los antibidticos comerciales (Figura
21). Los resultados con ampicilina 20 pug y amoxicilina con acido clavulanico 30 pg mostraron inhibicion
a través de halos de 24 y 23 mm respectivamente, pudiéndose catalogar la cepa de Salmonella
typhimurium ATCC® 14028 como sensible a estos antibidticos considerando los valores para esta

categoria en otras cepas (Rodriguez et al., 2000).
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Figura 21

Antibiogramas realizados para la bacteria S. typhimurium

Nota. a) Resultado con extracto de Ganoderma con 24 horas de reposo. b) Sensidisco de ampicilina 20 pug en AN. c) Sensidisco de amoxicilina

con &cido clavuldnico 30 pug en MH.

Ganoderma lucidum es la Unica especie del género con la cual se encontré que han realizado
evaluaciones contra S. typhimurium. El extracto metandlico de G. lucidum mostré actividad
antimutagénica significativa (P <0.001) contra mutantes de histidina de las cepas de S. typhimurium,
TA98, TA100 y TA102 (Lakshmi et al., 2006). Se ha mostrado que caldo de cultivo sumergido de G.
lucidum a partir de una concentraciéon de 50 pL (5% del volumen total en el medio de cultivo
bacteriano) tiene efectividad sobre cepas de Salmonella resistentes a Estreptomicina (Barajas, 2015).
El extracto de G. lucidum en acetona con concentracion de 40 pg/mL puede resultar inhibitorio contra
S. typhi, presentando una zona de inhibiciéon de 20.60 mm (Sadaf et al., 2010).

Asimismo, se demostrd que G. lucidum puede ser consumido como fuente antimicrobiana,
luego de realizarse pruebas inhibitorias contra E. coli, S. aureus, E. faecalis, entre otras bacterias en
medio Muller Hinton Broth, comparando los resultados con los antibiéticos Amikacina, Ampicilina y
Ciprofloxacina (Bal, 2019). Otra especie que mostré tener compuestos bioactivos contra E. coli y S.
aureus es G. applanatum, el cual fue evaluado mediante un método de agar de difusién en disco

(Muhsin et al., 2011).
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Conclusiones

Se reconoce en las setas encontradas en la EAP Zamorano caracteristicas tipicas del género
Ganoderma: sustrato, humedad, himenio, brillo y gama de colores. Sin embargo, debido a Ia
plasticidad fenotipica y naturaleza pleomérfica del género, el reconocimiento taxondmico a través de
la descripciéon de sus caracteres macroscépicos solo sera tentativo. Aun asi, es posible sugerir la
especie para setas encontradas que coincidan con las caracteristicas morfoldgicas reportadas en
literatura, haciendo uso de la abreviatura cf. para indicar la similitud.

El medio GSM modificado preparado en el LFDIMZ permite aislar micelio de Ganoderma sp.
recolectado en estado silvestre. El medio es eficaz en la inhibicién de Trichoderma sp., sin embargo,
permite el desarrollo de otros microorganismos no identificados, quedando susceptible a
contaminacién si no se toman las medidas asépticas adecuadas.

Ganoderma sp. contiene propiedades antifungicas contra Rhizopus sp. y Penicillium sp.
conforme al andlisis de PICR y escala para MICMO. Con otros hongos fitopatdgenos, este género de
hongos puede convivir en competencia por espacio y nutrientes, siendo Lasiodiplodia sp. y Aspergillus
sp. los hongos por los cuales podria llegar a ser invadido.

La metodologia que se selecciond para la determinacidon de propiedades antibacterianas
interfiere en los resultados alcanzados. El uso de extractos de Ganoderma sp. es adecuado para
realizar dichas pruebas debido a la diferencia en requerimientos para el crecimiento entre bacterias y
hongos. Sin embargo, los resultados varian segln el método de extraccion, solvente utilizado y
concentracién. Por medio de la metodologia aplicada, Ganoderma sp. contiene propiedades

antibidticas contra S. typhimurium pero no contra E. coli.
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Recomendaciones

Aplicar técnicas de reconocimiento molecular y caracterizacidén de estructuras microscopicas
para la identificacién de Ganoderma spp. a nivel de especie. Misma que no se incluyd en el estudio
por quedar fuera de su alcance.

Ensayar la adicidn y remocién de componentes y sus cantidades para lograr la eficiencia y
eficacia de GSM en el aislamiento de otras especies de Ganoderma spp. Asegurando asi que el medio
resultante sirva para otros estudios de anadlisis y experimentacién con este tipo de hongos de interés
al area de biotecnologia vegetal y animal.

Realizar estudios moleculares para la identificaciéon de metabolitos presentes en Ganoderma
sp. para la identificacién de cuales son los componentes activos que inhiben a los fitopatdgenos. Esto
resulta atil para futuras aplicaciones de bioprospeccidn tal como el planteamiento de un sustituto
natural a la industria de los antiflngicos.

Emplear metodologias para la extraccidn de sustancias activas presentes en Ganoderma sp. y
utilizarlo en el montaje de antibiogramas contra bacterias entéricas para la determinacién de
propiedades antibacterianas.

Demostradas las cualidades de este género de hongos, desarrollar productos antibidticos a
base de Ganoderma sp. para la implementacidn en dietas de granjas pecuarias como alternativa a los

antibidticos comerciales.
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Anexos

Anexo A

Seta del hongo del género Ganoderma sp. (GC - 1)
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Encontrado en campus central de Zamorano, 14°00'46.8"N 87°00'12.9"W.



Anexo B

Seta del hongo del género Ganoderma sp. (GC - 2)

Encontrado en campus central de Zamorano, 14°00'44.3"N 87°00'31.4"W:
a) seta en desarrollo.

b) seta madura.
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Anexo C

Setas del hongo del género Ganoderma sp. (GC - 3)

Encontrados en campus central de Zamorano:
a) seta madura. b) seta en desarrollo (14°00'27.0"N 87°00'26.6")

c) seta madura (14°00'14.1"N 86°59'23.4"W)
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Anexo D

Seta del hongo del género Ganoderma sp. (GU - 2)

Encontrado en la Reserva Bioldgica Uyuca, Honduras:

v" Seta madura (2 fotos de arriba).

v/ Seta encontrada 5 meses después en el mismo arbol de roble (fotos abajo).
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Anexo E

Micelio en PDA de Ganoderma sp. (GU - 2) encontrado en la Reserva Biolégica Uyuca, Honduras

2 dias 7 dias
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Anexo F

Contaminacion por Trichoderma sp. en cultivo de Ganoderma sp.
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2 dias

Anexo G

Placa control del hongo fitopatégeno Fusarium sp.

4 dias

Vista frontal

Vista trasers

6 dias
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2 dias

Anexo H

Placa control del hongo fitopatégeno Rhizopus sp.

4 dias & dias 8 dias

Vista frantal

Vista trasera
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2 dias

Anexo |
Placa control del hongo fitopatégeno Pestalotia sp.

4 dias

Vista frontal

-

Vista trasera

6 dias
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Anexo )

Placa control del hongo fitopatégeno Curvularia sp.

4 dias

Vista trasera
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2 dias

Anexo K

Placa control del hongo fitopatégeno Lasiodiplodia sp.

3 dias 4 dias b dias

Vista frontal

Vista trasera

7 dias
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Anexo L

Placa control del hongo fitopatdgeno Penicillium sp.

4 dias 6 dias

Vista trasera

8 dias
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2 dias

Anexo M

Placa control del hongo fitopatégeno Aspergillus sp.

4 dias 6 dias

Vista frontal

Vista trasera

8 dias
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Anexo N
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Variacidn entre repeticiones de las mediciones de radio (cm) de hongos fitopatdgenos en los cultivos

duales
Dias
Fitopatdgenos
1 2 3 4 5 6 7 8

Fusarium sp. 1 0.4 0.7 0.9 11 13 1.4 1 0.5
Fusarium sp. 2 0.3 0.7 0.9 1.1 1.3 1.5 1.2 0.6
Fusarium sp. 3 0.3 0.7 0.9 1 1.2 1.4 0.6
Rhizopus sp. 1 0.4 0.7 0.9 1.1 1.3 1.4 0.5
Rhizopus sp. 2 0.3 0.7 0.9 11 13 1.5 1.2 0.6
Rhizopus sp. 3 0.3 0.7 0.9 1 1.2 1.4 0.6
Pestalotia sp. 1 0.5 1.3 1.8 2.3 2.8 3 3 3

Pestalotia sp. 2 0.5 14 2 2.5 2.8 2.9 2.9 2.9
Pestalotia sp. 3 0.4 1.2 2.1 2.4 29 3 3.2 3.2
Curvularia sp. 1 0.4 1.1 1.7 2.3 2.5 2.8 2.9 2.9
Curvularia sp. 2 0.4 0.9 1.6 1.9 2.5 2.6 2.6 2.6
Curvularia sp. 3 0.5 1.1 1.9 2.1 2.5 2.8 2.8 2.8
Lasiodiplodia sp. 1 1.4 1.8 3.8 4.1 4.1 4.1 4.1 4.2
Lasiodiplodia sp. 2 1.3 1.7 3.9 3.8 3.9 3.9 4 4

Lasiodiplodia sp. 3 1.3 1.8 3.9 4 4.1 4.1 4.1 4.1
Penicillium sp. 1 0.3 0.4 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 0.6
Penicillium sp. 2 0.3 0.5 0.8 0.8 0.9 11 11 0.9
Penicillium sp. 3 0.3 0.5 0.8 0.9 11 1.1 1.1 1.1
Aspergillus sp. 1 0.4 1.3 1.7 1.7 2 2.2 2.2 23
Aspergillus sp. 2 0.4 1.3 2 2.5 3.1 3.1 3.3 3.4
Aspergillus sp. 3 0.4 1.3 2.1 24 3.1 3.2 3.5 3.5




Anexo O

Bacterias en medio MacConkey: Escherichia coli (arriba) y Salmonella typhimurium (abajo)
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Anexo P

Bacterias en medio Agar Nutriente: Escherichia coli (arriba) y Salmonella typhimurium (abajo)
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Anexo Q
Variacidn entre repeticiones de las mediciones del halo de inhibicion (cm) al enfrentar Salmonella

typhimurium contra extracto etandlico al 50% de Ganoderma sp.

Bacteria Halo de inhibicién (cm)
S. typhimurium 1 1.6
S. typhimurium 2 1.2
S. typhimurium 3 1.3
S. typhimurium 4 13

S. typhimurium 5 0.9




