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DIVERSIDAD DE LOS RECURSOS GENETICOS MEXICANOS DEL HONGO
FUNCIONAL GANODERMA (FUNGI, GANODERMATACEAE), CONOCIDO COMO
REISHI EN LOS MERCADOS INTERNACIONALES, Y SU RELEVANCIA PARA EL
DESARROLLO REGIONAL

Isaac Tello Salgado
Colegio de Postgraduados, Campus Puebla, 2010

Actualmente se estudia la capacidad funcional a nivel molecular de los hongos
basidiomicetos como modificadores de la respuesta bioldgica, dada la efectividad de los
productos examinados de activar al sistema inmunolédgico, sin embargo, el origen geografico
de estos recursos, principalmente son asiaticos y europeos. Ganoderma es reconocido por su
eficiente actividad en el tratamiento de varias enfermedades, principalmente las
anticancerigenas y antitumorales, crece de manera silvestre en el area central de México, una
de las mas importantes, debido a la convergencia de las regiones Neartica y Neotropical, lo
cual da como resultado un amplia diversidad de recursos genéticos. En la presente
investigacion se aislaron 66 cepas del género Ganoderma producto de los recorridos a los
Estados de Morelos, Puebla, México, Guerrero y Veracruz. Se obtuvieron 12 grupos
representativos, identificados por sus caracteristicas morfologicas. Al analizar los datos
obtenidos a partir de las regiones ITS-1 e ITS-4 y la secuencia consenso, se obtuvo su
filogenia, identificando 7 grupos pertenecientes al género Ganoderma, los cuales mostraron
valores de diferencias nucleotidicas y distancias genéticas mayores a 6 y 0.020%,
respectivamente. Dentro del género Ganoderma se identifico a G. lucidum, subgénero
Ganoderma complejo laqueado y a G. applanatum y G. subamboinense dentro del subgénero
Elfvingia complejo no laqueado. Al examinar las caracteristicas morfologicas del micelio
cultivado en EMA+FB (extracto de malta agar mas buffer de fosfatos) y BFS+BF (Branflakes
solido mas buffer de fosfatos) se encontraron 3 densidades diferentes, 6 tipos de textura y 11
tonalidades de color para las 66 cepas. Las caracteristicas microscopicas de las cepas
cultivadas en caja Petri fueron la presencia de dos tipos de hifas, asi como la presencia de
clamidosporas. Se fructificaron 9 cepas, perteneciendo ocho al subgénero Ganoderma y una a
Elfvingia, mostrando eficiencias biologicas del 3.96% al 8.11% y 4.77%, respectivamente. Se
identificaron las condiciones dptimas del cultivo de Ganoderma spp, proponiendo un paquete
tecnologico, elemento esencial en procesos de innovacion para impulsar el desarrollo rural en
Meéxico.

Palabras clave: Caracterizacion, cultivo, filogenia, Ganoderma, recurso genético.



DIVERSITY OF THE RESOURCES GENETICS MEXICANS OF THE FUNCTIONAL
MUSHROOM GANODERMA (FUNGI, GANODERMATACEAE), WELL-KNOWN AS
REISHI IN THE INTERNATIONAL MARKETS, AND THEIR RELEVANCE FOR THE
REGIONAL DEVELOPMENT

Isaac Tello Salgado

Colegio de Postgraduados Campus Puebla, 2010

Nowadays the functional capacity in mushrooms is studied at molecular level in
basidiomicetes like modifiers of biological response, due to the effectiveness of these
products in activating the immunologic system. However, the geographical origin of these
resources, are mainly Asian and European. Ganoderma is recognized by its efficient activity
in the treatment of several illnesses, mainly the anti-cancer and anti-tumor. It grows wild in
the central area of Mexico, one of the most important, due to the convergence of the regions
Neartic and Neotropical, that gives a wide diversity of genetic resources. In the present study
66 strain of the genus Ganoderma were isolated from the States of Morelos, Puebla, Mexico,
Guerrero and Veracruz. 8 representative groups were obtained, identified by mean to
morphological characteristic. The DNA sequence variation in the internal transcribed spacer
(ITS) region among 55 strains was investigated. The analysis of the ITS region clustered into
seven distinct phylogenetic groups, showing values of differences nucleotide and distances
genetics major to 6 and 0.020%, respectively. Molecular analysis revealed that the genus
Ganoderma is composed of sugenus Ganoderma, which include G. lucidum (laccate
complex), and subgenus Elfvingia, which include G. applanatum and G. subamboinense
(non-laccate complex). Three different densities, 6 texture types and 11 color tonalities in the
66 strain were observed in the mycelium morphological characteristics when were grown on
(EMA+PB) extract malt agar and phosphate buffer and (BFS+PB) Branflakes solid and
phosphate buffer. The microscopic characteristics of the strains cultivated in Petri dishes,
were the presence of two hyphae types, as well as chlamydospores. 9 strains were cultivated
and their biological efficiencies determined, eight strains belong to the subgenus Ganoderma
(3.96 to 8.11%) and one to Elfvingia (4.77%). Identifying the good conditions of the
cultivation of Ganoderma spp, the technological package, essential element in innovation

processes was developed to impel the rural development in Mexico.

Words key: Characterization, cultivation, phylogeny, Ganoderma, genetic resource.
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1. INTRODUCCION

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, viven practicamente en todos los
ambientes y constituyen un grupo muy variable y polimorfico. Se encuentran clasificados
dentro del reino fungi, este reino independiente derivada de la palabra “fungus”, aplicada por
Tournefort en el siglo XVII, significa florecimiento o excrecencia de la tierra (Bessey, 1950).
Este término coincide con la denominacion que los purépechas utilizan para referirse a los

hongos, “echeri uetsikuaro enganaka”, que quiere decir nacido de la tierra (Mapes et al.,

1981).

Guzman (2000), estimé que podrian ser de 140,000 a 200,000 especies de hongos existentes
en la Tierra. También, sefiald que dada la gran biodiversidad de México y segin lo estimado
para el mundo, el nimero podria ser mas del doble de lo calculado. Se conocen
aproximadamente mas de 150 especies de hongos comestibles, de las cuales solo se cultiva la
mitad de estas, la otra parte se encuentra de manera silvestre en el bosque y solamente unas
cuantas especies de hongos son cultivados para el comercio (Chang, 1972). Las especies
comestibles que han sido cultivadas, principalmente son aquellas que viven sobre troncos en
descomposicion y pocas son aquellas que se desarrollan en el suelo de praderas o bosques,
debido a que los requerimientos para su cultivo involucran ademds de nutrientes,

interacciones mutualistas (Guzman et al., 2002).

Los paises asiaticos usan ciertos tipos de hongos como base de su medicina tradicional. Los
mas conocidos en occidente son el shiitake (Lentinula edodes), y el reishi, a este ultimo lo
llaman “el hongo de la longevidad”. El reishi, conocido cientificamente como Ganoderma
lucidum, ha sido usado en la medicina China tradicional por mas de 2000 afos. Estudios
recientes dan cuenta de que todo hongo comestible es “beneficioso para el organismo
humano” debido al aporte de carbohidratos, proteinas, vitaminas y elementos esenciales
(Sanchez y Royse, 2001). La propia conformacion de las hifas al ser ingeridas, aportan los
beneficios de las fibras vegetales, con la gran ventaja de digerirse con mayor facilidad. Todo
hongo produce proteinas, minerales, aminoacidos, carbohidratos, tiamina y una gran variedad
de enzimas. Los oligosacaridos determinan, segun estén presentes, en mayor o menor
cantidad, que un hongo sea considerado benéfico medicinal. El shiitake es el mas popular y el
mejor estudiado de los hongos medicinales y se sigue realizando investigacion acerca de su

cultivo, asi como de sus propiedades funcionales (Figura 1).



Los hongos son bajos en calorias, altos en proteinas, hierro, fibra, minerales y vitaminas.
Contienen vitaminas Bj, B,, B¢ y Bj2, con altas cantidades de riboflavina y niacina. El
consumo de shii take es una buena forma de prevenir las enfermedades y de tener buena salud
(Martinez—Carrera et al., 2004). Se ha encontrado que algunas especies comestibles son
inhibidores del crecimiento de diferentes tipos de tumores y su uso se ha documentado en el
tratamiento contra el cancer de estomago, esofago, pulmon y prostata (Wasser y Weis, 1999).
Extractos acuosos (de coccion y esencias) de hongos usados en la medicina tradicional China
se han reconocido por ser eficaces en el tratamiento de varias enfermedades. Productos
farmacéuticos importantes con aplicaciones médicas han sido extraidas de diferentes hongos,
a saber: Ganoderma lucidum, Ganoderma tsugae, Lentinula edodes, Schizophyllum
commune, Tremella fusiformis, Trametes versicolor y Grifola frondosa y, mas recientemente
de especies como Phellinus spp. y Hericium erinaceus, relacionadas con un largo historial de
su uso en la medicina tradicional que data desde hace mas de cuatro milenios (Mizuno et al.,

1995).

Figura 1. Hongos medicinales Lentinula (izquierda) y Ganoderma (derecha) utilizados en la
elaboracion de té con propiedades funcionales.

El estudio de los diferentes constituyentes de la pared celular de los hongos se ha extendido
desde que se comprobod la existencia de una variedad de polisacaridos, provenientes de
diferentes fuentes fungicas, que tienen la capacidad de modular el sistema inmunologico.
Farmacologicamente, €stos se clasifican como modificadores de la respuesta bioldgica. Los
mas activos parecen ser los B (1—3)D-glucanos, referidas en algunas ocasiones como [
(1-3)(1—6)D-glucanos, por poseer ramificaciones en el carbono sexto de la cadena
principal. Todas tienen como estructura comun una cadena principal que consiste en unidades
de glucosa unidas por enlaces f (1—3), a las cuales se enlazan otras unidades de B -D-

glucosa mediante enlaces (1—6) bajo un patron de sustitucion aleatorio (Zhang et al., 2002).



2. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos que se encuentran en todos los biomas y sobre los mas variados
sustratos, incluyendo entre éstos a los mismos hongos. Asi, se ha registrado la existencia de
los hongos en areas desérticas y tropicales, en zonas templadas e inclusive en ambientes

acuaticos.

El desarrollo de la humanidad ha estado ligado al entendimiento y uso de los recursos de su
entorno. En el caso de los hongos, dada la diversidad de tamafos (macroscépicos y
microscopicos), su empleo ha sido tanto de manera consciente como inconsciente; sin
embargo, no se tiene el total conocimiento sobre la identidad taxondmica de los organismos
utilizados. Se estima que apenas se conoce 5% del total de los hongos existentes en el planeta
y que esta proporcion es mucho menor en las regiones tropicales. Hawksworth (1991),
comento que la tasa de descripcion de nuevas especies alcanzaba 1,700 por afio a principios
de los afos noventa, lo cual es notable aunque insuficiente tomando en consideracion la
cantidad de hongos que se estima existen en la naturaleza. Un andlisis de la procedencia de
los hongos (incluyendo liquenes), descritos en el periodo 1981-1990 indicé que 49% de ellos

era de origen tropical.

Los hongos se pueden encontrar en vida libre o en asociaciones mutualistas con plantas,
raices de plantas vasculares, termitas, hormigas y con algunas especies de algas. Existen
diferentes tipos de hongos, algunos son parasitos, requieren de un organismo vivo al que
matan para cumplir su ciclo bioldgico; otros son simbidticos, viven asociados a las raices de
las plantas, como las micorrizas, en una relacién de mutuo beneficio y otros son saprofitos, es
decir, que viven sobre restos de plantas que terminan por degradar. En este caso, se trata de
materia organica muerta que los hongos se encargan de transformarla en compuestos
minerales mas sencillos, contribuyendo a su mineralizacion junto con los otros
microorganismos presentes en el suelo. Dentro de este grupo se encuentran los hongos

comestibles (Araya, 2006).

Se distinguen de las plantas porque no almacenas su energia en forma de almidon, en su lugar
almacenan otras polisacaridos como trehalosa y el glucogeno, polimero de la glucosa que los

animales utilizan para almacenar energia por corto tiempo. La estructura de su cuerpo en
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unica, si bien los hay unicelulares como las levaduras, la mayoria de ellos estan formados por
conjuntos de hifas o micelio. En las hifas de los hongos inferiores el citoplasma es
generalmente continuo, no esta separado por septos, posee numerosos nucleos mintsculos,
que se desplazan libremente por una corriente citoplasmatica que también permite el
transporte de elementos nutritivos al interior del micelio. Por el contrario, los hongos
superiores tienen septos con perforaciones centrales que permiten el flujo del citoplasma

(Herrera y Ulloa, 1990).

2.2 Morfologia de los hongos

Un hongo es un organismo formado por un conjunto de filamentos casi microscopicos,
llamadas hifas y son la unidad fundamental del hongo. Estos filamentos forman una masa
algodonosa blanca que recibe el nombre de micelio, a partir de esta, se desarrollan los
primordios que al madurar se convierten en las fructificaciones del hongo. Estas

fructificaciones producen las esporas, necesarias para la permanencia de los hongos.

El cuerpo fructifero conocido como basidioma en los basidiomicetos, puede estar integrado
por un sombrero o pileo que en su parte inferior presenta ldminas o himenio, pie o estipite,
anillo y un saco o volva. En el himenio se desarrollan las esporas y de acuerdo a la especie,
ademdas de laminas, también se puede observar en forma de venas, poros, dientes o

aparentemente liso.

Las lluvias abundantes y temperaturas moderadas favorecen la aparicion de los cuerpos
fructiferos, los cuales se pueden recolectar en los bosques. Se recomienda no recolectar los
especimenes jovenes ya que no son tan aprovechables; ademas para conservar los
ecosistemas debe de permitirse que contintien su crecimiento e incluso que maduren, ya que
también muchas especies comestibles son micorrizicas (asociacion de raiz y hongo) lo que

beneficia el desarrollo de los bosques.

2.3 Reproduccion

Se refiere a la formacion de nuevos individuos con caracteristicas tipicas de la especie. Hay
dos formas en las que este proceso se lleva a cabo: la sexual y la asexual, ésta ultima llamada
también somatica o vegetativa ya que no involucra la fusion de esporas. Se puede dar por
fragmentacion del micelio, el cual al colocarse bajo condiciones adecuadas de temperatura,

humedad y substrato, da origen a un nuevo individuo. Esta forma de reproduccion es muy
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utilizada para multiplicar los hongos comestibles en el laboratorio, pues permite mantener las

caracteristicas de la cepa que se esta cultivando (Herrera y Ulloa, 1990).

En otros casos, el micelio da origen a esporas asexuales por division mitdtica; las cuales se
denominan seglin el nombre de la estructura que las produce. A las que se forman por simple
fragmentacion del micelio se les conoce como artrosporas u oidios; a aquellas que se
producen sobre hifas especializadas denominadas conidioforos, se les llama conidiosporas; a
las que se producen dentro de estructuras en forma de saco (esporangio), esporangiosporas

(Hawksworth et al., 1983).

El micelio de la mayoria de los basidiomicetos heterotalicos pasa por tres diferentes etapas de
desarrollo, antes de que el hongo complete su ciclo de vida. Las basidiosporas de los hongos
comestibles germinan cuando entran en contacto con un substrato a una temperatura, pH y
humedad adecuados para su crecimiento. Dan origen a un micelio primario bien desarrollado
conocido como homocarion por tener un solo tipo de ntcleo generalmente haploide. En
algunas especies donde Unicamente hay un nlcleo por compartimiento hifal se le llama
monocarion. En la mayoria de los basidiomicetos, el micelio homocarion no fructifica, pero
es capaz de crecer vegetativamente. En ciertos tipos de hongos comestibles, puede formar
esporas asexuales del tipo oidio que al germinar dan origen a micelio homocarion; los oidios
funcionan como gametos masculinos y se unen a hifas de micelio compatible para formar el
micelio heterocariotico, tipico de la reproduccion sexual. El micelio que presenta este tipo de
estructura es frecuentemente identificado como heterocarion, y el que no las tiene como
homocarion. Esto no es del todo verdadero, pues en un buen niimero de hongos, el

heterocarion no las forma (Casselton, 1978).

Para que el cuerpo fructifero se desarrolle, es necesario que dos micelios homocarioticos
compatibles se fusionen y por disolucion de la pared del punto de contacto, formen
compartimentos hifales de citoplasma continuo y con dos tipos de ntcleos provenientes de
cada uno de los compartimentos que se fusionaron. Es a partir de estos, que por divisiones
conjugadas de ambos tipos de nucleos y su posterior migracion, hacia los compartimentos de
compatibilidad sexual contraria al ntcleo que migra se forma el micelio heterocariéon o
dicarién, segun sea el caso. A este tipo de micelio se le conoce como micelio secundario. En
la mayoria de los casos, pero no en todos, este micelio presenta en cada septo una estructura

lateral conocida como conexion grapa o fibula. Al estirarse una pequefa evaginacion de la
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hifa en donde ha de surgir un nuevo tabique transversal, y hacia ella se dirige uno de los dos
nicleos. A continuacion uno de los nucleos hijos se desplaza hacia abajo y el otro hacia la
evaginacion, que ha ido creciendo y prolongandose hacia abajo. El nticleo hijo que ha entrado
hacia la evaginacion, migra hacia la célula inmediatamente inferior, después de haberse
fusionado con ella la evaginacion o fibula. Al mismo tiempo, se han formado los tabiques
transversales, que impiden la fusién de los cuatro nucleos. Concluye entonces la formacion

de la fibula, y cada hifa vuelve a tener dos nucleos de sexo diferente (Gerhardt et al., 2000).

2.4 El género Ganoderma

Los hongos poliporaceos son clasificados por tener muchos poros pequefios en la parte
inferior del cuerpo fructifero, los cuales contienen las esporas, y una apariencia lefiosa o
coriacea. Las especies de Ganoderma pertenecen al reino Fungi, division Basidiomicota,
clase Homobasidiomicetes, orden Aphylloporales, familia Ganodermataceae y género
Ganoderma (Chang, 1995; Wasser y Weis, 1999). Crecen sobre madera en descomposicion
absorbiendo los nutrientes a través de pequefios tubos conocidos como hifas, y desarrollan el
cuerpo fructifero sobre troncos. Las especies de Ganoderma estan entre los hongos que
pueden crecer bajo condiciones elevadas de calor y humedad y, son usualmente encontrados

en regiones tropicales y subtropicales (Moncalvo y Ryvarden, 1998).

2.5 Sistematica clasica de Ganoderma

El tipo de Ganoderma fue establecido por Karsten en 1881. Actualmente, ¢l tipo de las
especies se escribe como Ganoderma lucidum (Curt.: Fr.) P. Karst 1981. Posteriormente, el
género fue dividido en dos grupos distintos, los lacados con una capa fina cerosa y brillante
en la superficie del cuerpo fructifero del complejo Ganoderma lucidum y, las especies no
lacadas del complejo Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. 1887, que refiere al los subgéneros
Ganoderma y Elfvingia, respectivamente. Desde entonces, los mas de 250 nombres
taxonomicos del género Ganoderma que han sido publicados, sefialan que este género es
morfologicamente complicado (Ryvarden, 2000). La taxonomia de las especies de
Ganoderma no es clara y se considera que el género esta en un estado taxondémico critico
(Ryvarden, 1994). La clasificacion de las especies de Ganoderma han sido basadas en
descripciones morfolégicas, fisioloégicas y quimicas (Takamatsu, 1998). Como resultado, el
concepto de especie en este género no estd bien establecido ni aceptado universalmente

(Gottlieb et al., 2000).



Durante las ultimas décadas, se ha demostrado que la morfologia y las caracteristicas del
cultivo de las especies del mismo género pueden ser afectadas por las condiciones de
crecimiento. Esto significa que un gran ntimero de sinéonimos existen debido al nimero de
especies que han sido identificadas apoyandose en caracteristicas morfo-descriptivas
(Moncalvo, 2000). Ha sido demostrado que la forma del basidiocarpo es afectada por las
condiciones del ambiente (Chen, 1993), el color y la forma de las basidiosporas también se

ven afectados por la latitud y altitud en las que se desarrollan (Steyaert, 1972, 1975).

Dentro del género Ganoderma, han sido reportados mas de 250 nombres taxonémicos en
todo el mundo (Moncalvo et al., 1994; Ryvarden, 1994), incluyendo G. adspersum (Schuizer)
Donk 1969, G. applanatum (Pers.) Pat. 1887, G. australe (Fr.) Pat. 1890, G. boninense Pat.
1890, G. cupreum (Sacc.) Bres. 1911, G. incrassatum (Brek.) Bres. 1915, G. lipsiense
(Batsch.) G.F. Atk. 1908, G. lobatum (Schwein.) G.F. Atk. 1908, G. lucidum (Curt.: Fr.) P.
Karst 1981, G. oerstedii (Fr.) Torrend 1902, G. oregonense Murrill 1908, G. pfeifferi Bres.
1889, G. platense Speg. 1927, G. resinaceum Boud. 1890, G. sessile Murrill 1902, G. sinense
J.D. Zhao, L.W. Hsu & X.Q. Zhang 1979, G. tormatum (Pers.) Bres, 1912, G. tsugae Murrill
1902 y G. weberianum (Bres, &Henn, ex Sacc.) Steyaert 1972, entre otras. Sin embargo, en

la mayoria de los reportes bibliograficos Ganoderma lucidum es la especie mas sobresaliente.

2.6 Sistematica molecular del género Ganoderma

Alternativas recientes se han utilizado para la identificacion de las especies de Ganoderma,
incluyendo fragmentos polimorficos de restriccion (RFLP’s) (Miller et al., 1999), analisis de
secuencia (Hong et al., 2002; Moncalvo et al., 1995a, b; Smith y Sivasithamparam, 2000a) y
electroforesis con isoenzimas (Gottlieb et al., 1998; Gottlieb y Wright, 1999; Smith y
Sivasithamparam, 2000b). El analisis filogenético de secuencias de aminoacidos y ADN son
herramientas poderosas de alta resolucion (Bruns et al., 1991). Estas técnicas modernas han
ayudado a clarificar la distribucion de especies complejas, como el género Ganoderma (Hong

et al., 2002; Moncalvo et al., 1995a, b; Gottlieb et al., 1998; Gottlieb y Wright, 1999).

Los genes ribosomales (rDNA) han sido el foco de atencion en la investigacidon para nuevas
acercamientos taxondomicos en la sistematica molecular de los hongos. Estos genes (rDNA)
se encuentran arreglados en unidades repetidas (tdndem) y, cada una de estas unidades

contiene los genes para la pequefia subunidad (18S), 5.8S y la subunidad grande (25-28S) del



ribosoma. Cada unidad esta separada por una o mdas espacios intergénicos (IGS) y, éstas

regiones IGS pueden contener regiones que codifican para RNA 5S (Figura 2).
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Figura 2. DNA ribosomal, muestra las regiones internas de trascripcion y los espacios intergénicos.

Estas regiones que codifican para las subunidades 18S, 5.8S y 28S estdn altamente
conservadas entre los hongos y muestran pocas diferencias en su secuencia entre organismos
distantemente relacionados (Berbee y Taylor, 1992; Binder y Hibbett, 2001; Swann y Taylor,
1993, 1995). Dentro de cada unidad repetida, las regiones conservadas estan separadas por
dos regiones internas de transcripcion (ITS), ITS-1 e ITS-2, las cuales presentan un tasa alta
de divergencia genética (Moncalvo et al., 1995b; Perlin y Park, 2001), y estas regiones son
ampliamente secuenciadas para resolver problemas de filogenia en hongos. Las regiones
variables de las secuencias en ambas subunidades 18S y 25S de los genes ribosomales han
llevado a numerosos acercamientos moleculares que proporcionan una identificacion rapida
de especies fungicas (Perlin y Park, 2001). La taxonomia molecular de la familia
Ganodermataceae fue primero reportada por Moncalvo et al. (1995a,b). Ellos creian que la
mayoria de las controversias asociadas con Ganoderma se podia resolver con el uso de
técnicas moleculares, generar nuevos caracteres taxondémicos y ser usados como un método

de clasificacion.

Las regiones internas de transcripcion (ITS) son probablemente las mas importantes en la
sistematica molecular de los hongos con respecto al género. Las regiones ITS en hongos son
muy variables y por esta razéon son utiles para distinguir entre especies. Los genes
ribosomales se conservan fuertemente, los cuales estan flanqueados por las regiones ITS, que

son ideales para disefar primers (iniciadores) universales y a su vez estos pueden ser



amplificados por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), las secuencias son analizadas y
comparadas para formar arboles filogenéticos. Hay reportes sobre el uso de las regiones ITS
para distinguir entre especies del género Ganoderma y establecer sus relaciones taxondémicas

(Gottlieb et al., 2000; Moncalvo et al., 1995a,b; Smith y Sivasithamparam, 2000a).

Estudios con datos moleculares han demostrado la monofilia de Ganoderma (Moncalvo et
al., 1995a,b; Smith y Sivasithamparam, 2000a), la cual incluye especies de superficie opaca
(subgénero Elfvingia) y laqueadas (subgénero Ganoderma). Recientemente, Hong et al.
(2002) encontraron a Ganoderma colossus, la especie tipo de Tomophagus, fuera del clado
nicleo de Ganoderma y a Amauroderma como grupo hermano. Sin embargo, en esos
estudios se han incluido pocas especies y aquéllas con caracteristicas peculiares no han sido
analizadas, por lo que su posicion taxondémica no es clara. Por ejemplo, Humpreya coffeatum,
Ganoderma neurosporum y G. lignosum han sido incluidas dentro de Ganoderma a pesar de

sus caracteristicas morfoldgicas distintivas.

2.6.1 Contexto actual

Durante las ultimas décadas, se ha demostrado que la morfologia y las caracteristicas del
cultivo de las especies del mismo género pueden ser afectadas por las condiciones de
crecimiento. Esto significa que un gran niimero de sinénimos existen debido al ntimero de
especies que han sido identificadas apoyandose en caracteristicas morfo-descriptivas
(Moncalvo, 2000). Se ha demostrado que la forma del basidiocarpo es afectada por las
condiciones del ambiente (Chen, 1993), el color y la forma de las basidiosporas es afectado

por la latitud y altitud en las que se desarrollen (Steyaert, 1972, 1975).

Se han descrito 8 géneros dentro de la familia: Amauroderma, Elfvingia, Ganoderma,
Haddowia, Humphreya, Magoderma, Tomophagus y Trachyderma (Karsten, 1881, Murrill
1905 y Steyaert, 1972). Algunos de estos géneros no han sido aceptados y las especies se
siguen considerando dentro de Ganoderma. Elfvingia es aceptado a nivel de subgénero de
Ganoderma. Trachyderma se considera como un nombre invalido (Moncalvo y Ryvarden,
1994) y, Tomophagus es considerado como sinénimo de Ganoderma por la mayoria de los

autores.

De acuerdo con la estructura de la superficie del pileo, Steyaert (1975), establecid cuatro

subgéneros (Ganoderma, Elfvingia, Plecoderma, Anamixoderma) y dividié el subgénero
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Ganoderma en dos secciones (Ganoderma y Characoderma). Ryvarden (1991), considera a
las especies laqueadas como del complejo G. lucidum y las especies opacas como del
complejo G. applanatum, los cuales han sido denominados como los subgéneros Ganoderma
y Elfvingia, respectivamente. Sin embargo, Zhao y Xhang (2000), argumentaron en base a
evidencia molecular sobre 4 géneros incluyendo a Ganoderma, Amauroderma, Haddwia y
Humphreya. Ganoderma consiste en subgénero Ganoderma el cual incluye seccion

Ganoderma y la seccion Phaenema, subgénero Eflvingia y subgénero Trachydera.

Un tema que concierne a la clasificacion de Ganoderma es que frecuentemente la evolucion
morfoldgica y los niveles moleculares estan muy disparejos en el tiempo, lo que propicia un
patron de discordancia entre ellos (Gottlieb y Wright, 1999). Ademas, el género es
relativamente joven en términos de evolucion y el proceso de especiacion es complejo
(Moncalvo et al., 1995b; Ryvarden, 1991), y algunos grupos que recientemente divergieron
monofiléticamente pueden no alinear con uno o mas taxa morfologicamente distintos entre
ellos y esto a su vez puede diferir la clasificacion basada en caracteristicas tales como el
tamafio del cuerpo fructifero y su forma, microestructura de la piel del sombrero,
dimensiones de las esporas, distribucion geografica y lugar de origen (Buchanan, 2001). El
conocimiento de la fisiologia y magnitud de variacion del ADN de especies de Ganoderma
aun es solamente parcial (Gottlieb et al., 2000) y las recientes bases de datos de las
secuencias de especies de Ganoderma solo incluyen cerca de 300 taxa (Moncalvo, 2000). Es
claro que un gran nimero de secuencias es requerido para sustentar investigaciones

preliminares y validar las hipdtesis filogenéticas.

2.7 Recursos genéticos

El término recurso genético proviene del vocablo latin recursos (accion de acudir a una
persona o cosa) con el fin de obtener algin beneficio o satisfaccion de tal accion. En el caso
de los “hongos”, el hombre como ser heterotrofo se ha visto en la necesidad de recurrir a
¢stos de manera cotidiana para satisfacer sus necesidades de alimentacién y como medicina.
No obstante el concepto de recurso genético no esta definido, si no que depende en gran
medida del nivel y amplitud cultural de los grupos humanos involucrados en su definicion. Al
respecto Zinmerman (1951), sefialé que: “el conocimiento es en verdad el creador de todos

los recursos y que en buena parte €stos son creaciones del hombre™.
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De acuerdo con Parra (1979), “cualquier parte de la naturaleza se convierte en un recurso
cuando la sociedad le encuentra un uso, descubre la manera de hacerlo disponible, desarrollar
los medios para emplearlo y aplica la fuerza de trabajo necesaria para obtenerlo. Segun
Bassols (1979), “los recursos naturales de una naciéon no son estaticos sino dinamicos, es
decir se van conociendo, ampliando y utilizando la accién del hombre se traduce también en
la destruccion de dichos recursos, en la erosion acelerada de los suelos, en la contaminacion
ambiental, etc. de acuerdo a la etapa de desarrollo, econémico, social y técnico en que dicha

sociedad se encuentre”.

En base a estos razonamientos podemos decir que la humanidad emplea a las diferentes
especies y estructura (en ocasiones una misma especie puede tener distinto uso), la primera y
la més importante utilidad que el hombre ha atribuido a los recursos fungicos existentes en su
entorno ecolodgico que es el de la obtencion de alimentos. Asi pues, con el avance cultural,
tecnologico, social y econdomico se definieron nuevas necesidades y nuevas formas de usos,
asi una vez consolidada la tecnologia de hongos como actividad humana participativa en la
generacion de satisfactores e inclusive en cantidades excedente se plantea la industrializacion,
siendo una de las principales fuentes de demanda de materias fingicas para su ulterior
transformacion, generalmente como alimento y recientemente como alimento funcional o

nutracéutico.

2.8 Regiones internas de trascripcion (ITS)

Las regiones ITS son probablemente las regiones mas importantes en estudios de sistematica
molecular, ttiles para resolver especies dentro de un género hablando de los hongos. Los
genes ribosomales altamente conservados los cuales flanquean las regiones ITS pueden ser
amplificados por una reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), los fragmentos son
posteriormente secuenciados y analizados para formar arboles filogenéticos. Las regiones ITS
en hongos son altamente variables y por esta razoén son utiles para distinguir entre especies
del mismo género (Moncalvo et al., 1995a). En contraste con la secuencia nucleotidica de las
regiones codificantes del rDNA mitocondrial, las cuales no ofrecen suficiente variacion en su
secuencia y esto dificulta realizar una buena distincion entre especies, por ejemplo de
Ganoderma (Moncalvo, 2000) y, por lo tanto no son usadas en nivel de género. Hay diversos
reportes en donde se utilizan las regiones ITS para establecer relaciones taxondmicas entre
especies de Ganoderma (Gottlieb et al., 2000; Montalvo et al., 1995a,b; Smith y
Sivasithamparam, 2000a).
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Dentro de las regiones ITS hay segmentos especificos que presentan mayor variabilidad que
otros segmentos. Moncalvo et al. (1995a), observaron que la frecuencia de substitucion
nucleotidica fue similar en ambas regiones ITS pero encontré que las variaciones fueron
mayormente localizadas en la region central de la ITS-1 y cerca de la terminacion del ITS-2.
También reportaron una divergencia nucleotidica usualmente en las regiones del ITS-2 entre
taxa recientemente divergidas. Esto también fue observado por Gottlieb et al. (2000), quienes
reportaron un bajo nivel de resolucion en las ramas filogenéticas internas al utilizar la regioén

ITS-1.

2.9 Anadlisis filogenético

Los objetivos de la taxonomia son dar una clasificacion légica de un grupo de taxa, y los
datos moleculares ofrecen un conjunto de caracteres para tomar estas decisiones taxondmicas,
(Buchanan, 2001). El uso de programas filogenéticos para analizar los datos moleculares
pueden darnos como resultado filogramas (arboles evolutivos genéticos) que exhiban grupos
monofiléticos, unidos a un ancestro comun (Buchanan, 2001). La practica para realizar los
analisis filogenéticos puede ser concebida como una indagacidon para obtener un modelo

correcto como una aproximacion del arbol correcto (Brinkman y Leipe, 2001).

Los métodos para realizar inferencias filogenéticas generalmente son clasificadas en tres
grupos principales: método de distancias, maxima probabilidad y maxima parsimonia (Nei,
1996, Nei y Kumar, 2000). En el método de distancias, una distancia evolutiva es estimada
usando todos los pares de secuencias, para obtener un arbol filogenético (filograma) (Nei,
1996, Nei y Kumar, 2000). En el método de méxima probabilidad, se maximiza la
probabilidad y es llevada a cabo para cada topologia por separado y la topologia con la mas
alta probabilidad es escogida como una aproximacion del verdadero arbol topoldgico (Nei,
1996, Nei y Kumar, 2000). En el método de maxima parsimonia y bajo la hipotesis que los
cambios mutacionales ocurren en todas direcciones entre los cuatro nucleotidos, se considera
un grupo de secuencias de nucleodtidos asi como la secuencia del grupo ancestral y una
topologia hipotética es inferida. El nimero mas pequefio de substituciones nucleotidicas que
explique los procesos evolutivos para obtener una topologia es computarizada. Asi la
topologia que requiera de un menor nimero de pasos es escogida para obtener el mejor arbol

(Nei, 1996; Nei y Kumar, 2000).
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Hay muchas revisiones sobre métodos estadisticos desarrollados para realizar diferentes
modelos y que explican como estos modelos pueden afectar a un grupo de datos (Brinkman y
Leipe, 2001; Nei, 1996). A pesar de que han sido ideados numerosos algoritmos
filogenéticos, procedimientos y programas de computo, su fiabilidad es en muchos casos
dependiente de la estructura y el tamafio de muestra (Brinkman y Leipe, 2001). EI campo del
analisis filogenético es controversial. Algunos debates se han resumido en algunas revisiones
(Saitou, 1996; Swafford et al., 1996). De importancia particular es la emision del analisis
filogenético utilizando un gran numero de datos moleculares (Graybeal, 1998; Hillis, 1996;
Poe, 1998), que sugieren que la fiabilidad estadistica es susceptible al tamafio de muestra
(Bremer, 1994; Farris et al., 1996; Felsenstein, 1985; Sanderson y Donoghue, 1989). En
contraste con las evidencias que varios estudios mencionan es que el tamafo de muestra

generalmente incrementa la precision filogenética (Hillis, 1996; Moncalvo et al., 2000).

2.9.1 Maxima parsimonia

Para el método basado en el analisis de los caracteres discretos, se aplico el criterio de
parsimonia, en el cual cada posicion en la secuencia fue tratada como caracter con cuatro
estados alternativos desordenados (T, C, G, A). El principio de la parsimonia aplicado a la
evolucidn sostiene que la explicacion mas probable de un grupo de datos es la que requiere el
menor numero de cambios evolutivos entre los estados de los caracteres. Aplicado a la
sistematica filogenética, el criterio de parsimonia conduce a la eleccion del cladograma que
explica la filogenia de un grupo con el menor nlimero de cambios, es decir, con la menor
homoplasia posible (Hillis et al., 1996). Aunque este principio implica que todos los cambios
en los caracteres originales tienen la misma probabilidad de ocurrencia, se ha comprobado
que las secuencias varian siguiendo un patréon evolutivo. En particular, se sabe que para los
genes que codifican para proteinas, las posiciones del codon evolucionan a diferente tasa, por
ejemplo, la tercera posicion del codon es la mas variable, ya que muta con mayor velocidad
en comparacion con las otras posiciones. En el caso de los tipos de substitucion en un sitio, se

sabe que las transversiones son mas comunes que las transiciones.

2.9.2 Minima evolucion

El criterio de minima evolucion considera que las mejores hipdtesis filogenéticas son aquellas
que minimizan las diferencias entre las distancias genéticas y las medidas sobre una topologia
hipotética. Bajo este criterio los individuos cercanamente emparentados tendrdn menos

diferencias en sus secuencias que los individuos que se encuentren menos relacionados (Nei y
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Kumar 2000). Las relaciones evolutivas con este enfoque se evaluaron con el método de
agrupamiento de Neighbor-joining (NJ). Neighbor-joining es un método heuristico que se
utiliza para encontrar el arbol 6ptimo bajo el criterio de minima evolucion. El principal
fundamento de este método es el de los grupos vecinos, que se definen como dos taxa

conectados por un simple nodo (Nei y Kumar 2000).

2.10 Zona de estudio

El Eje Neovolcanico Transversal (ENT) es una de las regiones mexicanas con mayor
diversidad y nimero de endemismos. Esta region parece proveer un mosaico de ambientes,
habitats y microhdbitats con elementos de insularizaciéon para un importante nimero de
especies sedentarias, dando como resultado un intrincado patrén de distribucion (Rzedowski

y Rzedowski, 1989).

El ENT atraviesa el pais de costa a costa por su parte central, desde el golfo de México hasta
el océano pacifico, entre los paralelos 17° 30" y 20° 25" longitud Norte y los meridianos 96°
20"y 105° 20" longitud Oeste. Los bosques de pino-encino y pino-abeto son caracteristicos de
esta cadena volcanica (Rzedowski, 1978), siendo estos ademas, los hébitats que posees la
mayor densidad de especies hongos. En el caso particular para Ganoderma se sabe que crece
en bosques subtropicales y de encino ya sea sobre troncos de arboles podridos o vivos,
utilizando a especies a parte de los encinos tales como Jacaranda, Casuarina, Fresno y
Eucalipto (Guzman, 1980).

2.11 Aspectos histéricos del cultivo comercial de hongos comestibles a nivel mundial

Los hongos comestibles han sido uno de los manjares predilectos del hombre desde la mas
remota antigiiedad, siendo Europa, Mesoamérica y el sureste de Asia las tres principales
regiones del mundo con habitos mic6fagos (Guzman, et al., 1993). Los primeros cultivos de
hongos comestibles se han registrado a partir de los siglos VII y X en China con Auricularia
y Flammulina velutipes, respectivamente. En el siglo XI se cultivd Lentinula edodes
comercialmente conocido como shiitake, para autoconsumo en Japon. En Francia (1600), se
inicio el cultivo comercial de A. bisporus (Lange) Imbach; y en el siglo XX el cultivo de
Pleurotus ostreatus. Ademas de los paises ya mencionados también se pueden citar como
productores de Agaricus spp. a Corea del Sur, Estados Unidos, Inglaterra, Irlanda, Taiwan,
Espana, Holanda, Italia y México, por mencionar algunos (Chang y Miles, 1990; Guzman et

al., 1993). A partir de las tecnologias generadas principalmente por los paises europeos y
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asiaticos, se ha desarrollado una gran industria mundial que se ha transferido principalmente
a los paises con tradicion micéfaga como México (Chang y Miles, 1989; Martinez-Carrera et

al., 1995).

2.12 Aspectos histéricos del cultivo comercial de hongos comestibles en México

El término comestible, hace referencia a aquellos organismos que son agradables en sabor y
textura, los cuales no afecten la salud por presencia de ciertos compuestos quimicos, ademas
de garantizar una completa satisfaccion biologica. En México, el cultivo de hongos
comestibles se inici6 desde mediados de la década de los 30’s, sin embargo, la actual
industria en el pais data de apenas 40 afios, cultivando solamente el champifidén, con técnicas
y cepas extranjeras y a partir de 1974 empezo6 con las setas blancas (P. ostreatus) (Martinez-
Carrera et al., 1991). Teniendo México fuertes raices étnicas relacionadas con los hongos,
resulta practico cultivar los hongos silvestres no micorrisicos comunes en determinadas
regiones del pais, como son las especies de Pleurotus, altamente apreciadas por los
campesinos, siguiendo tecnologias de facil adaptacion. Cultivar hongos comestibles en
residuos agro-industriales o esquilmos, ha demostrado sus bondades tanto en paises altamente
industrializados como en los subdesarrollados del sureste de Asia (Quimio, 1986) y siendo
México un pais esencialmente agricola en el que se producen millones de toneladas anuales
de esquilmos y residuos agricola-industriales, se incrementa el potencial para cultivar los

hongos en tales desechos, como lo demostraron Mata y Martinez-Carrera (1988).

2.13 Produccién mundial de hongos medicinales

Las aplicaciones de técnicas analiticas modernas se han utilizado para establecer bases
cientificas, esclareciendo las observaciones empiricas que se realizaron hace siglos. Por lo
tanto, esta surgiendo el mercado mundial para productos farmacéuticos y funcionales. El
término funcional se usa para una nueva clase de compuestos que se pueden extraer tanto del
micelio como del cuerpo fructifero del hongo, capaces de proporcionar beneficios a la salud y
ayudar a prevenir, tratar o aliviar enfermedades. Los hongos funcionales pueden poseer
propiedades tanto nutritivas como medicinales, siendo aquellas que son utilizadas como
suplemento alimenticio, principalmente, para fortalecer el sistema inmunoldgico, prevenir y

tratar el cancer, diabetes, SIDA y enfermedades cardiovasculares y parasitarias.

Los datos sobre el mercado mundial son dificiles de encontrar y las cifras se relacionan

solamente con la produccién en Asia. El mercado mundial de los hongos medicinales se ha
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estimado en 3.9 billones de dolares Americanos solo para 1995, representando el mercado de
tonicos y medicinas (Chang, 1996). Durante la década pasada, su crecimiento ha sobrepasado
en forma consistente el desarrollo rapido de hongos comestibles. Mientras que la demanda de
hongos medicinales estd concentrada en Asia, su atractivo estd aumentando en Europa y en
Norte América donde no hay el conocimiento del saber como (Know how) ni tradicion. El rey
de los hongos medicinales es Ganoderma lucidum. El interés comercial en G. lucidum esta
creciendo, esta especie estd asociada en la cultura China con buena salud y longevidad. En
1995, el valor en el mercado mundial de los productos de G. lucidum se estim6 en 1.6
billones de dolares. El valor por comparacion de los tonicos y nutraceuticos de Ganoderma
en los Estados Unidos de América es solo de 10 millones de ddlares. El mercado Europeo,

latinoamericano y africano no existe.

Japon que tiene una larga tradicion en el uso de hongos medicinales ha identificado a
Agaricus blazei, un hongo ordinario de Brasil, como efectivo en el tratamiento del cancer.
Después de identificar los compuestos activos, la industria japonesa perfecciono las técnicas
de cultivo. El mercado ha tenido tanto éxito que el cultivo se expandié de Brasil a Corea y
China, puesto que hay no solamente recibe mas apoyo, sino que se produce a precios mas

competitivos (Chang, 1996).

Los productos contra el cancer derivados de los hongos se usan en forma mas amplia en Asia
que en Estados Unidos. De hecho, en 1987 cuando las diez drogas principales contra el
cancer de mayor venta en Estados Unidos y Japon fueron comparadas, no habia una sola
droga comun en las dos listas, pero PSK (polisacarido K) era la primera y Lentinan estaba en
octava en la lista japonesa. El establecimiento durante la década pasada de veintitrés
compafiias de procesamiento de hongos medicinales en Singapur es un ejemplo de la
prominencia y del potencial de los hongos medicinales. Aunque Singapur no tiene cultivo de
hongos, han desarrollado un nicho interesante en la importaciéon de hongos medicinales de la
region, principalmente de China, su procesamiento y mercadeo para la comunidad china. Los
extractos de Ganoderma lucidum son especialmente populares y su uso va en aumento en
pacientes que hayan estado sometidos a tratamiento de quimioterapia o que haya estado
tomando antibidticos durante periodos prolongados. A diferencia de la mayoria de los
productos farmacéuticos, estos compuestos bioldogicamente acticos extraidos de hongos
medicinales tienen una toxicidad baja, aun en dosis altas. Vistos ampliamente como tonicos,

se sabe ahora que pueden mejorar la calidad de la salud humana (Chang y Buswell, 1996).
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El tnico inconveniente es el alto costo de compra. Una cépsula que contenga uno a dos
gramos de Ganoderma lucidum tiene un costo de un dolar americano. Como un tratamiento
intensivo se propone tres a seis capsulas diarias, el tratamiento esta realmente reservado a
pacientes afortunados. Por otra parte se espera que el cultivo eficiente de los hongos
medicinales y la extraccion de los principios activos lleven a una disminucién del precio. La
elasticidad del precio de los hongos es tal que una disminucion del precio daria como
resultado inmediato un aumento masivo en el consumo apoyando ademas la hipotesis de que

el mercado creceria en forma consistente en la préxima década.

2.14 Cultivo de Ganoderma

El cultivo artificial de la producciéon en masa del cuerpo fructifero de Ganoderma en
substratos solidos fue llevado a cabo exitosamente en 1970 por Y. Naoi (Mizuno, 1997) y, los
procesos se desarrollaron rapidamente desde entonces. El cultivo sélido artificial fue
ampliamente adoptado por los cultivadores para su produccién comercial, el cual se lleva
acabo en madera lefiosa y troncones de arbol (Mayzumi et al., 1997; Naoi, 1997) y, en bolsas
de aserrin y botellas (Chang y Miles, 1989; Quimio, 1986; Tong y Chen, 1990). Una ventaja
del uso de las dos ultimas técnicas de cultivo es que el tiempo de produccion es corto y los
rendimientos son altos (Chang y Miles, 1989). Ademéas de esto, los sustratos pueden ser
modificados para obtener mejores resultados. Triratana et al. (1991), investigaron que

Ganoderma puede crecer en sustratos de maderas duras, asi como desechos agricolas.

Los métodos artificiales de cultivo involucran tipicamente cinco etapas: 1) elaboracion del
indculo, 2) siembra, 3) formacion del primordio, 4) desarrollo del cuerpo fructifero y 5)
cosecha (Chen y Yu, 1999; Stamets, 1993). En términos basicos, el indculo es distribuido en
el sustrato estéril, e incubado hasta que el micelio coloniza el sustrato. Después de esto, se
disminuyen la temperatura y los altos niveles de didoxido de carbono hasta la formacion del
pileo. Una vez que se tiene el largo del cuerpo fructifero deseado es cosechado. El ciclo de
cultivo desde la elaboracion del indculo hasta la obtencion del carpdforo varia de 90 a 120

dias (Stamets, 1993), dependiendo de los métodos de cultivo utilizados.

2.15 Parametros de produccién de compuestos bioactivos
Estudios recientes se han enfocado a investigar el efecto que tienen tanto la composicion del
medio de cultivo asi como las condiciones de crecimiento en la produccién intracelular y

extracelular de compuestos bioactivos de G. lucidum (Fang et al., 2002; Fang y Zhong,
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2002a,b,c; Kim et al., 2002; Lee et al., 1999; Tang y Zhong, 2002; Yang et al., 2000; Zhong
et al., 2002). Cuando los metabolitos son producidos en pequefias cantidades es una ventaja a
favor si el medio de cultivo pude ser manipulado para asegurar su extraccion y a su vez,

mantener intacta la capacidad de los compuestos bioactivos que son producidos.

La mayoria de los compuestos bioactivos, biolégicamente reportados para especies de
Ganoderma pueden ser atribuidos a dos grupos principales de metabolitos, los polisacaridos o
acidos ganodéricos, asi como triterpenos. Estas dos clases de metabolitos han sido
frecuentemente utilizados en investigaciones como marcadores para determinar el efecto de
las condiciones de cultivo (factores bioticos y abidticos) sobre la produccion de metabolitos.
Se ha demostrado que un eficiente crecimiento micelial no asegura una alta produccion de
polisacaridos (Sone et al., 1985; Tang y Zhong, 2002). Se ha observado que la fuente de
carbono juega un papel muy importante en el crecimiento micelial y la produccion de
polisacaridos (Kim et al., 2002). Tang y Zhong (2002), observaron que mientras la sacarosa
es apropiada para la produccion de polisacaridos extracelulares, no lo es para el crecimiento
celular, por lo que la lactosa fue una fuente de carbono apropiada para el crecimiento celular
y la produccion de polisacaridos. Park et al. (1994), reportaron alta produccion de biomasa y
su estrecha relacion con la produccion de polisacaridos unidos a proteinas (gluco-proteinas)
en Trametes versicolor. También han reportado que una alta produccion de polisacaridos
extracelulares es dependiente del pH del medio de cultivo (Wang y McNeil, 1995) y, que la
disminucién del pH en el medio incrementa su produccidén intra y extra celular de
polisacaridos en cultivo sumergido (Fang y Zhong, 2002b). La adiciéon de oxigeno en el
medio también mostr6 un efecto marcado en la produccion de polisacaridos y acido

ganodérico (Zhong et al., 2002).

2.16 Fermentacion en fase solida

Recientemente, se han desarrollado estudios sobre la produccién de enzimas pépticas,
utilizando la fermentacion en medio sélido, sobre diferentes substratos: bagazo de cafia de
azucar (Carrizales, 1983); salvado de trigo (Ghildyal et al., 1981; Qadeer et al., 1985;
Budiatman y Lonsane, 1987). Sin embargo, pocos estudios han sido efectuados sobre la
influencia de la composicion del medio, en cultivo sélido sobre soporte. La induccion de
estas enzimas en cultivo sumergido ha sido estudiada utilizando diferentes fuentes de carbono
(Tuttobello y Mill, 1961). La composicion del medio de cultivo es un factor importante ya

que influye sobre la diversidad y la cantidad de las enzimas pépticas. El estudio de la
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produccion de enzimas en medio sélido con medios de cultivo sintéticos, impregnados sobre
un soporte inerte permite estudiar el comportamiento de los hongos filamentosos en relacion
a la composicion del medio de cultivo, la influencia de la actividad del agua, la liberacion de
calor (Oriol, 1987), asi como la influencia de la transferencia de gases. Por otra parte, la
recuperacion de metabolitos en éstas condiciones se realiza por prensado lo que permite
obtener un producto concentrado (Roussos, 1985). Al contrario, en cultivos solidos en los
cuales el soporte es también el substrato, es dificil evaluar la influencia de un sélo factor
sobre el comportamiento de un microorganismo ya que en gran parte, estos substratos son
muy complejos y dada su composicion se dificulta la determinacion de los diferentes
pardmetros importantes en cultivo solido, composicion del medio de cultivo, la influencia de

la actividad del agua.

2.17 Substancias bioactivas en especies de Ganoderma

Muchos compuestos bioactivos han sido aislados y purificados de este hongo, tales como
polisacaridos, triterpenos, esteroides, lectinas y proteinas; sin embargo, los dos primeros
compuestos has sido mayormente investigados. Algunos de estos inhiben el crecimiento de
células cancerigenas in vitro, otras tienen actividad antiviral in vitro, o presentan otra
actividad in vivo relacionada con aspectos de salud. Esas substancias pueden ser utilizadas
como materia prima para el desarrollo de agentes terapéuticos quimicos en el tratamiento
contra el cancer u otras enfermedades (Mizuno et al., 1995). Ademas, los modos de accion de
estos compuestos estan siendo investigados (Eo et al., 2000; Gao et al., 2002; Lei y Lin,
1992; Zhang et al., 2002).

2.18 Desarrollo rural y sostenible

El término desarrollo significa primordialmente un incremento en la cantidad de bienes y
servicios que produce una sociedad, pudiendo ser ésta tan pequefia como una empresa
familiar o tan grande como una empresa industrial, una ciudad, una comunidad, un area

agricola, un estado, un pais o el mundo entero.

En la naturaleza el desarrollo tiene objetivos muy claros: a nivel individual el objetivo es la
madurez sexual y la reproduccion; a nivel de especie el objetivo es adaptarse y constituir,
ocupar y defender un nicho; a nivel de ecosistema el objetivo es llegar al climax, que es el
estado en el cual el ecosistema optimiza el uso de los recursos de clima, suelo y topografia y

se autosostiene. El desarrollo rural es el resultado de una serie de trasformaciones
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cuantitativas que se producen en el seno de la poblacion rural y que, al conjugarse producen
con el tiempo una elevacion del nivel de vida. Es decir, el desarrollo implica al mismo tiempo
un progreso econdmico que se apoya sobre el progreso técnico, y en progreso de las personas,

de las comunidades, de las regiones y de las naciones.

El cultivo de hongos comestibles es un ejemplo claro del desarrollo sostenible, ya que en esta
actividad las fases del crecimiento de los hongos comestibles mantienen una armonia con la
naturaleza, tanto interna (los productores de hongos comestibles) como externa (pequeias
areas que se ocupa para cultivar hongos comestibles), ademds de requerir poca cantidad de
agua para producir un kilo de hongos comestibles (28 litros) en cortos periodos de tiempo en
comparacion con otros productos alimenticios como la carne, que se necesita 100, 000 litros
para obtener 1 kg de carne. El material de desecho después del cultivo de hongos comestibles
puede ser usado para alimento de animales, o para lombricomposta y, finalmente ser

utilizados para fertilizantes de granos de cereales.

2.19 Paquete tecnoldgico

En la actualidad, tanto en México como en el resto de los paises de América Latina y el
Caribe, existe gran preocupacion por la falta de atencion de los gobiernos en la planeaciéon y
disposicion de los recursos financieros para llevar a cabo de manera adecuada el desarrollo
tecnologico y, lograr la autosuficiencia alimentaria. La investigacion orientada a la solucion
de problemas, se ha venido llevando a cabo principalmente en instituciones de ensefianza
como lo son: centros de investigacion publicos, universidades, institutos y en menor medida

en las empresas.

Un elemento esencial para la innovacion tecnoldgica que fomente el desarrollo social es la
integracion del paquete tecnoldgico. Para unos, la tecnologia estd asociada exclusivamente
con el saber como (Know-how), o con la informacidén contenida en patentes, manuales,
férmulas, planos, diagramas, etc. Para otros, la tecnologia se encuentra simplemente
integrada a la maquinaria y a los equipos empleados en la produccion. La tecnologia engloba
todas estas ideas y algo mas, ya que es "un paquete de conocimientos organizados de distintas
clases (cientifico, técnico, empirico, etc.) provenientes de diversas fuentes (descubrimientos
cientificos, otras tecnologias, libros, manuales, patentes, etc.) a través de métodos diferentes
(investigacion, desarrollo, adaptacion, copia, expertos, etc.)" Dicha definicion es, entonces, lo

que nos lleva a hablar del paquete tecnologico (Sabato y Mackenze, 1982; Giral y Gonzélez,
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1980). Resulta conveniente aclarar algunas expresiones cominmente utilizadas para designar
ciertos tipos de tecnologia, que han creado mas confusién que entendimiento del fenémeno.
La calificacion que se de a la tecnologia dependera del criterio con el que ésta se contemple,

que podra ser social, econdémico, técnico, ecoldgico o de otra indole.

Por tecnologia de producto se entiende la parte del paquete tecnologico relacionada con las
normas, las especificaciones y los requisitos generales de calidad y presentacion que debe
cumplir un bien o servicio. Si desedramos armar un paquete en el que la tecnologia de
producto fuera predominante, tendriamos que concentrarnos en la informacion relativa a la
descripcion y los dibujos del producto, a los manuales de uso, aplicacion y mantenimiento del
mismo, a las formulas y composiciones, a las especificaciones de las materias primas, a
instructivos de ensamble, tolerancias, etc., asi como a cuestiones de propiedad industrial tales
como patentes y marcas. La tecnologia de equipo se refiere a la parte del paquete tecnologico
relacionada con las caracteristicas que deben poseer los bienes de capital necesarios para
producir un bien o servicio. En este caso, la parte medular de la tecnologia se encuentra
integrada a la maquinaria de produccion, concentrandose el conocimiento tecnologico en la
informacion sobre la fabricacién del equipo, sus especificaciones, manuales de uso y
mantenimiento, listas de refacciones, etc. La tecnologia de equipo se refiere a la parte del
paquete tecnologico relacionada con las caracteristicas que deben poseer los bienes de capital
necesarios para producir un bien o servicio. En este caso, la parte medular de la tecnologia se
encuentra integrada a la maquinaria de produccion, concentrdndose el conocimiento
tecnoldgico en la informacion sobre la fabricacion del equipo, sus especificaciones, manuales
de uso y mantenimiento, listas de refacciones, etc. La tecnologia de proceso es la parte del
paquete tecnoldgico relacionada con las condiciones, procedimientos y formas de
organizacion necesarios para combinar insumos, recursos humanos y bienes de capital de la
manera adecuada para producir un bien o servicio. Este tipo de tecnologia estd normalmente
asociada con los manuales de proceso, los manuales de planta, los calculos de rendimientos,
los balances de materia y energia, el arreglo fisico del equipo (lay-out), los manuales de
operacion, etc. Por ultimo, la tecnologia de operacion es aquella que se refiere a las normas y
procedimientos aplicables a las tecnologias de producto, de equipo y de proceso, y que son
necesarias para asegurar la calidad, la confiabilidad, la seguridad fisica y la durabilidad de la
planta productiva y de sus productos. Este tipo de tecnologia exige una fuerte incidencia de
conocimientos que son fruto de la experiencia, y comprende la informacion contenida en los

manuales de planta, los manuales de operacion, las bitdcoras y las sutilezas de operacion
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proporcionados por expertos, por lo que se vincula con la prestacion de asistencia técnica

(Sabato y Mackenze, 1982; Giral y Gonzalez, 1980).

En consecuencia, es muy importante reiterar que cualquier paquete tecnoldgico tiene
elementos de los cuatro tipos de tecnologia antes referidos. Sin embargo, existen paquetes
que dependen preponderantemente de alguno o algunos de ellos, limitandose la incidencia de

los otros a un nivel menor.

El paquete tecnologico lo integran diversos elementos en distintas proporciones segln sea el

caso:
. Conocimientos cientificos.

. Informacion técnica externa a la organizacion.

. Ingenieria basica.

. Proteccién de la propiedad intelectual.

. Capacitacion técnica del personal.

. Procuracién de equipos.

. Construccion y arranque de planta.

. Ajuste del paquete a condiciones de operacion reales.

. Adecuacion del producto a los requerimientos del mercado.

La ingenieria basica es la informacion contenida en los diagramas de flujo; los balances de
materia y energia; las especificaciones generales y los criterios de disefio de proceso; el
disefio y la seleccion de equipos basicos; las consideraciones preliminares de obra civil,
mecanica y eléctrica; la especificacion de servicios auxiliares, y los arreglos generales de
flujo y distribuciéon de materiales. La ingenieria basica, en suma, contiene y resume los
elementos medulares de la tecnologia. Va mas alld de la simple agregacion de los
conocimientos generados en la experimentaciéon de laboratorio o de planta piloto, y
frecuentemente ha sido una de las areas mas deficitarias en cuanto a la capacidad de las

firmas de ingenieria en nuestros paises (Araoz, 1978; Perri, 1971).

Es un hecho que la tecnologia necesaria para la produccion de bienes o servicios se incorpora
al sector productivo mediante operaciones econdmicas: ya sea por produccion directa- como
ocurre en toda unidad econdémica que utilice la tecnologia que ella misma produce- ya sea por

comercio- cuando la unidad econdmica adquiere tecnologia ofrecida por otros. Esta
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tecnologia tiene, en consecuencia, un precio y es, desde la perspectiva de la estructura
productiva, una mercancia que, como cualquier otra, tiene un valor de uso y un valor de
cambio. El valor de uso de una tecnologia producida para realizar un determinado propdsito
estd determinado por lo adecuadamente que esa tecnologia cumpla con dicho propdsito. El
valor de cambio de esa misma tecnologia se mide por la proporcidon en que su valor de uso se
cambia por el valor de uso de otra mercancia, ya sea directamente, ya sea por medio de

dinero (Perri, 1971).

La elaboracién de un paquete es el resultado de la participacion de todos o algunos de los

elementos de una cadena institucional compuesta por los siguientes eslabones:

- Universidades.

- Institutos y centros de investigacion y desarrollo.
- Empresas.

- Empresas de servicios tecnologicos.

- Organizaciones financieras.

- Organizaciones gubernamentales.

Todos estos agentes proporcionan los elementos potenciales ideales para que todas las partes
del paquete se identifiquen, se construyan y se integren. Asi, por ejemplo, el Colegio de
Postgraduados en especifico el Campus Puebla puede ser fuente del conocimiento
tecnologico de base, mientras que los centros tecnologicos pueden encargarse de desarrollar

la ingenieria basica requerida para realizar la idea.

La tecnologia de hongos comestibles involucra diferentes operaciones, cada una debe ser
llevada a cabo adecuadamente para el aseguramiento del éxito. El éxito o fracaso nos lleva a
las mejores o peores cosechas. El objetivo principal de los productores e investigadores de
hongos comestibles es incrementar la produccion en una superficie destinada a esta actividad,
en un periodo de tiempo dado, con el uso de cepas altamente productivas, con ciclos de

produccion cortos, con varias cosechas y con buenas eficiencias bioldgicas.

La infraestructura cientifica que seria el Laboratorio de Biotecnologia de Hongos
Comestibles Funcionales y Medicinales del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla; la

innovacion tecnologica con la integracion de las técnicas desarrolladas en esta investigacion
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al paquete de produccion de hongos medicinales; estos dos elementos dan como resultado la
fase de iniciacion y, el proceso de transferencia, que consiste en el ajuste técnico que seria la
innovacion tecnolédgica por medio de la capacitacion a los miembros de organizaciones o
cooperativas de la region, lo cual nos indicara la posible adopcion de la innovacion

tecnoldgica realizada en esta investigacion.

3 PROBLEMA DE INVESTIGACION

Los hongos macromicetos juegan un papel importante en la medicina tradicional y moderna
de muchos paises, ya que contienen novedosos y potentes productos de uso farmacéuticos,
tales como; acidos, terpenos y polisacaridos B-glucanos, los cuales se han utilizado en la
prevencion y tratamiento del cancer. Estd demostrado que los polisacéaridos de origen fingico
tienen la capacidad de regular al sistema inmune, mostrando un papel importante la especie y

las condiciones de cultivo para la actividad biologica esperada.

Los extractos y productos purificados del género Ganoderma se caracterizan por su actividad
para el tratamiento de enfermedades degenerativas como el cancer y diabetes, principalmente.
Algunos metabolitos del género Ganoderma (Fungi, Ganodermataceae) son utilizados en el
tratamiento de enfermedades tales como el cancer, hipertension, diabetes y glicemias, sin
embargo, la actividad final depende de la especie que se emplee. Un problema del género
Ganoderma es la dificultad de identificar las especies al momento de su recoleccion, ya que
las caracteristicas morfologicas, tanto macroscopicas como microscopicas, la conformacion
de los metabolitos y su actividad bioldgica varian, dependiendo de las condiciones

ambientales en que se desarrollan.

En la actualidad son mas evidentes los dafios causados por la alteracion del ambiente, lo cual
pone en riesgo a todo organismo presente en un ecosistema dado, propiciando su disminucion
consecutiva hasta su desaparicion. La diversidad de organismos tanto de diferentes especies
como de la misma, ofrecen alternativas que salvaguardan el equilibrio ecologico,
postulandose como recurso genético util y manipulable. El aislamiento, caracterizacion,
mantenimiento y confinamiento genético de los hongos resulta un elemento esencial para el
disefio de estrategias capaces de resolver problemas de caricter social, principalmente de

salud y alimentacion.
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Por lo tanto, se requiere realizar un estudio filogenético de diversas cepas de Ganoderma
aisladas de diferentes regiones de México, determinar las condiciones Optimas de crecimiento
en cultivo solido, asi como el disefio estratégico para la transferencia de tecnologia,
proponiendo un paquete tecnologico que sirva como modelo a seguir por las familias del
medio rural interesadas en la produccion de los hongos funcionales, garantizando fuentes
alternativas de productos comerciales, ya que el cultivo de estas especies por parte de los
productores generaria ganancias econdmicas en varios niveles sociales, aportando alternativas

para la generacion de empleos y aprovechamiento racional de los recursos naturales.
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4  HIPOTESIS
Ha: Existen diferencias morfologicas y genéticas entre especies del género Ganoderma.
Ha: El diseno del paquete tecnologico del cultivo de Ganoderma spp. como estrategia, puede

impulsar el desarrollo agricola regional, el cual representa novedosas alternativas para la

obtencion de productos con valor agregado.

5 OBJETIVO GENERAL

Identificar molecularmente las especies nativas del hongo funcional Ganoderma de la region
central de México, ademds de caracterizar su fisiologia en cultivo so6lido y desarrollar un

paquete tecnoldgico innovador para fortalecer al sector rural.

6 OBJETIVOS PARTICULARES

Recolectar y aislar cepas nativas de Ganoderma.

Identificar las especies recolectadas, utilizando técnicas moleculares.

Establecer el cultivo solido de especies potenciales usando subproductos agricolas y

forestales.

* Diseiiar un paquete tecnologico para el cultivo de Ganoderma spp.

26



7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Material biolégico

Se realizaron recorridos en distintos estados de México visitando principalmente lugares con
vegetacion de pino-encino con la finalidad de recolectar especimenes de Ganoderma, los
cuales fueron incluidos en el Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles
(CREGEHC) del Colegio de Postgraduados, CP-387, CP-434, CP-444, CP-445, CP-446, CP-
447, CP-449, CP-452, CP-453, CP-477, CP-145, CP-205, CP-367, CP-377, CP-476, CP-510,
CP-511, CP-512, CP-513, CP-514 y CP-532. Otras cepas fueron donadas de instituciones
como el Instituto Nacional de Ecologia (INECOL) CP-472, CP-473, CP-474 y CP-475,
Universidad Autonoma de Guadalajara (UAG) CP-469, CP-470 y CP-471 y, principalmente
por la Universidad Autéonoma del Estado de Morelos (Cobioch-UAEMor) CP-38, CP-42, CP-
62, CP-66, CP-381,CP-382, CP-383, CP-384, CP-385, CP-386, CP-388, CP-389, CP-390,
CP-391, CP-392, CP-393, CP-394, CP-395, CP-396, CP-397, CP-398, CP-399, CP-400, CP-
401, CP-402, CP-403, CP-404, CP-405, CP-406, CP-407, CP-408, CP-409, CP-435, CP-448,
CP-450, CP-451, CP-454 y CP-455, obteniendo un total de 66 cepas las cuales se mantienen

en medio de cultivo BFS.

7.2 Aislamiento y purificacion de las cepas

El aislamiento realizado en todos los ejemplares recolectados fue de tipo vegetativo.
Limpiando el carpéforo con una brocha se retird el material de cobertura adherido para
disminuir la presencia de contaminantes externos. El micelio obtenido se resembrd de manera
consecutiva en medio de cultivo hasta obtener un cultivo puro y se visualizé al microscopio
optico detectando la presencia de fibulas, caracteristica que se tomo6 en cuenta para tener la
certeza de que la cepa aislada se trataba de un basidiomiceto y no de una contaminacion. Las
cepas obtenidas se integraron al cepario CREGEHC del Laboratorio de Biotecnologia de

Hongos Comestibles del Colegio de Postgraduados Campus Puebla.

7.3 Medios y condiciones de cultivo
7.3.1 Buffer de fosfatos 60 mM pH 6
El buffer de fosfatos (BF) se prepard como sigue; (g/1): 119.99 de NaH,PO4 H,0, 141.96 de
Na,HPO,. Para preparar la solucion se utilizaron 250 ml de Na,HPO, y posteriormente el pH

se ajusto con aproximadamente 1500 ml de NaH,PO4H,0.
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7.3.2 Medio de cultivo branflakes sélido mas buffer de fosfatos (BFS+BF)

El medio de cultivo BFS+BF se prepard como sigue (g/l): 15 de sacarosa, 18 de agar agar
(BIOXON, México), 20 de branflakes, todo esto se aforé a 1000 ml de buffer de fosfatos 60
mM, pH 6. La solucion fue esterilizada en autoclave por 20 min a 129°C. Posteriormente, el
medio se vertid en cajas de Petri, aproximadamente 30 ml por caja y se incubd a 30°C por 48

horas antes de utilizarlas para verificar que los medios estuvieran libres de contaminantes.

7.3.3 Medio de cultivo extracto de malta agar més buffer de fosfatos (EMA+BF)

El medio de cultivo extracto de malta agar, se compone de lo siguiente (g/l): 13 de medio de
cultivo extracto de malta (BIOXON, M¢xico), 18 de agar agar (BIOXON, M¢xico), todo
esto se afor6 a 1000 ml. La solucion se esterilizd6 en autoclave por 20 min a 129°C.
Posteriormente, el medio de cultivo se incubd durante 48 horas antes de utilizarse

confirmandose la ausencia de contaminantes.

7.3.4 Medio de cultivo completo para levaduras (CYM)

El medio de cultivo completo para levaduras (CYM), presenta la siguiente composicion (g/1):
20 de dextrosa anhidra (J.T. Baker, México), 2 de peptona de carne (BIOXON, México), 2 de
extracto de levadura (BIOXON, México), 0.5 de sulfato de magnesio 7-hidratado en cristal
(J.T. Baker, México), 0.46 de fosfato de potasio monobasico cristal (J.T. Baker, México) y 2
de fosfato de potasio dibasico en polvo (J.T. Baker, México), las cantidades son aforadas a
1000 ml. La solucion se esterilizé en autoclave por 20 min a 129°C. Posteriormente, el medio

de cultivo se incub6 durante 48 horas antes de utilizarse.

7.4 Velocidad de crecimiento
7.4.1 Tasa especifica de crecimiento (1) en medio sélido
La tasa radial de crecimiento (k;) se utiliza frecuentemente como una forma indirecta de

estimar la tasa especifica de crecimiento (p) y sus variaciones, calculandose como sigue:

k= pw

la cual indica que K; esta en relacion directa con la (n) y con (w), siempre y cuando ésta
permanezca constante (Sanchez y Royse, 2001). En donde: K, es el tiempo expresado en dias,
W es la zona periférica de crecimiento expresado en milimetros (mm) y U es la tasa especifica

de crecimiento expresado en mm/dia, como lo muestra la formula siguiente:
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7.5 Cinetica de crecimiento

7.5.1 Cultivo en medio de cultivo solido en caja Petri

La cinética se realizo en cajas de Petri de 5 cm de didmetro con 10 ml de medio BFS+BF y
EMA+BF, como se indica en las secciones 7.3.2. y 7.3.3. respectivamente. Se coloco un
fragmento de micelio en el centro de la caja y fueron incubadas a 27°C + 3°C, hasta que el
micelio cubrié completamente el medio de cultivo. Las cinéticas se realizaron dos veces, con

cinco réplicas y fue registrado el didmetro ocupado por el micelio cada 24 horas.

7.6 Preparacion del inéculo “semilla” para el cultivo en sustrato solido

7.6.1 Preparacion del grano

Para preparar la semilla, los granos de trigo se hierven en agua por 20 minutos hasta que se
hidratan sin romperse. Posteriormente, los granos de trigo se dejan hidratar por otros 20
minutos, después de este tiempo son removidos del calor y distribuidos en una tina para
eliminarle el exceso de humedad. Una vez que los granos tienen la humedad adecuada, se
agregan 4 gramos de cal y 12 gramos de yeso por cada kilogramo de trigo en peso seco. Una
vez homogenizado se colocan en bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn

Imp. E.U.A) y se cierran con una ayuda de pinzas permitiendo la entrada de aire.

7.6.2 Esterilizacion
Las bolsas con los granos de trigo se esterilizan en una autoclave u olla de presion a 121°C
con 1.05 kg./cm® de presion 6 15 libras/pulg?, durante 1 hora y media. Las bolsas se enfrian a

temperatura ambiente antes de ser inoculadas.

7.6.3 Inoculacion de la “semilla”

El proceso de obtencioén de semilla para inoculo consta de tres pasos; en el primer paso se
hizo crecer el hongo en caja Petri sobre medio de cultivo BFS y se incubo por 5 dias a 27°C +
3°C, en el segundo paso el cultivo micelial se crece en frascos de vidrio con
aproximadamente 250 g de granos de trigo estéril previamente preparados, como se indica en
la seccion 7.6.1, incubandose por 9 dias a 27°C + 3°C, a este cultivo se le llama cultivo
maestro, finalmente en el tercer paso, los granos de trigo cubiertos con micelio del cultivo

maestro se distribuyen en bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 ¢cm con filtro (Unicorn Imp.
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E.U.A) con semilla de trigo estéril previamente preparada, como se indica en la secciones
7.6.1 y 7.6.2, incubandose hasta que el micelio cubra al 100% la semilla, a este cultivo se le
llama F1 o semilla para siembra. La inoculacion se hace en condiciones estériles en una

campana de flujo laminar marca (VECO, México).

7.6.4 Incubacion
Las bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 c¢cm con filtro (Unicorn Imp. E.U.A) con grano
inoculado se incuban a una temperatura de 27 + 3°C sin moverlas, hasta que el micelio haya

cubierto completamente todos los granos.

7.7 Preparacion de las unidades de produccion para cultivo en medio sélido

7.7.1 Formulacion COLPOS-17

La composicion de la formulacion COLPOS-17 se prepard de acuerdo a Sobal et al., (2010),
pesando lo siguiente (kg en peso seco): 1.280 de bagazo de caia de azucar, 2.970 de salvado
de trigo, 6.430 de aserrin de encino, 1.230 de aserrin de Bursera, 2.720 de olote de maiz,
0.450 de carbonato de calcio [Ca(OH),] y 1.800 de sulfato de calcio [CaSO4], para alcanzar el
64.4 % de humedad se agregaron 26 litros de agua.

7.7.2 Preparacion del sustrato

Para preparar el sustrato de la formulacion COLPOS-17 se homogenizaron en una tina
mezcladora hasta que la humedad se alcanzé en todo el sustrato, posteriormente se pesaron
2600 gramos de sustrato humedo en bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 cm con filtro
(Unicorn Imp. E.U.A) con filtro y fueron esterilizadas en autoclave por una hora y media a
121°C. Posterior a la esterilizacion, las unidades se dejaron enfriar por 12 horas antes de su

utilizacion.

7.7.3 Determinacién del peso seco del sustrato y pH

Con el fin de conocer el peso seco del sustrato al momento de ser preparado y después de
esterilizarlo, se tomaron 100 gramos de la preparacion del sustrato, registrando su peso
hiimedo. Posterior a su desecacion, en un horno (Felisa, México) durante un periodo de 24
horas a 90°C el peso del sustrato sin esterilizar y después de esterilizarlo fue nuevamente

registrado.
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Para determinar el potencial de hidrogeno (pH) del sustrato antes de ser esterilizado y
después de ser esterilizado se utilizd6 una relacion 1:1 de sustrato y agua destilada
previamente esterilizada (HYCEL), para la lectura del pH se utilizd un potenciometro
(Conductronic) el cual fue previamente calibrado desde un pH basico con buffer de sulfato
pH 7 hasta un pH 4cido con buffer de biftalato pH 4 (J:T: Backer, México). Para cada lectura

se registraron 3 repeticiones homogenizando la mezcla previo a la lectura.

7.7.4 Inoculacion del sustrato estéril

Una vez estéril el sustrato, se inoculd con granos de trigo previamente inoculados con el
micelio, preparados como se indica en la secciones 7.6.1., 7.6.2. y 7.6.3. A las bolsas con
2600 g de sustrato estéril se les agregd aproximadamente 250 g de inoculo y se dispersé por
toda la bolsas de polipropileno de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp. E.U.A) tratando de
homogenizar completamente la mezcla, las bolsas fueron selladas con un sellador termo
electronico (Impulse Sealer, UL), para evitar la entrada de contaminacion. En este paso del

proceso a las bolsas inoculadas se les nombran unidades de produccion.

7.7.5 Incubacion de las unidades de produccion
Las unidades de produccion fueron incubadas en un cuarto con ciclos de 13 horas luz y 9
horas de obscuridad con una temperatura maxima de 25°C y una minima de 15°C durante 90

dias hasta que se observo la presencia de primordios sobre el sustrato.

7.7.6 Fructificacion de las unidades de produccion

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, las unidades de produccion se transfirieron al
modulo de fructificacion. La parte superior de la bolsa fue retirada con ayuda de tijeras y las
unidades de produccidon se mantuvieron por 45 dias con un rango de temperatura de 23°C y
14°C con una humedad relativa superior al 60% hasta que los cuerpos fructiferos alcanzaron
el estadio adulto. Finalmente, los cuerpos fructiferos fueron cosechados desprendiéndolos

desde la bese del sustrato y fueron procesados.

7.7.7 Manejo poscosecha de los cuerpos fructiferos

A los cuerpos fructiferos cosechados se les registr6 el peso fresco por unidad de produccion
en una balanza analitica (OHAUS, E.U.A), describiendo las caracteristicas macroscopicas
como largo y ancho del pileo, color y presencia de laca; largo y ancho del estipite, color,

forma, apariencia de la textura y presencia de laca; ancho del himenio, color y niimero de
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poros por centimetro cuadrado; color, tamafio y forma de las esporas. Ademas, se registrd su
peso seco, para lo cual, los cuerpos fructiferos fueron colocados sobre charolas en un horno
(Felisa, México) durante un periodo de 24 horas a 90°C y fueron nuevamente pesados en
balanza analitica (OHAUS, E.U.A). Finalmente, los cuerpos fructiferos fueron almacenados

en bolsas de polipapel.

7.7.8 Determinacion del rendimiento y eficiencia bioldgica
La producciéon de los carpéforos se determind mediante la siguiente formula, expresada en

peso en gramos del cuerpo fructifero por kilogramo de sustrato en peso seco (g/k Ps):

Y =X/S

es decir, el rendimiento (Y) es el promedio de los cuerpos fructiferos o biomasa (X) de cada
unidad de produccion multiplicado por 1000 entre el peso seco del sustrato (S) (Sanchez y
Royse, 2001). Por otra parte, la eficiencia bioldgica (EB) y tasa de produccion (TP) se
calcularon de acuerdo a Royse (1985), en donde, la eficiencia bioldgica es el resultado del
peso fresco de carpoforos producidos (Pf Cf) entre el peso seco del substrato utilizado

multiplicado (Ps S) por 100 es decir:

EB= (Pf Cf/Ps S) x 100

y la tasa de produccion es el resultado de la division de la eficiencia bioldgica y el ciclo total

de produccion (Ct P) o sea:

TP=EB/CtP

7.8  Analisis molecular

7.8.1 Cultivo micelial en medio liquido CYM

El cultivo del micelio para la extraccion de ADN se realizd en caja de Petri de 5 cm de
didmetro con 19 ml de medio de cultivo CYM. El medio de cultivo fue inoculado con
fragmentos de micelio de 0.5 cm y se incubaron de manera estatica a 27°C + 3°C, hasta que el
micelio cubridé completamente el medio de cultivo. Las cajas fueron monitoreadas
diariamente para descartar contaminacion. Una vez que el micelio cubrié completamente el

medio de cultivo, el micelio fue cosechado con espatulas estériles y colocado sobre papel
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filtro estéril. Con ayuda de toallas absorbentes se retir6 el exceso de medio de cultivo en el
micelio, depositando la biomasa en tubos eppendorf de 1.5 ml estériles. Posteriormente, el
micelio contenido en los tubos eppendorf fue congelado en nitrégeno liquido y liofilizado,

como se indica en la seccidon 7.8.2.

7.8.2 Liofilizacion

La liofilizacion del micelio se realizdo mediante en un aparato Freeze Dry System / Frezone
4.5 (LABCONCO), los tubos eppendorf con el micelio congelado en nitrégeno liquido se
colocaron en gradillas para su liofilizacion. Esta se realizé por 24 horas a -45°C y 127 x 1073
mbar de presion de vacio, posterior al tiempo de liofilizacion los tubos eppendorf con el

micelio seco fue almacenado hasta su posterior utilizacion.

7.8.3 Extraccion de ADN gendmico de hongos filamentosos

La extraccion del ADN se realizd por el método descrito por Challen et al. (1995). Este
método consiste, de manera general, en 5 pasos: 1) lisis celular y digestion de proteinas, 2)
digestion de ARN, 3) precipitacion de proteinas, 4) precipitacion de ADN y 5) hidratacion del
ADN.

Brevemente, el método consistid en moler el micelio liofilizado hasta obtener un polvo fino
(ver seccion 7.8.2) y se agregaron 650 ul del buffer A (ver seccion 7.8.16). Para la
eliminacion del ARN se adicionan 5 unidades de RNasa A (QIAGEN, USA),
aproximadamente 3 pl, y se mezcld por inversion, una vez homogenizado se incubd a 70°C
por 30 min. Transcurrido el tiempo se centrifugd por 10 min en microcentrifuga (Centrifuge
5415 C, Eppendorf) a temperatura ambiente a 13,000 rpm. Al mismo tiempo se equilibr6é una
columna QIAGEN usando (1ml) de buffer QBT (QIAGEN, USA).

Posteriormente, se agregé el sobrenadante producto de la centrifugacion a la columna
equilibrada, permitiendo que fluya a través de la columna. Una vez eluido el sobrenadante, se
lavé la columna con 1 ml de buffer QC cuatro veces y se eluyé el ADN con 700 pl de buffer
QC dentro de un tubo eppendorf estéril. Para la precipitacion del ADN se agreg6 700 pl de
propan-2-ol, mezclando por inversion y se dejo reposar por dos minutos, a continuacion se
centrifugd a temperatura ambiente por 20 min a 13,000 rpm. EI pellet se limpio por inversion
con 500 pl de etanol al 70% y se centrifugd a temperatura ambiente por 10 min a 13,000 rpm.
Al final el pellet se seca en un horno a 30 ¢ 45°C por aproximadamente 30 min. El pellet de

ADN, se resuspendio en 20 pl de TE pH 8 preparado como se indica en la seccion 7.8.16 o
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agua para PCR y se colocod en baino maria a 55°C por 30 min 6 hasta que el pellet quedo
totalmente incorporado a la solucion acuosa. Finalmente, se evalud la calidad del ADN por el

método de Sambrook y Russell (2001).

7.8.4 Elaboracion del gel de agarosa

La matriz de agarosa se preparo utilizando un gramo de agarosa grado analitico (Promega-
E.U.A) y disuelta en buffer TAE 1X preparada como se indica en la seccion 7.8.16. La
solucion fue homogenizada con ayuda de un horno de microondas con un ciclo de 45
segundos y, tres ciclos de 15 segundos, la solucion agité manualmente entre cada ciclo para
favorecer la homogenizacion. Finalmente, a la solucidon se agregd bromuro de etidio (10
mg/ml) y se verti6 en una placa para geles de agarosa y se dejo solidificar hasta su

utilizacion.

7.8.5 Electroforesis del ADN
El ADN gendmico se transfiridé en una matriz de agarosa al 1% por un periodo de tiempo de

140 min a 70 voltios. Para la visualizacion del ADN se utiliz6é un transiluminador de luz UV

en un aparato Gel Doc 2000 (BIORAD, USA).

7.8.6 Cuantificacion del ADN
El ADN fue cuantificado con ayuda de un aparato Gel Doc 2000 (BIORAD, USA). Como
marcador de peso molecular conocido se utiliz6 ADN del macréfago A sin digerir utilizando

10 y 20 ng por microlitro.

7.8.7 Oligonucledtidos (primers) para PCR y secuenciacion
Para amplificar las secuencias precedidas por las regiones ITS-1 e ITS-4 se utilizaron primers
especificos de la region pequeiia 5.8s de los genes ribosomales (rADN). La secuencia de los

primers ITS-1 e ITS-4 se encuentran en la tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de los primers para las regiones internas de transcripcion

ITS-1 e ITS-4.

Region Secuencia Referencia

ITS-1 5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’ White et al. (1990)
ITS-4 5-TCCTCCGCTTATTGATATGC- 3’ White et al. (1990)
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7.8.8 Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion del gene ribosomal se utiliz6 un termociclador (GeneAmp, PCR System
2400, PERKIN ELMER) y se realizaron con las siguientes condiciones: un ciclo de
preparacion de 30 segundos a 94°C, después, una etapa de 30 ciclos de desnaturalizacion de
30 segundos a 94°C, seguido por 45 segundos para el alineamiento de los primers a 50°C, y 5
minutos para la extension de la cadena a 72°C, finalmente 1 ciclo de término de 5 minutos a

72°C, posterior a los ciclos la reaccion se mantiene a 4°C hasta su utilizacion.

La reaccion se llevo a cabo en un tubo eppendorf de 200 pl, el cual contenia 25 ul de PCR
AmpliTaq Gold® Master Mix 2X (Roche), 5 ul del primer ITS-1 10 uM y 5 ul del primer
ITS-4 10 uM y 40 ng de muestra del ADN en un volumen de 5 pul para después ajustar el

volumen de la reaccion con agua para PCR hasta 50 pl.

7.8.9 Purificacion del producto del PCR

La purificacion del producto de PCR se realizé de acuerdo al protocolo de purificacion de
QIAquick PCR (QIAgen, USA). El método consistio en tres pasos principales, en el primer
paso para eliminar restos de aceite o buffer en el que fue resuspendida, la muestra se lavé con
5 volumenes iguales de buffer PB y se paso a través de la columna QIAquick centrifugando a
temperatura ambiente por 1 minuto a 13.000 rpm, posteriormente el eluyente se elimind, en el
siguiente paso la muestra se lavo con 0.75 ml de buffer PE para eliminar residuos de la
reaccion, centrifugando a temperatura ambiente por 1 minuto a 13.000 rpm y se elimino el
eluyente, para eliminar completamente el eluyente nuevamente se centrifugd a temperatura
ambiente por 1 minuto a 13.000 rpm, finalmente, la muestra se recuperdé en un tubo
eppendorf de 1.5 ml usando de 30 a 50 ul de buffer EB centrifugando a temperatura ambiente
por 1 minuto a 13.000 rpm, finalmente la muestra se visualizé en gel de agarosa al 1%,

preparado como se indica en las secciones 7.8.4.y 7.8.5.

7.8.10 Secuenciacion de los productos del PCR

Los productos de PCR fueron secuenciados tanto de la region ITS-1 e ITS-4 obteniendo la
secuencia de la cadena doble del ADN ribosomal. La secuenciacion se realiz6 en los
Servicios de Tecnologia de ADN Seq Wright Inc, Houston, EUA. Las muestras fueron
enviadas en tubos eppendorf de 1.5 ml y selladas con cinta parafilm. Las secuencias consenso

obtenidas a partir de las regiones ITS-1 e ITS-4 han sido incluidas en el anexo A-1.
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7.8.11 Alineamiento de las secuencias

Las secuencias de ADN obtenidas a partir de los primer ITS-1 e ITS-4 y la secuencia
consenso ITS-1 + ITS-4 fueron alineadas por medio del método CrustalW, en el programa
MEGA4 (Tamura et al., 2007). El alineamiento de las secuencias incluyo al grupo externo
Fomitopsis palustris con niimero de acceso del EBI (EUO2464), el cual fue usado como raiz
de los arboles en el estudio filogenético. Los huecos en el alineamiento de las secuencias
fueron tomados en cuenta para incrementar su similitud entre ellas. Con el fin de asegurar que
las posiciones de las bases fueran homologas, las secuencias fueron alineadas de manera
automatica dando el mismo peso filogenético a los eventos de transicion y transversion. Los
alineamientos de las secuencias obtenidas a partir de las regiones ITS-1 e ITS-4 y la
secuencia consenso de ambos han sido incluidos en el anexo B (B-1, B-2 y B-3),

respectivamente.

7.8.12 Inferencia filogenética

La inferencia filogenética se realizo considerando las secuencias como dos tipos de caracteres
alternativos: como caracteres discretos en donde cada sitio tiene cuatro posibles estados A, T,
C, G y como caracteres continuos donde se obtiene un valor de distancia genética entre las
secuencias completas. Los andlisis filogenéticos se generaron con los criterios de maxima
parsimonia y minima evolucion utilizando el método de agrupamiento de Neigbor-joining,
por medio del programa de MEGA4 (Tamura et al., 2007). En ambos métodos, las bases
nucleotidicas que no se resolvieron o que se perdieron y los huecos o bases que no existen
dentro de las secuencia fueron evaluadas como eliminacion de bases con la opcion pairwise
deletion. Para estimar la confiabilidad de las relaciones filogenéticas se evaluo la robustez o
soporte estadistico (bootstrap) de las ramas, realizando 1000 réplicas. Para los analisis de
maxima parsimonia se realizd6 una busqueda heuristica con intercambio de ramas en los

arboles generados con diez repeticiones de arboles generados al azar.

7.8.13 Analisis de maxima parsimonia

Tomando en cuenta los supuestos del método de mdaxima parsimonia, los analisis
filogenéticos fueron realizados usando el programa MEGA4 (Tamura et al., 2007). Los
analisis de maxima parsimonia (MP) se obtuvieron de la secuencia ITS-1 e ITS-4 y su
secuencia consenso de ambos ITS-1 + ITS-4. Las bases nucleotidicas que no se resolvieron o
que se perdieron y los huecos o bases que no existen dentro de las secuencia fueron evaluadas

como eliminacion de bases con la opcion pairwise deletion. Para los analisis se realiz6 una
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busqueda heuristica usando CNI por sus siglas en ingles Close Neighbourhood Interchange,
con intercambio de ramas en los arboles generados con diez repeticiones de arboles
generados al azar. Un arbol consenso estricto fue generado a partir de los resultados. Para
estimar la confiabilidad de las relaciones filogenéticas se evalud la robustez o soporte
estadistico (bootstrap) de las ramas, realizando 1000 replicas. También los datos perdidos y
los huecos se evaluaron con eliminacion completa de las bases con la opcion complete

deletion (Datos no mostrados).

7.8.14 Analisis de minima evolucion

Los analisis de Neighbor-joining (NJ) se obtuvieron de la secuencia ITS-1 e ITS-4, asi como
la secuencia consenso de ambos ITS-1 + ITS-4. Las bases nucleotidicas que no se resolvieron
o que se perdieron y los huecos o bases que no existen dentro de las secuencia fueron
evaluadas como eliminacion de las bases con la opcion pairwise deletion. Para evaluar los
datos se utilizo el modelo de Tamura-Nei. Un arbol consenso estricto fue generado a partir de
los resultados. Para estimar la confiabilidad de las relaciones filogenéticas se evaluo la
robustez o soporte estadistico (bootstrap) de las ramas, realizando 1000 réplicas. También los
datos perdidos y los huecos se evaluaron con eliminacion completa de las bases con la opcion

complete deletion (Datos no mostrados).

7.8.15 Analisis de distancia

Para confirmar las relaciones filogenéticas obtenidas con los métodos de méxima parsimonia
y Neighbor-joining (NJ) se evaluaron los porcentajes de diferencias nucleotidicas y de
distancias genéticas de las secuencias derivadas de las regiones ITS-1 e ITS-4, asi como de la
secuencia consenso de ambas, los analisis fueron realizados usando el programa MEGA4

(Tamura et al., 2007).

7.8.15.1 Diferencias nucleotidicas (%)

Los analisis se obtuvieron de la secuencia ITS-1 e ITS-4 y de la secuencia consenso de ambos
ITS-1 + ITS-4. Las bases nucleotidicas que no se resolvieron o perdidas y los huecos o bases
que no existen dentro de las secuencia fueron evaluadas como eliminacion de las bases con la
opcion pairwise deletion ya que este aporta mayor informacion al momento de realizar el
analisis. Para evaluar los datos se utiliz6 el modelo de numero de diferencias para
nucleotidos. Las matrices fueron generadas a partir de las secuencias. También los datos

perdidos y los huecos se evaluaron con eliminacion completa de las bases con la opcion
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complete deletion. Las matrices de distancias obtenidas a partir de las regiones ITS-1 e ITS-4
y la secuencia consenso de ambos han sido incluidas en el anexo C (C-1, C-2 y C-3)

respectivamente.

7.8.15.2 Distancias genéticas

Las distancias genéticas fueron calculadas utilizando el modelo evolutivo de Tamura-Nei. El
calculo de las distancias con este método facilita la comparacién de los niveles de divergencia
entre poblaciones. Los andlisis de distancias se obtuvieron de la secuencia ITS-1 e ITS-4 y la
secuencia consenso de ambos ITS-1 + ITS-4. Las bases nucleotidicas que no se resolvieron o
perdidas y los huecos o bases que no existen dentro de las secuencia fueron evaluadas como
eliminacion de las bases con la opcion pairwise deletion ya que este aporta mayor
informacion al momento de realizar el andlisis. Para evaluar los datos se utiliz6 el modelo de
Tamura-Nei. Las matrices fueron generadas a partir de las secuencias. También los datos
perdidos y los huecos se evaluaron con eliminacion completa de las bases con la opcion
complete deletion. Las matrices obtenidas a partir de las regiones ITS-1 ¢ ITS-4 y la

secuencia consenso de ambos han sido incluidas en el anexo D (D-1, D-2 y D-3).

7.8.16 Reactivos para extraccion de ADN

- (50X) Buffer (TAE). El volumen final de la solucion fue de 1000 ml.
242 g de Tris base (SIGMA- U.S.A)
57 ml de écido acético glacial (MERCK- Alemania)
100 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0)

- (10X) Buffer (TE). La solucion fue aforada a 500 ml y se esterilizé a 121°C por 20
minutos.
50 ml de Tris-HCI (pH 8.0)
10 ml de EDTA 0.5 M (pH 8.0)
440 ml de H,0 destilada

- EDTA (0.5 M). Para disolver el EDTA se utilizaron perlas de NaOH para ajustar el
pH a 8.0.

- Buffer A. El volumen final de la mezcla fue de 20 ml.

38



8 ml de KCI 1 M estéril
2 mlde EDTA 0.5 M

1 ml de TRITON al 20%
9 ml de H,O pol

- Triton X-100 (20%)
20 ml de Triton X-100
80 ml de H,O

- (6X) Buffer de carga tipo 1. La solucion se filtr para esterilizarla.
Azul de bromo fenol al 0.25%
Xileno CY y FF al 0.25%
Glicerol al 30%

7.9 Analisis estadistico

Para evaluar las diferencias estadisticas entre tratamientos, se realizd un disefio experimental
con un analisis estadistico completamente al azar (anexo F), en el que se observan las
diferencias significativas de la velocidad de crecimiento entre los medios de cultivo. El
analisis estadistico completamente al azar, se realizd a un nivel de significancia (o)) del

0.05%; para la comparacion de medias se siguio el criterio de la prueba de Tukey.
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8 DISENO EXPERIMENTAL

Para desarrollar los objetivos propuestos se disefid la siguiente estrategia experimental
(Figura 3). Se realizaron recolectas de especimenes del género Ganoderma y se aislaron las
cepas. Las cepas obtenidas se caracterizaron midiendo tasa de crecimiento radial, tipo de
micelio, color del micelio y, velocidad de crecimiento especifica. Una vez que se
caracterizaron las cepas cuantitativa y cualitativamente, se realizo el analisis filogenético e
identificacion de las especies. Desarrollada la filogenia y caracterizacion de las cepas, se
seleccionaron cepas de los principales grupos para realizar su caracterizacion en varios
niveles. Posteriormente, se realizo la caracterizacion en cultivo s6lido analizando parametros
como ciclo de produccién de los carpoforos, eficiencia bioldgica y caracterizacion de los
hongos cultivados. Una vez cubiertos los puntos anteriores se disefid un paquete tecnologico
como estrategia para transferir la tecnologia del cultivo de Ganoderma spp. a los productores
interesados en cultivar especies con potencial medicinal o brindando otra alternativa de

produccion a los productores del sector rural y privado.
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Figura 3. Diagrama general del disefio experimental a seguir en la presente investigacion.
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9 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Recolecta del material biolégico

9.1.1 Recolecta de los cuerpos fructiferos y aislamiento de las cepas

Con la finalidad de obtener cepas de Ganoderma se realizaron recorridos a los estados de:
Morelos, Puebla, México, Guerrero y Veracruz, aislando 15 cepas. Los carpdforos
recolectados se encontraron en un habitat de bosque mesofilo de montafia, predominando la
vegetacion de pino-encino, sin embargo, el sustrato principal fueron tocones de arboles de
encino en descomposicion los cuales habian sido talados. Los ejemplares fueron identificados

por las caracteristicas tipicas que presenta el género Ganoderma.

En la figura 4 se muestran algunos de los ejemplares representativos de Ganoderma. Por otra
parte, 51 cepas fueron donadas de distintas instituciones, tales como el Instituto de Ecologia
de Xalapa, la Universidad Auténoma de Guadalajara, y la Universidad Auténoma del Estado
de Morelos (Centro de Investigaciones Biologicas). Las cepas fueron incorporadas al Centro
de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles (CREGEHC) del Colegio de Posgraduados
Campus Puebla (Tabla 2).

~h!

L

Figura 4. Especimenes recolectados del género Ganoderma, mostrando las principales caracteristicas
del género.
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Las muestras estan representando principalmente a los estados que conforman el Eje
Neovolcanico Transversal (ENT), una de las regiones mexicanas con mayor diversidad y
numero de endemismos debido a la diferencia de altitud, clima, microclima y, vegetacion que
se encuentran en esta 4area, elementos de insularizacién para un importante numero de
diferencias genéticas inter e intra especies. Diferentes autores han reportado para México 9
especies para el género Ganoderma (Guzman 1963; Castillo et al., 1969; Garcia et al., 1998;
Murrill 1908), identificadas como Ganoderma applanatum, G. areolatum, G. curtisii, G.
lobatum, G. lucidum, G. oregonese, G. sessiliforme y G. subincrustatum, siendo la especie

lucidum mayormente representada en 12 estados del pais.

Se ha sugerido que la distribucion de Ganoderma inicia desde los tropicos (Moncalvo, 1995a,
b). En este estudio la distribucion de las especies principalmente se localiza entre las regiones
Neo tropical y Neartica, observandose una gran plasticidad fenotipica, indicando la existencia
de especiacion y creacion de grupos jovenes. Hipodtesis de Rivarden, (1991) lo ha sugerido
utilizando evidencia molecular. Un gran nimero de especies de Ganoderma laqueadas han
sido descritas principalmente de los tropicos y se ha especulado que los tropicos actuan como

bombas para generar taxa debido a las condiciones dptimas resultando en una gran diversidad

(Jablonski, 1993).

Tabla 2. Relacion de cepas de Ganoderma registradas en el CREGENHC, del Colegio de
Postgraduados, Campus Puebla, utilizadas en el presente estudio.
No. Nombre cientifico Procedencia msnm Origen Sustrato Registro
1| G.sp. Puebla 2800 Este trabajo Quercus sp. CP-387
2 | G. applanatum Puebla 3100 Este trabajo Pinus sp. CP-434
3 | G. curtissi Guerrero 2500 Este trabajo Quercus sp. CP-444
4 | G.sp. Guerrero 2500 Este trabajo Quercus sp. CP-445
5| G. sp. Guerrero 2500 Este trabajo Quercus sp. CP-446
6 | G. applanatum México 3200 Este trabajo Quercus sp. CP-447
7 | G.sp. Morelos 2000 Este trabajo Quercus sp. CP-449
8 | G.sp. Morelos 2000 Este trabajo Quercus sp. CP-452
9 | G. subamboinense Morelos 2000 Este trabajo Quercus sp. CP-453
10 | G. applanatum Puebla 3200 Este trabajo Pinus sp. CP-477
11 | G. curtissi Morelos 2000 CREGENHC Madera en CP- 145
descomposicion
12 | G. lucidum Puebla 3000 Este trabajo | e CP-205
13 | G.sp. Puebla 3100 Este trabajo Quercus sp. CP-367
14 | G. sp. Morelos 2100 Este trabajo Quercus sp. CP-377
15 | G. lucidum Jalisco 1700 Este trabajo Quercus sp. CP-476
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16 | G. lucidum Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G01 Quercus sp. CP-381
17 | G. lucidum Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G03 Quercus sp. CP-382
18 | G. lucidum Morelos 1800 Cobioch-UAEMor-G06 Quercus sp. CP-383
19 | G. lucidum Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G13 Quercus sp. CP-384
20 | G. lucidum Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G23 Quercus sp. CP-385
21 | G. lucidum Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G25 Quercus sp. CP-386
22 | G. subamboinense Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G11 Quercus sp. CP-388
23 | G. sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G36 Quercus sp. CP-389
24 | G. sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G37 Quercus sp. CP-390
25 | G. lucidum Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G38 Quercus sp. CP-391
26 | G.sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G39 Quercus sp. CP-392
27 | G. sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G40 Quercus sp. CP-393
28 | G. lucidum Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G41 Quercus sp. CP-394
29 | G. sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G42 Quercus sp. CP-395
30 | G. lucidum Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G43 Quercus sp. CP-396
31 | G.sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G44 Quercus sp. CP-397
32 | G.sp. Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G45 Quercus sp. CP-398
33 | G. resinaseum Morelos 1200 Cobioch-UAEMor-G46 Casuarina sp. CP-399
34 | G. sessile Morelos 1200 Cobioch-UAEMor-G47 Ficus sp. CP-400
35 | G.sp. Morelos 2100 Cobioch-UAEMor-G48 Quercus sp. CP-401
36 | G. lobatum Morelos 1200 Cobioch-UAEMor-G49 Spathodea CP-402
campanulata
37 | G.sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G02 Quercus sp. CP-403
38 | G.sp. Morelos 2300 Cobioch-UAEMor-G15 Quercus sp. CP-404
39 | G.subamboinense Morelos 1800 Cobioch-UAEMor-G20 Quercus sp. CP-405
40 | G. sp. Morelos 1800 Cobioch-UAEMor-G50 Quercus sp. CP-406
41 | G. lucidum Morelos 1800 Cobioch-UAEMor-G51 Quercus sp. CP-407
42 | G.sp. Morelos 1800 Cobioch-UAEMor-G52 Quercus sp. CP-408
43 | G. curtissi Morelos 1800 Cobioch-UAEMor-G53 Quercus sp. CP-409
44 | G. sp. Morelos 1200 Cobioch-UAEMor-G54 Spathodea CP-38
campanulata
45 | G. sp. Morelos 1200 Cobioch-UAEMor-G55 Spathodea CP-42
campanulata
46 | G. sp. Morelos 1200 Cobioch-UAEMor-G56 Spathodea CP-62
campanulata
47 | G. sp. Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G57 Pinus sp. CP-66
48 | G. lucidum Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G12 Quercus sp. CP-435
49 | G. lucidum Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G62 Quercus sp. CP-4438
50 | G. sp. Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G64 Quercus sp. CP-450
51 | G. sp. Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G65 Quercus sp. CP-451
52 | G. lucidum Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G14 Quercus sp. CP-455
53 | G. applanatum Morelos 2000 Cobioch-UAEMor-G68 Pinus sp. CP-454
54 | G. sp. Veracruz 0 INECOL-768 | === CP-472
55 | G. sp. Veracruz 0 INECOL-769 | == CP-473
56 | G. sp. Veracruz 0 INECOL-772 | - CP-474
57 | G. sp. Veracruz 0 INECOL-795 | —-mmeme- CP-475
58 | G. lucidum Jalisco 1800 UAG-100 | —eeeeeee- CP-469
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59 | G. lucidum Jalisco 1800 UAG-102 | e CP-470

60 | G. lucidum Jalisco 1800 UAG-103 | - CP-471

61 | G.sp. Morelos 2800 Este trabajo Quercus sp. CP-510

62 | G.sp. Morelos 2800 Este trabajo Quercus sp. CP-511

63 | G. sp. Veracruz 0 Este trabajo | —mememeee- CP-512

64 | G. sp. Veracruz 0 Este trabajo | —=-meee- CP-513

65 | G. sp. Veracruz 0 Este trabajo | —mememeee- CP-514

66 | G. colossus Morelos 2800 Este trabajo Casuarina sp. CP-532
CP= Cepario del Colegio de Postgraduados. CREGENHC = Centro de Recursos Genéticos de
Hongos Comestibles. Cobioch-UAEMor= Cepario del Corredor Biologico Chichinautzin,
Universidad Auténoma del Estado de Morelos. INECOL= Cepario del Instituto de Ecologia de
Xalapa. UAG= Cepario de la Universidad Autonoma de Guadalajara. ------- = Sin datos

9.2 Estudio filogenético

9.2.1 Extraccion de ADN

Se analizé el ADN gendémico de las cepas estudiadas, obteniendo diferentes calidades y
concentraciones. En la figura 5 se muestran tnicamente seis de las 66 extracciones del ADN
correspondientes a los 66 especimenes aislados, el resto se encuentran en el anexo A2. En la
mayoria de las cepas analizadas se observd el ADN gendmico en la parte superior del gel asi
como la presencia de otros materiales, posiblemente sea ADN degradado u material genético

extracromosomal.

& DNA Eco Rl y Hind Il

Figura 5. ADN total de cepas de Ganoderma spp. Pozo 1 marcador de peso molecular ADN A Eco RI
y Hind III, (Roche, Alemania), pozos 2 y 3 marcador de peso molecular ADN A (Roche, Alemania),
10 y 20 ng, respectivamente, los pozos 4 al 9 pertenecen a las cepas CP-406, CP-408, CP-62, CP-434,
CP-446 y CP-388, respectivamente.
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9.2.2 Amplificacion de la secuencia flanqueada por los primers ITS-1 e ITS-4

En la figura 6 se observa el gel de agarosa mostrando el producto de amplificacion de la
region pequena 5.8s del gene ribosomal rADN de solo seis cepas de las 66 estudiadas, el resto
se encuentran en el anexo A2. Se obtuvieron los 66 productos de PCR por duplicado, sin
embargo, solo se logrd secuenciar 49 taxa, (CP-205, CP-367, CP-377, CP-381, CP-382, CP-
383, CP-384, CP-385, CP-386, CP-387, CP-388, CP-389, CP-390, CP-392, CP-394, CP-395,
CP-396, CP-397, CP-398, CP-399, CP-400, CP-401, CP-403, CP-404, CP-405, CP-408, CP-
409, CP-434, CP-435, CP-444, CP-445, CP-446, CP-447, CP-448, CP-449, CP-450, CP-451,
CP-452, CP-453, CP-454, CP-469, CP-471, CP-472, CP-473, CP-474, CP-476, CP-512, CP-
513 y CP-514) a partir de la region ITS-1 y 48 taxa, (CP-145, CP-381, CP-382, CP-383, CP-
384, CP-385, CP-386, CP-387, CP-388, CP-389, CP-391, CP-394, CP-395, CP-396, CP-397,
CP-398, CP-399, CP-400, CP-401, CP-403, CP-405, CP-406, CP-407, CP-408, CP-409, CP-
434, CP-435, CP-444, CP-445, CP-446, CP-447, CP-449, CP-450, CP-451, CP-452, CP-453,
CP-454, CP-455, CP-469, CP-470, CP-471, CP-472, CP-473, CP-474, CP-476, CP-512, CP-
513 y CP-514) a partir de la region ITS-4.

11

— O 0 = w o M~ o

L) 10

5148 pb —

4973 pb W

3530 pb

2027po
1904pb =
13750 — B

Q47 pb
831pb —

S64pb —

1584 pb

+. DNA EcoRl y Hind lll

Figura 6. Productos de la amplificacion del PCR de cepas de Ganoderma spp. Pozos 1 y 11 marcador
de peso molecular L ADN Eco RI y Hind III, (Roche, Alemania), pozos 2 al 4 cepas CP-406, CP-408,
CP-62, CP-434, CP-446 y CP-388, respectivamente. Pozos 9 y 10 marcador de peso molecular ADN
A (Roche, Alemania), 20 y 10 ng, respectivamente.
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El producto de PCR de los aislamientos correspondi6 a un solo fragmento de
aproximadamente 650 pb (Figura 6), resultados similares fueron observados por Moncalvo et

al. (1995a) y Gottlieb et al. (2000).

9.2.3 Analisis filogenético

En los andlisis individuales de las secuencias obtenidas a partir de las regiones ITS-1 e ITS-4
se utilizaron 55 taxa, sin embargo, para el analisis de las secuencias consenso solo 41 taxa de
las que se obtuvo la secuencia por ambas regiones (ITS-1 e ITS-4) fueron incluidas. Las
secuencias de 590 nucleotidos alineados derivados de la region ITS-1 mostraron 103 sitios
parsimoniosamente informativos, 206 sitios conservados y 367 sitios variables. Para la region
ITS-4 104 sitios fueron parsimoniosamente informativos, 185 sitios conservados y 382 sitios
variables de un total de 585 nucleotidos alineados. Para la secuencia consenso de la region
ITS-1 + ITS-4 se obtuvo un total de 626 nucledtidos alineados de los cuales 92 sitios fueron
parsimoniosamente informativos, 256 sitios conservados y 359 sitios variables. La frecuencia
de los sitios variables fue similar en ambas regiones asi como en la secuencia consenso, pero
la variacion fue mayormente localizada en la region central en los alineamientos en la region
ITS-1 y en la region final para el alineamiento para la region ITS-4. Resultados similares

fueron observados por Moncalvo et al. (1995a).

9.2.3.1 Maxima parsimonia

El método de maxima parsimonia s6lo considera caracteres cladisticamente informativos, los
cuales son sitios en el alineamiento con menos de dos tipos diferentes de nucleotidos cada
uno representado dos veces (Kumar et al., 2007). Para las secuencias alineadas usando la
region ITS-1 se usaron 103 sitios en el analisis de parsimonia, para la region ITS-4 se
utilizaron 104 sitios y para la combinacion de ambas regiones de utilizaron 92 sitios

parsimoniosos.

Para el analisis de maxima parsimonia que es un método basado en el andlisis de los
caracteres discretos, se investigd el uso de la opcion pairwise deletion y complete deletion, ya
que tanto las inserciones como las deleciones pueden aportar informaciéon relevante al
momento de interpretar los resultados (Nei, 1996). Los arboles consenso producidos por
ambos modelos mostraron la misma topologia y s6lo mostraron diferencias en el soporte
estadistico (resultado no mostrado). El arbol consenso estricto usando pairwise deletion

mostré mejor soporte estadistico que con la opcion de complete deletion. Los arboles
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evolutivos producidos de las secuencias obtenidas por las regiones ITS-1 e ITS-4 y la
secuencia consenso obtenidas de las regiones ITS-1 + ITS-4 se muestran en la figura 7a,

figura 7b y figura 7c, respectivamente.

El andlisis de parsimonia se baso en una busqueda heuristica produciendo 312 arboles mas
parsimoniosos con el grupo de datos obtenidos a partir de la regiéon ITS-1, mostrando un
indice de consistencia de 0.923747 y en un indice de retencion de 0.935837. Dentro del arbol
consenso estricto generado, figura 7a, se generaron 7 grupos. Del grupo 1 al grupo 3 el
soporte estadistico fue bajo con un valor del 0%, para el grupo 4 y 5, aunque se obtuvieron
valores estadisticos altos de 83% y 55% respectivamente, para las ramas internas, al analizar
los datos del porcentaje de variacién nucleotidica los valores entre los primeros cinco grupos
fue menor al 6%, valor permitido para la variacidn interespecifica para especies de
Ganoderma (Moncalvo et al., 1995a), [Anexo C-2]. El grupo 6 se resolvioé del grupo 5 con un
valor de 27%. Dentro del grupo 6 con el andlisis de variacion nucleotidica se resolvieron los
subgrupos 6.1 y 6.2 con valores del 11% entre ambos, tratindose posiblemente de especies
diferentes. De la misma manera el grupo 6 se diferenci6 del grupo 7 con un valor de 42%.
Dentro del grupo 7 se diferenciaron cuatro subgrupos mostrando valores de variacion
nucleotidica del 40% para el subgrupo 7.1 y 7.2 para las cepas CP-388 y CP-447, 15% entre
los subgrupos 7.2 y 7.3 para las cepas CP-454 y CP-398, y un 10% entre los subgrupos 7.3 y
7.4 correspondientes a las cepas CP-389 y CP-446. El soporte estadistico entre los subgrupos
del grupo 6 y 7 fueron altos, lo cual indico la estabilidad y el soporte de cada rama
establecida. Un soporte estadistico bajo fue observado en cepas cercanamente relacionadas.
Moncalvo et al. (1995a), observaron bajos soportes estadisticos para especies cercanamente

relacionadas.
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Figura 7a. Filograma obtenido del analisis de las secuencias de la region ITS-1, usando como grupo
externo a Fomitopsis palustris, el arbol consenso fue generado con el analisis de maxima parsimonia
y un bootstrap de 1000 réplicas, los numeros de las ramas indican el soporte estadistico.
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A partir de la region ITS-4 el analisis de parsimonia se realizé con una busqueda heuristica
produciendo 69 arboles mas parsimoniosos con el grupo de datos obtenidos, mostrando un
indice de consistencia de 0.898608 y un indice de retencion de 0.904494. Dentro del arbol
consenso estricto generado (Figura 7b), se generaron 11 grupos. Dentro del grupo 1 se
resolvieron los subgrupos 1.1 y 1.2 habiendo una diferencia nucleotidica del 11% entre las
cepas CP-513 y CP-514; entre el grupo 1 y el grupo 2 se obtuvo una diferencia nucleotidica
del 34% correspondiente a las cepas CP-473 y CP-388; entre el grupo 2 y el grupo 3 se
obtuvo un porcentaje de diferencia nucleotidica de 29, cepas CP-453 y CP-398; en el grupo 3
y 4 la diferencia nucleotidica fue del 35%, dentro del grupo 4 se resolvieron tres subgrupos,
las diferencias nucleotidicas entre estos subgrupos fue de 50% y 34%, valores entre los
subgrupos 4.1-4.2 y 4.2-4.3. Los valores del soporte estadistico para los cuatro grupos, del 1
al 4 fueron altos, superando el 50% para la mayoria de ellos. Para el grupo 4 y 5 se obtuvo
una diferencia del 37% entre las cepas CP-450 y CP-145; el grupo 5 y el grupo 6 se
diferenciaron con un valor del 9%, cepas CP-403 y CP-455; dentro del grupo 6 se separaron
dos subgrupos con una diferencia de nucle6tidos del 11% subgrupo 6.1 y 6.2 pertenecientes a
las cepas CP-512 y CP-406; el porcentaje de diferencia entre los grupos 6 y 7 fue del 8%
entre las cepas CP-383 y CP-392; del grupo 7 al grupo 11 se observaron diferencias
nucleotidicas inferiores al 6%. Los valores de soporte estadistico del grupo 5 al grupo 11

fueron bajos no rebasando el 50%, no resolviéndose filogenéticamente estos grupos.

A partir de las secuencias consenso obtenidas de las regiones ITS-1 + ITS-4 en andlisis de
parsimonia basado en una busqueda heuristica se generaron 87 arboles mas parsimoniosos,
mostrando un indice de consistencia de 0.907080 y un indice de retencion de 0.919231.
Dentro del arbol consenso estricto, figura 7c, se obtuvieron 6 grupos. Del grupo 1 se
resolvieron tres subgrupos. Para el subgrupo 1.1 y 1.2 se obtuvo una diferencia nucleotidica
del 11%, cepas CP-514 y CP-513, en el subgrupo 1.2 y 1.3 la diferencia de nucleétidos fue
del 7% cepas CP-513 y CP-399, para los subgrupos 1.3 y 1.4 la diferencia nucleotidica fue
del 51% entre las cepas CP-400 y CP-405; el grupo 1 y el grupo 2 se resolvieron con un 36%
de diferencia nucleotidica; dentro del grupo 2 se resolvieron los subgrupos 2.1 y 2.2 con una
diferencia del 29% entre las cepas CP-454 y CP-389; el grupo 2 y el grupo 3 mostraron un
40% de diferencias nucleotidicas entre las cepas CP-452 y CP-384; del grupo 3 al grupo 6 no
se obtuvieron porcentajes de variacion nucleotidica superiores al 6% pudiéndose tratar de un

complejo de la misma especie.
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Figura 7b. Filograma del analisis de las secuencias obtenidas de la region ITS-4, usando como grupo
externo a Fomitopsis palustris, el arbol consenso fue generado con el analisis de maxima parsimonia
y un bootstrap de 1000 réplicas, los numeros de las ramas indican el soporte estadistico.
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Figura 7c. Filograma obtenido de las secuencias consenso a partir de las regiones ITS-1 + ITS-4,
usando como grupo externo a Fomitopsis palustris, el arbol consenso fue generado con el analisis de
maxima parsimonia y un bootstrap de 1000 réplicas, los numeros de las ramas indican el soporte
estadistico.
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A pesar del uso de las secuencias producidas por las regiones ITS-1 e ITS-4 y su secuencia
consenso, los arboles obtenidos mantienen la misma topologia, lo cual indica la solidez del
verdadero arbol filogenético. Aplicado al razonamiento de maxima parsimonia que sostiene
que el mejor arbol es aquel que involucra menor numero de pasos, al analizar las secuencias
obtenidas por la region ITS-4 se obtuvieron 69 arboles mas parsimoniosos, indicando un
menor numero de cambios posibles en las secuencias. Al analizar los valores de variacion
nucleotidica para discriminar entre especies y tomando como valor intraespecifico un
porcentaje mayor a 6, la variacion fue alta entre grupos y subgrupos, resolviendo once
especies diferentes. Sin embargo, los valores de boostrap fueron bajos en la mayoria de los

subgrupos no teniendo un buen soporte estadistico las ramas generadas para cada grupo.

Para el grupo de los datos obtenidos por la region ITS-1 y aunque el numero de arboles
parsimoniosos fue de 312, los valores de variacion nucleotidica fueron altos resolviendo siete
especies diferentes. Un dato importante fue el alto valor de boostrap entre grupos dando un
mejor soporte estadistico entre estos, asegurando su mejor agrupacion y resolucion de las
especies en cada grupo. Al analizar los datos consenso a partir de las regiones ITS-1 + ITS-4
en numero de arboles mas parsimoniosos fue de 87, resolviendo siete especies las cuales
fueron fuertemente soportados con valores de boostrap mayores del 70%, sin embargo, los
valores de variacion nucleotidia en la mayoria de los grupos y subgrupos fueron
relativamente bajos. Quizds esto se deba al nimero de diferencias entre los sitios
parsimoniosamente informativos que contienen las secuencias obtenidas a partir de las

regiones ITS-1 e ITS-4, no mostrando una buena resolucion entre los grupos y subgrupos.

Los altos valores de variacion nucleotidica en las secuencias producidas por la region ITS-4 y
los bajos valores de la region ITS-1 también fueron reportados por Moncalvo et al. (1995a),
quienes discuten que la variacion nucleotidica para los datos obtenidos por la region ITS-4 se
debio, a que ésta region evoluciona mas rapidamente que la region ITS-1, ademas de que la
region ITS-4 fue util para diferenciar entre especies en proceso de especiacion, mientras que
la region ITS-1 mostr6 mayor estabilidad nucleotidica, dando un mayor valor al éarbol

obtenido.
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9.2.3.2 Minima evolucion

También se realiz6 un analisis utilizando otro modelo evolutivo. El modelo incluye el método
de distancia de Neighbor-Joining que considera el criterio de minima evolucion, en donde las
mejores hipotesis filogenéticas son aquellas que minimizan las diferencias entre las distancias
genéticas y las medidas sobre una topologia hipotética. Bajo este criterio los individuos
cercanamente emparentados tendran menos diferencias en sus secuencias que los individuos
que se encuentren menos relacionados (Nei y Kumar, 2000). Analisis preliminares usando
este modelo produjo arboles topoldgicamente similares a los obtenidos en maxima
parsimonia, mostrando diferencia solamente en el soporte estadistico. Los arboles evolutivos
producidos por las secuencias obtenidas a partir de las regiones ITS-1 e ITS-4 y las
secuencias consenso ITS-1 + ITS-4 se muestran en las figuras 8a, figura 8b y figura S8c,
respectivamente. Esto indicd que la topologia de los arboles fue muy similar a los arboles

evolutivos correctos.

La reconstruccion filogenética para el conjunto de datos obtenidos de la region ITS-1 con el
analisis de Neighbor-joining, se realiz6é con 1000 repeticiones de boostrap, bajo el criterio de
Tamura-Nei, analizando los datos con pairwise deletion y dando el mismo peso a los eventos
de transicion y transversion. Dentro del arbol consenso estricto generado, (Figura 7d), se
generaron 3 grupos. En el grupo 1y 2 las distancias genéticas oscilaron entre 0.000 y 0.005 y
con soportes estadisticos de 0 al 50%, no resolviéndose las relaciones filogenéticas dentro de
estos dos grupos. El grupo 2 se diferencid del grupo 3 con un valor de distancia genética del
0.081 entre las cepas CP-406 y CP-400. Nei (1976), menciona que entre mismas especies se
obtengan valores situados entre 0.000 y 0.005 y, entre especies diferentes, la distancia
aumente al intervalo de 0,02 a 0,20. Si consideramos este valor para diferenciar entre
especies de hongos, las distancias obtenidas entre el grupo 2 y el grupo 3 confirmarian que se
trata de especies diferentes obteniendo un valor superior al 0.020. Dentro del grupo 3 se
resolvieron 7 subgrupos, el subgrupo 3.1 se resolvié del subgrupo 3.2 con un valor de
distancia de 0.024, cepas CP-475 y CP-513; el subgrupo 3.2 y 3.3 se resolvieron con un valor
de 0.021, cepas CP-513 y CP-473; los valores de distancia para los subgrupos 3.3, 3.4y 3.5
fueron de 0.082, 0.078 y 0.045, valores calculados entre las cepas CP-472-CP-405, CP-388-
CP-447 y CP-454-CP-498, respectivamente; el subgrupo 3.6 y 3.7 se resolvio con un valor de
0.022 entre las CP-389 y CP-446. El soporte estadistico para el grupo 3 y sus subgrupos

fueron superiores al 50% confirmando la solidez de las ramas que agrupan a estos clados.
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Figura 7d. Filograma obtenido de las secuencias de la region ITS-1, usando como grupo externo a
Fomitopsis palustris, el arbol consenso fue generado con el método de agrupacion de Neighbor-
Joining y un bootstrap de 1000 réplicas, los niimeros de las ramas indican el soporte estadistico.
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Para el conjunto de datos obtenidos de la region ITS-4 se cred el arbol consenso estricto
figura 7e, generando 4 grupos. Del grupo 1 al 3 las distancias genéticas no fueron superiores
a 0.020 sugiriendo que se trata de las misma especie, sin embargo, el agrupamiento obtenido
por el método de andlisis diferencia estos 3 grupos, dentro del grupo 1 se identificod el
subgrupo 1.1 y 1.2 con una distancia genética 0.021 entre las cepas CP-455 y CP-406; el
grupo 1 del grupo 2 mostrd una distancia genética de 0.019 entre las cepas CP-383 y CP-382;
el grupo 2 y el grupo 3 se diferencian con una distancia de 0.019 entre las cepas CP-398 y
CP-401, a pesar de la formacion de estos grupos y sus subgrupos el soporte estadistico fue
bajo en la mayoria de las cepas agrupadas, pudiéndose tratar de un complejo de una misma
especie. Entre el grupo 3 y el grupo 4 se obtuvo una distancia genética de 0.067 entre las
cepas CP-394 y CP-400. Dentro del grupo 4 se resolvieron 5 subgrupos con valores de 0.031
(subgrupo 4.1 y 4.2, cepas CP-513 y CP-514), 0.082 (subgrupo 4.2 y 4.3, entre las cepas CP-
473 y CP-405), 0.065 (subgrupos 4.3 y 4.4, cepas CP-388 y CP-447) y 0.066 (subgrupo 4.4 y
4.5, valor obtenido entre las cepas CP-454 y CP-446). El soporte estadistico dentro del grupo

4 y sus subgrupos fue superior al 70% confirmando la solidez de los grupos generados.

Con el conjunto de datos consenso generados de las regiones ITS-1 + ITS-4 se identificaron 8
grupos, figura 7f. Del grupo 1 al grupo 5 los valores de distancias genéticas no fueron
mayores al 0.007, sin embargo, la mayoria de las cepas incluidas en estos grupos compartian
valores de distancias de 0.000 y 0.002. EI grupo 5 y el grupo 6 se diferenciaron con un valor
de distancia de 0.055 entre las cepas CP-398 y CP-472; dentro del grupo 6 se resolvieron 3
subgrupos con una distancia genética de 0.022 entre el subgrupo 6.1 y el subgrupo 6.2 entre
las cepas CP-514 y CP-513; el grupo 6 y 7 mostraron diferencias genéticas de 0.099 entre las
cepas CP-400 y CP-447; dentro del grupo 7 se resolvieron 2 subgrupos con un valor de 0.027
entre las cepas CP-554 y CP-444; el grupo 7 y 8 mostré una diferencia genética de 0.084
entre las cepas CP-452 y CP-388. El soporte estadistico de los grupos 1 al 5 fue bajo no
resolviendo las relaciones filogenéticas entre este grupo de cepas, para los grupos 6 al 8 los
valores del soporte estadistico fueron superiores al 50%, confirmando la formacién de los

grupos y sus subgrupos.
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Figura 7e. Filograma obtenido de las secuencias de la region ITS-4, usando como grupo externo a
Fomitopsis palustris, el arbol consenso fue generado con el método de agrupacion de Neighbor-
Joining y un bootstrap de 1000 réplicas, los nimeros de las ramas indican el soporte estadistico.
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Figura 7f. Filograma obtenido de las secuencias consenso a partir de las regiones ITS-1 + ITS-4,
usando como grupo externo a Fomitopsis palustris, el arbol consenso fue generado con el método de
agrupacion de Neighbor-Joining y un bootstrap de 1000 réplicas, los numeros de las ramas indican el
soporte estadistico.
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La topologia en los tres arboles consenso estricto producidos con Neighbor-joining fue
similar para el conjunto de datos obtenidos por las regiones independientes y su consenso.
De acuerdo a los valores de variacion nucleotidica establecidos por Moncalvo et al. (1995a),
en este trabajo se encontrd una relacion con los valores de distancia genética, el cual sugiere
que un valor de distancia genética mayor a 0.020 es adecuado para distinguir relaciones intra-
especificas mientras que inter-especificas debe ser menor. Tomando en cuenta esta
consideracion, para el arbol obtenido por la region ITS-1 se resolvieron nueve especies con
altos valores de distancia genética entre grupos y subgrupos, ademds de un soporte estadistico
moderado mayor al 50%. Para la region ITS-4 se resolvieron siete especies con altos valores

de distancia genética y un alto soporte estadistico.

El arbol generado partir de las secuencias consenso de las regiones ITS-1 + ITS-4 mostrd
valores de distancia genética mas altos, asi como, valores altos de boostrap, resolviendo de
una mejor manera cada rama generada haciendo una mejor distincion entre especies. Sin
embargo, la resolucién intraespecifica no fue resuelta obteniendo valores de distancia
genética bajos asi como del soporte estadistico. Moncalvo et al. (1995a), en un analisis de
maxima parsimonia también reportaron bajos valores de bootstrap discutiendo su

significancia en organismos de una misma especie de Ganoderma.

9.2.3.3 Identificacion de las especies

Para la identificacion de la especie correcta en los grupos obtenidos con maxima parsimonia
y minima evolucion, se realizo un busqueda de la similitud, a partir de los datos depositados
en bases de datos European Bioinformatics Institute (EBI), en la cual se obtuvieron
similitudes con especies como Ganoderma philippii (Bres. & Henn. ex Sacc.) Bres. 1932, G.
applanatum (Pers.) Pat. 1887, G. subamboinense Henn. 1997, G. adspersum (Schulzer) Donk
1969, asi como especies no determinadas, G. sp., ademas de destacar en la mayoria de las 66
cepas de este trabajo G. lucidum (Curt.: Fr.) P. Karst 1981. Sin embargo, esta buisqueda solo
se consideré como un acercamiento de la diversidad de especies representada en las 66 cepas

estudiadas.

Para comprobar la especie correcta se realizé un analisis de maxima parsimonia, incluyendo
la secuencia de nucleo6tidos obtenidos a partir de las regiones ribosomales ITS, depositadas en
la base de datos (EBI) ver anexo G. El arbol se genero a partir de los datos derivados por la

region ITS-1 obtenidos en este trabajo y se incluyeron las secuencias externas, el arbol

59



mantuvo una topologia similar a la obtenida de los andlisis generados en las secciones
9.2.3.1 y 9.2.3.2. (Figura 7g). Dentro del arbol generado estricto se resolvieron 4 grupos, el
soporte estadistico para los grupos 1 al 3 fue mayor al 80%, sin embargo, el grupo 4 no fue

resuelto con los valores de Bootstrap, los cuales fueron bajos.

Dentro del grupo 1 se resolvieron cuatro subgrupos, mostrando diferencias de distancias
genética y variacion nucleotidica mayores a 0.020 y 6%, respectivamente anexo E1 y E2, lo
cual indic6 que se trato de especies diferentes a pasar de la similitud observada en la base de
datos. En el grupo 2 se resolvieron dos subgrupos, en el subgrupo 2.1 se encontrd relacion
estrecha con Ganoderma applanatum (Pers.) Pat. 1887, con valores de 0.002 y 1% de
distancia genética y variacion nucleotidica, lo cual demostrd la cercania con esta especie.
Ademas del porcentaje de 99 del soporte estadistico de las cepas CP-447 y CP-454 con
respecto a G. applanatum. Para las cepas CP-388, CP-405 y CP-453 (subgrupo 2.2) los
valores de distancia genética y variacion nucleotidica con respecto a Ganoderma
subamboinenese fueron de 0.004, 0.011, 0.009 y del 2%, 6% y 5%, respectivamente,
demostrando su pertenencia a la especie G. subamboinense Henn. 1997. También el soporte
estadistico fue del 99%, asegurando la confiabilidad de la agrupacion. En el tercer grupo se
resolvieron tres subgrupos que mostraron relaciones genéticas iguales. Un dato importante en
el conjunto de los grupos 1 al 3 fue la presencia de especies tales como G. philippii, y G.
applanatum pertenecientes al género Elfvingia (complejo no laqueado), demostrando la
resolucion de este género dentro de las cepas analizadas en este trabajo, ademdas de la
corroboracion de los datos morfologicos obtenidos al momento de su recoleccion
(Observaciones obtenidas en comunicacion personal con el Bidlogo Elizur Montiel del CIB-

UAEM, México).

En el grupo 4 las ramas no fueron resueltas estadisticamente, obteniendose valores bajos de
bootstrap. La similitud de estas cepas comparadas en la base de datos parece estar
relacionada con la especie G. lucidum, sin embargo, al comparar la variacion nucleotidica con
secuencias de la base de dados (EBI) fueron superiores al 6%, no siendo asi el caso para los
valores de distancia genética observados entre 0.002 a 0.019. Por otra parte, al comparar el
parentesco de G. lucidum con el grupo 4 con respecto a la distancia genética y variacion
nucleotidica, solo las cepas CP-470 y CP-391 mantuvieron relacion estrecha con esta especie,
identificando a estas dos cepas como Ganoderma lucidum (Curt.: Fr.) P. Karst 1981. Los

valores de distancia genética y variacion nucleotidica se muestran en los Anexo E1 y E2.
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Al parecer el valor de variacidon nucleotidica fue mas estricto para discriminar entre especies
y subespecies o géneros jovenes en proceso de especiacion, ya que con este valor se
distingui6 Ganoderma lucidum (género Ganoderma complejo laqueado) de otras especies o
subespecies del mismo complejo, no siendo el caso para el valor de distancia genética, que a
pesar de que los subgrupos generados pertenecieron a diferente subespecies el valor de 0.020

no fue suficiente para realizar una adecuada clasificacion.

De acuerdo a Moncalvo et al. (1995a,b); Smith y Sivasithamparam (2000a,b) y Moncalvo y
Buchanan (2008), quienes siguieren dos subgéneros solidos para Ganoderma, subgénero
Elfvingia (hongos no laqueados) y subgénero Ganoderma (hongos laqueados) con el analisis
molecular de los ITS se diferenciaron estos dos subgéneros ya que las caracteristicas

morfoldgicas de los especimenes recolectados se correlacionan con estos resultados.
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Figura 7g. Filograma obtenido de las secuencias consenso a partir de la region ITS-1 + secuencias
externas, usando como grupo externo a Fomitopsis palustris, el arbol consenso fue generado con el
método de agrupacion de maxima parsimonia y un bootstrap de 1000 réplicas, los nimeros de las
ramas indican el soporte estadistico.
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9.3 Caracterizacion del material bioldgico

9.3.1 Caracterizacién morfo-descriptiva de las cepas

En el analisis morfologico del micelio se describen tipo de crecimiento, textura, densidad,
apariencia, color; ademas, en cada medio de cultivo empleado. Los requerimientos de
crecimiento para Ganoderma spp. predominantemente para Ganoderma lucidum han sido
publicados en la literatura (Tseng et al., 1984; Yang y Liau, 1998), sin embargo, no existe
evidencia que sugiera que las diferentes especies del mismo género requieran los mismos
factores nutricionales de crecimiento. Es mads, cepas de distinto origen geografico no
necesariamente crecen bajo las mismas condiciones. Solo para el género Ganoderma han sido
publicados gran variedad de condiciones de crecimiento (Chen, 1993; Chen y Miles. 1996;
Mayzumi et al., 1997; Stamets, 1993; Tong y Chen 1990). Para determinar las caracteristicas
morfoldgicas miceliales se utilizaron dos medio de cultivo: extracto de malta agar
(EMA+BF) y bran-flakes solido (BFS+BF). Se ha reportado que el pH optimo para
crecimiento de Ganoderma spp. es de 6 con un rango de 4 a 8 (Chen y Yu, 1999; Lin et al.,
1973; Yang y Liau, 1998), ademas de que el pH Optimo para otros hongos basidiomicetos ha
sido reportado de 6 (Kim et al., 2002), y un rango de temperatura de 25°C a 37°C con un
optimo de 30°C. Esta temperatura se reportd como Optima para otras especies de Ganoderma
(Lin et al., 1973; Yang y Liau, 1998) ademas de ser utilizada en cultivos liquidos (Fang y
Zhong, 2002b; Lee et al., 1999; Yang et al., 2000). Sin embargo, cepas americanas de
Ganoderma spp. muestran una temperatura optima de 25°C. De las caracteristicas observadas
como; densidad, textura y color, se realizd una guia y se utilizd para la descripcion del

material bioldgico aislado (Figura 8).
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Figura 8. Caracteristicas morfo-descriptivas del micelio del género Ganoderma spp. a) densidad, b)
textura y c) color.
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Las caracteristicas que presentaron las cepas fueron textura de lanoso a ligeramente lanoso,
fibroso, liso, liso con invaginaciones y ligeramente liso; la densidad que se present6 fue de
abundante, regular a escaso; el tipo de color fue de banco, blanco amarillento, blanco con
tonalidades amarillentas, blanco con tonalidades café, blanquecino, blanquecino café,
blanquecino amarillento, blanquecino con tonalidades amarillentas, blanquecino con
tonalidades caf¢, blanquecino con tonalidades amarillo-violaceo y crema, el tipo de
crecimiento para todas las cepas fue radial y de apariencia plana, sin embargo, las

caracteristicas variaron dependiendo el medio de cultivo que empleado (Tabla 3).

Las caracteristicas morfoldgicas del micelio de las cepas nativas coinciden con lo reportado
por Rodriguez et al. (1997) para cepas nativas del estado de Jalisco, reportando micelios de
crecimiento radial, apariencia plana creciendo sobre agar en medio de cultivo, color blanco a
blanquecino con tonos amarillentos y café, no aéreo y densidad abundante, de igual manera

para cepas comerciales Ganoderma lucidum (Stamets, 1993).

Tabla 3. Caracteristicas morfo-descriptivas del micelio en las 66 cepas de Ganoderma.
CEPA | Medio de Caracteristicas del micelio
cultivo Textura Densidad Color
CP-381 | EMA+BF | Lanosa Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanco
CP-382 | EMA+BF | Lanosa Abundante | Blanco con tonalidades amarillentas
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanco con tonalidades café
CP-383 | EMA+BF | Fibrosa Abundante | Blanquecino café
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanco
CP-384 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco
CP-385 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Regular Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanquecino con tonalidades café
CP-386 | EMA+BF | Liso Regular Blanco amarillento
BFS+BF Liso Regular Blanco con tonalidades café
CP-387 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino con tonalidades
amarillentas
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco
CP-388 | EMA+BF | Lanosa Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Lanosa Abundante | Crema
CP-389 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco con tonalidades café
BFS+BF Liso Regular Blanco
CP-390 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco amarillento
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BFS+BF Liso Abundante | Blanco
CP-391 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino con tonalidades café
BFS+BF Liso Regular Blanquecino con tonalidades café
CP-392 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanco
CP-393 | EMA+BF | Lanosa Regular Blanquecino amarillento
BFS+BF Ligeramente lanoso Regular Blanquecino café
CP-394 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Liso Abundante | Blanco con tonalidades amarillentas
CP-395 | EMA+BF | Fibrosa Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco con tonalidades amarillentas
CP-396 | EMA+BF | Lanosa Abundante | Blanquecino
BFS+BF Liso Abundante | Blanco
CP-397 | EMA+BF | Fibrosa Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Liso Abundante | Blanco
CP-398 | EMA+BF | Lanosa Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Lanosa Abundante | Blanquecino
CP-399 | EMA+BF | Ligeramente liso Regular Blanco con tonalidades amarillentas
BFS+BF Liso Escaso Blanco con tonalidades café
CP-400 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Regular Blanco con tonalidades amarillentas
BFS+BF Liso Escaso Blanco con tonalidades café
CP-401 | EMA+BF | Liso Regular Blanco
BFS+BF Liso Regular Blanco
CP-402 | EMA+BF | Fibrosa Regular Blanquecino con tonalidades amarillo-
violaceo
BFS+BF Liso Escaso Blanquecino café
CP-403 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanco
CP-404 | EMA+BF | Fibrosa Regular Blanco con tonalidades amarillentas
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco
CP-405 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Amarillento
BFS+BF Ligeramente lanoso Abundante | Crema
CP-406 | EMA+BF | Liso Regular Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanquecino con tonalidades café
CP-407 | EMA+BF | Lanosa Abundante | Blanco con tonalidades café
BFS+BF Lanosa Abundante | Blanco
CP-408 | EMA+BF | Fibrosa Abundante | Blanco con tonalidades amarillentas
BFS+BF Liso Abundante | Blanco
CP-409 | EMA+BF | Liso Regular Blanquecino café
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco
CP-38 | EMA+BF | Liso Regular Blanco con tonalidades amarillentas
BFS+BF Liso Escaso Blanquecino café
CP-42 | EMA+BF | Liso con invaginaciones | Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Liso Escaso Blanquecino con tonalidades café
CP-62 | EMA+BF | Liso Abundante | Blanquecino amarillento
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BFS+BF Fibrosa Regular Blanquecino amarillento
CP-66 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco
CP-434 | EMA+BF | Liso con invaginaciones | Abundante | Blanco
BFS+BF Fibrosa Escaso Blanco
CP-435 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Amarillento
BFS+BF Liso Abundante | Blanco
CP-444 | EMA+BF | Liso Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco con tonalidades café
CP-445 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Fibrosa Regular Banco
CP-446 | EMA+BF | Fibrosa Regular Blanco
BFS+BF Liso Regular Blanquecino con tonalidades café
CP-447 | EMA+BF | Liso con invaginaciones | Abundante | Blanquecino con tonalidades
amarillentas
BFS+BF Liso Regular Blanco
CP-448 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Regular Blanquecino con tonalidades café
CP-449 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Crema con tonalidades café
BFS+BF Liso Abundante | Blanquecino con tonalidades café
CP-450 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Regular Blanquecino con tonalidades café
BFS+BF Liso Regular Blanco
CP-451 | EMA+BF | Fibrosa Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanco
CP-452 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino con tonalidades café
BFS+BF Liso Abundante | Blanquecino con tonalidades café
CP-453 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino
CP-455 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino café
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco
CP-454 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco con tonalidades amarillentas
BFS+BF Fibrosa Regular Crema
CP-145 | EMA+BF | Lanosa Abundante | Blanquecino café
BFS+BF Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino
CP-205 | EMA+BF | Liso Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Ligeramente lanoso Abundante | Blanco con tonalidades amarillentas
CP-367 | EMA+BF | Fibrosa Abundante | Blanco amarillento
BFS+BF Fibrosa Regular Blanco
CP-377 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino café
BFS+BF Liso Abundante | Blanco
CP-469 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino café
BFS+BF Ligeramente liso Regular Blanco con tonalidades café
CP-470 | EMA+BF | Ligeramente liso Abundante | Blanquecino café
BFS+BF Ligeramente liso Abundante | Blanco
CP-471 | EMA+BF | Lanoso Abundante | Blanquecino café
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BFS+BF Ligeramente liso Abundante | Blanco con tonalidades café

CP-472 | EMA+BF | Fibroso Abundante | Blanquecino amarillento
BFS+BF Ligeramente liso Regular Blanquecino café

CP-473 | EMA+BF | Fibroso Regular Blanquecino amarillento
BFS+BF Ligeramente liso Regular Blanquecino café

CP-474 | EMA+BF | Ligeramente liso Regular Blanquecino amarillento
BFS+BF Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino amarillento

CP-475 | EMA+BF | Ligeramente liso Regular Amarillento
BFS+BF Ligeramente liso Regular Blanquecino amarillento

CP-476 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Abundante | Blanco
BFS+BF Fibrosa Abundante | Blanquecino con tonalidades café

CP-477 | EMA+BF | Liso con invaginaciones | Abundante | Blanco amarillento

BFS+BF Liso Abundante | Crema
CP-510 | EMA+BF | Ligeramente liso Abundante | Blanquecino café
BFS+BF Ligeramente liso Regular Blanco
CP-511 | EMA+BF | Ligeramente lanoso Regular Blanco
BFS+BF Ligeramente liso Abundante | Blanquecino café
CP-512 | EMA+BF | Ligeramente liso Abundante | Blanco con tonalidades café
BFS+BF Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino café
CP-513 | EMA+BF | Liso Abundante | Blanco
BFS+BF Fibrosa Regular Blanquecino café
CP-514 | EMA+BF | Liso con invaginaciones | Abundante | Blanco con tonalidades café
BFS+BF Ligeramente lanoso Abundante | Blanquecino amarillento
CP-532 | EMA+BF | Liso Regular Blanquecino café
BFS+BF Ligeramente liso Abundante | Blanco con tonalidades café

CP= Cepario del Colegio de Postgraduados. EMA+BF= Extracto de malta agar. BFS+BF= Bran-
flakes solido.

El medio de cultivo dptimo reportado para especies del género Ganoderma es extracto de
malta agar, mostrando una densidad abundante en la mayoria de las cepas, sin embargo, la
presencia de tonos color amarillento o café en algunas cepas puede ser por deficiencia de
algunos nutrientes necesarios para su desarrollo, regularmente oxidandose el micelio y el

medio de cultivo por excrecion de metabolitos secundarios.

Al utilizar el medio de cultivo bran-flakes sélido, el color del micelio predominante fue
blanco, sin embargo, la densidad en la mayoria de las cepas fue regular. Posiblemente la
presencia de material ligninocelulosico en este medio de cultivo semeje los sustratos
naturales y nutrientes de las cepas recolectadas, no observando la presencia de oxidacion del
micelio. Por otra parte, la textura parece no estar relacionada con el uso del medio de cultivo
que se emplee, ya que la textura fue constante en ambos medio de cultivo, al parecer esta se

relacioné con el origen y la especie que se trate.
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9.3.2 Caracterizacion microscopica de las cepas

Las caracteristicas microscopicas del micelio fueron registradas, describiendo ausencia o
presencia de septos, tipo de hifas, ancho en micras (n) de las hifas, presencia de fibulas,
tamafio de fibulas (n) largo por ancho (Tabla 4). Para determinar las caracteristicas
morfoldgicas miceliales se utilizaron dos medios de cultivo, como medio optimo se utilizé
extracto de malta agar (EMA+BF) y un medio con material ligninocelulosico como unica

fuente de carbono, branflakes solido (BFS+BF).

Una caracteristica importante del género Ganoderma fue la presencia de trama trimitica al
formar los basidiomas. Al revisar el micelio al microscopio Optico, la mayoria de las cepas
presento el tipo de hifas dimitico, incluso al ser cultivado en placas con agar en medio solido,
mostraron la presencia de hifas generativas o bésicas, usualmente con pared delgada, septadas
y fibulas presentes, asi como hifas esqueléticas, ausencia de fibulas, relativamente anchas, de
paredes espesas, septadas y de forma regular. Al parecer el sistema hifal dimitico se presenta
al envejecer el micelio, no obstante, la microscopia en las 66 cepas se realizd en tiempos

iguales al séptimo dia después de haber inoculado el medio de cultivo y persistia este tipo de

hifas.

Otra caracteristica constante en las cepas fue el tamano de las hifas generativas, con una
media de 2 p de ancho y en ocasiones de 3 a 6 . Resultados similares fueron observados por
Stamets, (1993). El uso de diferentes medio de cultivo parece no afectar el tamafio de las
hifas generativas, atin en aquellas cepas en las que el tamafio de micelio es mayor a 2 p. Las
hifas esqueléticas en las cepas con tipo hifal dimitico mostraron una apariencia mas robusta,
observando paredes gruesas y de forma regular. El tamafio varié de 2 a 5 p con una media de
2 — 4 p. De igual manera el uso de medio de cultivo no se relaciona directamente con el

tamano y forma (Tabla 4).
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Tabla 4. Caracteristicas microscopicas del micelio en las diferentes cepas de Ganoderma.

Caracteristicas microscopicas

CEPA | Mediode | Sistemahifal | Anchode | Tamafio de | Presenciade | Tamafio de
cultivo hifa hifas fibulas fibula
generativas | esqueléticas largo X
() (1) ancho (p)
CP-381 | EMA+BF Dimitico 4 2—4 Regular 6x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Regular 6x10
CP-382 | EMA+BF Dimitico 4 2—4 Abundante 6x6
BFS+BF Dimitico 3 2—4 Abundante 5x4
CP-383 | EMA+BF Dimitico 2 2—4 Regular 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Regular 4x4
CP-384 | EMA+BF Dimitico 4 2—4 Regular 4x6
BFS+BF Dimitico 2 2—4 Regular 4x2
CP-385 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Regular 4x4
BFS+BF Dimitico 4 2—3 Regular 6x4
CP-386 | EMA+BF Dimitico 4 3—4 Abundante 8x10
BFS+BF Dimitico 2 2—4 Abundante 4x2
CP-387 | EMA+BF Dimitico 2 3—4 Escasas 4x2
BFS+BF Dimitico 2 3—4 Escasas 4x2
CP-388 | EMA+BF | Monomitico 2
BFS+BF Monomitico 2
CP-389 | EMA+BF Dimitico 6 2—3 Abundante 4x6
BFS+BF Dimitico 4 2—4 Abundante 6x4
CP-390 | EMA+BF | Monomitico 2 Regular 4x3
BFS+BF Monomitico 2 Regular 4x3
CP-391 | EMA+BF Dimitico 3 2—3 Regular 5x4
BFS+BF Dimitico 3 2—3 Regular 5x4
CP-392 | EMA+BF Dimitico 2 3—4 Regular 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Regular 4x2
CP-393 | EMA+BF Dimitico 2 2—4 Abundante 6x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-394 | EMA+BF Dimitico 2 2—4 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 3 2—4 Abundante 6x4
CP-395 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 6x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-396 | EMA+BF Dimitico 2 3—4 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—4 Regular 4x4
CP-397 | EMA+BF Dimitico 4 3—4 Regular 6x2
BFS+BF Dimitico 2 3—4 Regular 4x4
CP-398 | EMA+BF | Monomitico 2
BFS+BF Monomitico 2
CP-399 | EMA+BF | Monomitico 2 Regular 3x2
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Regular 3x2
CP-400 | EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 4x4
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BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x2
CP-401 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 6x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-402 | EMA+BF Dimitico 4 3—4 Abundante 6x4
BFS+BF Dimitico 3 2—3 Abundante 6x4
CP-403 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-404 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Regular 4x2
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Regular 4x4
CP-405 | EMA+BF | Monomitico 2
BFS+BF Monomitico 2
CP-406 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-407 | EMA+BF | Monomitico 2 Escasas 4x2
BFS+BF Monomitico 2 Escasas 4x2
CP-408 | EMA+BF Dimitico 4 2—3 Abundante 6x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x2
CP-409 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-38 EMA+BF | Monomitico 2 Regular 6x4
BFS+BF Monomitico 2 Regular 3x2
CP-42 EMA-+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 6x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 6x4
CP-62 EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-66 EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x4
CP-434 | EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 4x4
BFS+BF Monomitico 3 Abundante 6x4
CP-435 | EMA+BF | Monomitico 2 Regular 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Regular 4x4
CP-444 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
CP-445 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 3x4
CP-446 | EMA+BF Dimitico 2 3—2 Abundante 6x2
BFS+BF Dimitico 2 3—2 Abundante 4x4
CP-447 | EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x4
CP-448 | EMA+BF Dimitico 2 3—5 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 3—5 Abundante 4x4
CP-449 | EMA+BF Dimitico 2 2—4 Regular 3x2
BFS+BF Dimitico 2 2—4 Regular 3x2
CP-450 | EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 4x4
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BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x4
CP-451 | EMA+BF Dimitico 2 2—2 Regular 3x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Regular 4x4
CP-452 | EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 3x4
BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x3
CP-453 | EMA+BF | Monomitico 2
BFS+BF Monomitico 2
CP-455 | EMA+BF Dimitico 4 2—4 Abundante 4x10
BFS+BF Dimitico 4 2—4 Abundante 4x10
CP-454 | EMA+BF | Monomitico 3 Abundante 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x4
CP-145 | EMA+BF | Monomitico 2 Regular 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Regular 4x4
CP-205 | EMA+BF Dimitico 3 2—2 Abundante 6x6
BFS+BF Dimitico 3 2—2 Abundante 6x6
CP-367 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 3—4 Abundante 4x4
CP-377 | EMA+BF | Monomitico 3 Regular 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Regular 4x4
CP-469 | EMA+BF | Monomitico 2
BFS+BF Monomitico 2
CP-470 | EMA+BF Dimitico 4 2—4 Abundante 4x10
BFS+BF Dimitico 4 2—4 Abundante 4x10
CP-471 | EMA+BF | Monomitico 3 Abundante 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x4
CP-472 | EMA+BF | Monomitico 2 Regular 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Regular 4x4
CP-473 | EMA+BF Dimitico 3 2—2 Abundante 6x6
BFS+BF Dimitico 3 2—2 Abundante 6x6
CP-474 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 3—4 Abundante 4x4
CP-475 | EMA+BF | Monomitico 3 Regular 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Regular 4x4
CP-476 | EMA+BF | Monomitico 2 Regular 6x4
BFS+BF Monomitico 2 Regular 6x4
CP-477 | EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 4x4
BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x4
CP-510 | EMA+BF Dimitico 3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 3 Abundante 4x4
CP-511 | EMA+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 2 2—3 Abundante 6x4
CP-512 | EMA+BF | Monomitico 3 2—3 Regular 4x4
BFS+BF Monomitico 2 2—3 Regular 4x4
CP-513 | EMA+BF | Monomitico 2 Abundante 4x4
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BFS+BF Monomitico 2 Abundante 4x4
CP-514 | EMA+BF Dimitico 4 Abundante 4x4
BFS+BF Dimitico 4 Abundante 3x4
CP-532 | EMA+BF | Monomitico 2 2—4 Abundante 3x4
BFS+BF Monomitico 2 2—4 Abundante 4x3

Abundante= Mas de 6 fibulas por campo. Escaso= 3 o menos fibulas por campo.
Regular= 4 a 6 fibulas por campo. CP= Cepario del Colegio de Postgraduados. p=
Micras. EMA+BF= Extracto de malta agar. BFS+BF= Branflakes sélido. ----- = Ausentes

La presencia de fibulas vario de abundante a regular siendo mayor el nimero de cepas que
presenta abundantes fibulas, el uso de diferentes medios de cultivo no afecta su presencia, sin
embargo, el tamafio fue ligeramente mayor al utilizar EMA. Es importante mencionar que en
algunas especies del género Ganoderma el tipo de micelio es septado sin presencia de fibulas
(Stamets, 1993). Una caracteristica distintiva en las cepas CP-388, CP-398, CP-505 y CP-
453, fue la presencia de clamidosporas abundantes, con tamafio de 12 p de alto por 10 p de
ancho, forma globosa color café, micelio monomitico, septado sin presencia de fibulas
(Figura 9). Srinivasulu et al. (2008), reportaron la presencia de clamidosporas en Ganoderma
applanatum y G. lucidum, sin embargo, no mencionaron la ausencia de fibulas en estas
especies. De igual manera Seo et al. (1995), y Schwarze y Ferner, (2003), reportaron
clamidosporas en especie como G. lucidum y G. resinaceum. La presencia de clamidosporas
en algunas especies de basidiomicetos sirven como formas de resistencia (Chang y Miles,
1996), generalmente su presencia esta influenciada por el medio de cultivo que se emplee en
su crecimiento. En algunos hongos generalmente en micromicetos (mohos) y en menor
proporcion basidiomicetos (Volvariella volvacea), las clamidosporas se forman por el
engrosamiento de las hifas en condiciones adversas y son formas de reproduccion asexual

(Chang y Miles, 1989).
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Figura 9. Caracteristicas morfoldgicas del micelio de Ganoderma spp. a) Clamidospora anclada al
micelio, b) Clamidosporas ancladas al micelio color café vistas al microscopio optico, objetivo de
10X, ¢) Conjunto de clamidosporas con forma globosa vistas al objetivo de 40X y d) Clamidosporas

ancladas al micelio, tipo hifal monomitico, septado y ausencia de fibulas.

9.3.3 Cinética de crecimiento

Se ha observado que la tasa especifica de crecimiento es un buen parametro para comparar la
capacidad de colonizacion de diferentes especies bajo diversas condiciones de laboratorio
(Bilay et al., 2000; Vidal et al., 1997). En esta investigacion la tasa especifica de crecimiento
expresada en milimetros por dia (mm dia') fue medida en las 66 cepas a pH 6.0 y

temperatura de 28°C + 2°C, en dos diferentes medios de cultivo EMA+EB y BFS+EB (Tabla

5).

Tabla 5. Tasa especifica de crecimiento (mm/dia) de las 66 cepas de hongos

pertenecientes a Ganoderma.
CEPA EMA +BF BFS+BF CEPA EMA+BF BFS+BF
CP-381 6.64 +0.08 7.41+0.21 CP-434 6.15+0.15 6.48 £0.15
CP-382 8.04+0.21* 9.17 £0.08%* CP-435 6.82 £ 0.25* 9.54 £0.07*
CP-383 7.29+£0.17 7.49 +£0.05 CP-444 5.65+0.18 8.54 £ 0.45
CP-384 5.05+0.05 6.17+0.12 CP-445 6.81+0.29 7.97£0.25
CP-385 7.68 £0.14* 8.84 £0.14% CP-446 7.06 £ 0.35% 8.19+0.42*
CP-386 571 +£0.16 7.24 +0.08 CP-447 4.52 £0.05* 5.87 £ 0.00%*
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CP-387 6.67 £ 0.23* 7.74 £ 0.08* CP-448 547+0.14 6.44 +0.11
CP-388 10.31 £0.18* 9.4+ 0.00* CP-449 7.19 £ 0.35% 8.79 £ 0.28%*
CP-389 8.29+0.18* 9.16 £ 0.23* CP-450 2.59 +0.12* 5.71 £0.10%*
CP-390 8.19 £0.24%* 9.34+0.21* CP-451 7.98 +0.35 7.49 +£0.39
CP-391 6.67+£0.36 5.03+0.19 CP-452 7.63 £0.08* 8.62 +0.18*
CP-392 6.69 + 0.34* 8.14 £0.14%* CP-453 9.99 + 0.42 10.58 £ 0.41
CP-393 5.64 £0.18 6.01 £0.15 CP-454 4.20+0.10* 4.57+0.10%
CP-39%4 5.48 £0.43 6.15 £0.15 CP-455 6.28 £0.26* 7.26 £0.23*
CP-395 7.87+0.30 7.88 £0.12 CP-145 8.63 +£0.41 9.40 +£0.00
CP-396 6.67+£0.24 5.59+£0.15 CP-205 6.39 £0.23% 7.87 £0.30*
CP-397 7.70 £0.40 8.14+0.21 CP-367 491+0.23 6.60 £0.10
CP-398 10.06 £ 0.31* 10.24 £ 0.27* CP-377 8.02+0.44 8.87+0.22
CP-399 8.47 +0.35 9.02 £0.35 CP-476 4.95+0.05 6.64 £0.09
CP-400 3.77+0.05 421+0.07 CP-477 3.37+0.14 3.45+0.07
CP-401 3.04+0.10 3.86+0.05 CP-469 7384022 748 +0.10
CP-402 6.80 + 0.46 5.87+0.11 CP-470 8.95 + 0.13* 11.28 + 0.42%
CP-403 741039 818 £ 0.32 CP-471 6.85 = 0.55 7+0.33
CP-404 517+0230 6.76+0.17 CP-472 | 5.97+041% 72+0.22%
CP-405 10.34 +£0.11 10.87 +£0.02 CP-473 6.27 £0.22 7.52 £0.06
CP-406 6.85+0.33 6.30 = 0.02 CP-474 | 6.87 +0.03* 7.56 4+ 0.10*
CP-407 8.72+0.34 894 +0.13 CP-475 | 6.82+0.08* 8.9+ 0.35%
CP-408 6.80 + 0.28* 8.82+0.12% CP-510 7.87+0.14 7.89 + 0.43
CP-409 762+ 030 892+0.19¢ | CP-511 6.68 = 0.33 559+0.10
CP-38 7.37+0.09 7.47+0.25 CP-512 5.95+0.23 7.2+0.52
CP-42 3.75+0.00 4.47+0.09 CP-513 | 6.38+0.42% 7,52+0.18%
CP-62 3.96 £0.07 7.47+0.08 CP-514 6.82 £0.30 6,9+0.23
CP-66 5.90+0.32 5.71+£0.09 CP-532 7.64 £0.14 8,62 +0.32
CP= Cepario del Colegio de Postgraduados. EMA+BF=Extracto de malta agar.
BFS+BF=Branflakes sélido. * Existen diferencias significativas a=0.05 entre tratamientos
(medio de cultivo).

Al analizar el uso de diferentes medios de cultivo sobre la tasa de crecimiento radial, se
observéd un ligero incremento cuando las cepas fueron crecidas usando como suplemento
branflakes solido en temperatura y pH optimo. Este comportamiento puede deberse a que el
medio de cultivo utilizado sea parecido al sustrato en el que fueron recolectados los hongos y
mantengan una mejor capacidad para degradar el material ligninoceluldsico. Del analisis
realizado en las 66 cepas se observaron rangos de 2.60 a 10.34 mm dia™ cuando se crecieron
en extracto de malta agar (EMA+BF) y de 3.46 a 10.87 mm dia” en branflakes solido
(BFS+BF).

Aunque el uso de estos datos morfologicos son considerados como no taxondmicos, existe
una ligera correlacion entre éste y el analisis filogenético de las cepas CP-447, CP-388 y CP-
399 que se caracterizaron por formar 3 subgrupos en el filograma obtenido por maxima

parsimonia con el conjunto de datos obtenidos por las regiones combinadas ITS-1 + ITS-4.
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Se observaron diferencias estadisticas significativas en la velocidad de crecimiento, lo cual
serviria para realizar una correlacion para diferenciar entre especies, de igual manera, se
pueden apreciar grandes diferencias en la textura, densidad y color, tomando como principal
y por orden de importancia la textura, la cual fue diferente en las cepas, en segundo lugar la
densidad, ya que esta también vario en las cepas y por ultimo el color, que, aunque este
depende del medio de cultivo empleado, al realizar el andlisis utilizando extracto de malta
agar (EMA) se observaron diferencias no significativas pero utiles para tomar una decision al

momento de caracterizar la familia e incluso a nivel de género.

Las caracteristicas mas usadas para distinguir entre cultivos de Ganoderma son la presencia
de clamidosporas y la tasa de crecimiento (Nobles, 1948; Adaskeveg y Gilberston, 1989;
Wang y Hua, 1991). En la Figura 10 se muestra la correlacion entre estos caracteres en las
muestras estudiadas, en la cual, la presencia de las clamidosporas parece estar relacionada con
tres cepas las cuales mostraron la mayor tasa de crecimiento (CP-405, CP-453 y CP-388),
subgrupo 7.1, y fueron agrupadas por compartir caracteristicas genéticas con Ganoderma
subamboinense en los filogramas obtenidos. Para las cepas (CP-389 y CP-398), a pesar de
mostrar altos valores de tasa de crecimiento no se observé la presencia de clamidosporas,
ademas de que este subgrupo (7.3) obtuvo diferentes porcentajes de variacion nucleotidica y
de distancia genética con respecto a G. subamboinense, lo cual indica su clasificacion en

diferente taxa.

Nobles (1948), enfatizé la produccion de clamidosporas en cultivos de G. lucidum y G. tsugae
originarias de Norte América, por otra parte Wang y Hua (1991), reportan la ausencia de estas
en cultivos de G. lucidum de Europa. Para México, parece ser que la presencia de
clamidosporas no es caracteristico del subgénero Ganoderma, puesto que no se observo su
presencia en los grupos obtenidos en el subgénero, sin embargo, en el subgénero Elfvingia su
presencia parece estar restringida a un solo taxa (subgrupo 7.1) identificado como Ganoderma
subamboinense. Por otra parte, las caracteristicas morfologicas del cultivo micelial de
Ganoderma spp. parecen no ser significativas en la construccion de relaciones filogenéticas,
ya que al analizar su presencia en el material bioldgico estudiado no se encontr6 relacién con
los grupos formados con evidencia molecular, por lo que los caracteres morfologicos del

micelio son considerados como no taxondémicos, (Figura 10).
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Figura 10. Filogenia de 51 cepas de Ganoderma spp., generada a partir de la region ITS-1 comparado
con caracteristicas morfologicas del micelio. TC= Tasa de crecimiento: e=<9, m=7-9, A=5-7, ¢=>
5. Densidad: o= abundante, o= regular, A= escaso. Textura: ©= lanosa, O= ligeramente lanoso, A=
liso, ¢ = ligeramente liso, © = fibroso, & = liso con invaginaciones. Clamidosporas: 3= ausente, & =
presente, msnm= metros sobre nivel del mar.
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9.4 Cultivo solido en médulo de produccion

9.4.1 Caracterizacion de las cepas en sustrato sélido

Debido a la importancia del género Ganoderma se caracterizo el crecimiento de las cepas en
el modulo de fructificacion. Es importante resaltar la significancia del subgénero Ganoderma,
ya que en la mayoria de los trabajos publicados la incidencia de Ganoderma lucidum es en la
que un gran numero de metabolitos con actividad funcional han sido caracterizados. Para el
género Elfvingia, la fructificacion de las especies resulta importante ya que, al pertenecer al
género Ganoderma posiblemente se obtengan compuestos con novedosas actividades
funcionales. Por lo tanto, se realizaron cultivos en sustrato sélido de las cepas CP-381, CP-
382, CP-383, CP-387, CP-390, CP-391, CP-392, CP-397, CP- 407, CP-409, CP-444, CP-451
subgénero Ganoderma. Asi como, de las cepas CP-38, CP-388, CP-389, CP-399, CP-400,
CP-447 subgénero Elfvingia. Para la fructificacion se utilizo la formula COLPOS-17, la
composicion de la formula se describe en la seccion 7.7.1. El crecimiento del micelio de las
18 cepas fue bueno cubriendo el sustrato en un tiempo aproximado de 6 a 9 dias. Una vez
cubierto el sustrato, se inicio la etapa de incubacion. Al monitorear las unidades de
produccion en la fase de incubacidn se observo la aparicion temprana de primordios en las
cepas CP-381, CP-382, CP-387, CP-388, CP-390, CP-392, CP-397 y CP-451. Es importante
mencionar la aparicion temprana de fructificaciones en esta familia, ya que para algunas
especies se han reportado tiempos de fructificacion de 7 a 9 meses. En el modulo de
fructificacién se mantuvo una temperatura maxima promedio de 23°C y una minima de 14°C,
entre el mes de enero y abril con un 68.5 % de humedad. (Stamets, 1996; Chen y Miles,
1996; Royse, 1997) reportan la formacion de cuerpos fructiferos de apariencia tipica al
fructificar a Ganoderma lucidum a temperaturas que oscilan entre los 20°C a 28°C, asi como
al mantener una humedad relativa del 85 al 95%. Una observacion adicional en el cultivo de
estas cepas fue la inhibicion de la fructificacion a bajas temperaturas ya que en los meses de

invierno no se logro finalizar la fructificacion del material bioldgico seleccionado.

9.4.2 Fructificacion de Ganoderma spp.

Se inocularon en sustrato solido 18 cepas de Ganoderma, de las cuales 9 solamente
fructificaron, obteniendo rendimientos maximos de 202 g/k de peso seco de sustrato utilizado
para la cepa CP-383 (subgénero Ganoderma) y una minima de 68 g/k para la cepa CP-388
(subgénero Elfvingia), la eficiencia bioldgica fue baja en todas las cepas ya que los valores

obtenidos no fueron mayores al 10% (Tabla 6).
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Se inocularon las cepas CP-381, CP-382, CP-383, CP-387, CP-390, CP-391, CP-392 y CP-
451 pertenecen al subgénero Ganoderma (complejo laqueado), en donde, al parecer coexiste
un complejo de especies de este subgénero, y solamente fructifico una cepa del subgénero
Elfvingia, CP-388. Un dato importante fue la fructificacion, debido a la importancia de los
subgéneros, caracterizandolo como un importante recurso genético, el cual puede ser

utilizado para su produccion y comercializacion.

Para la cepa CP-391 identificada como Ganoderma lucidum se obtuvo una produccion de 132
+ 15 g/k de peso seco. También las cepas CP-381, CP-387, CP-392 y CP-451 especies no
identificadas (Ganoderma spp.), mostraron altos rendimientos. Guillermo et al. (2001)
reportaron altos porcentajes de eficiencia bioldgica al utilizar materiales agroindustriales

puros como viruta de encino y olote de maiz, obteniendo porcentaje mayores del 40%.

Cabe mencionar que las cepas CP-399 (Ganoderma sp.); CP-389 (Ganoderma sp.); CP-400
(Ganoderma sp.) y CP-447 (Ganoderma applanatum), agrupadas dentro del subgénero
Elfvingia (complejo no laqueado) no fructificaron. Al parecer los requerimientos ambientales
para estas especies asi como los tiempos de fructificacion fueron distintos a los ensayados, ya
que algunas cepas agrupadas dentro de este género mostraron aparicion de primordios. Sin
embargo, para la cepa CP- 388 (Ganoderma subamboinense) agrupada dentro del subgénero
Elfvingia se obtuvieron fructificaciones alcanzando rendimientos moderados con respecto a

los obtenidos del género Ganoderma con una produccion de 68.166 g/k de peso seco.

La fructificacion de la cepa CP-388 (Ganoderma subamboinense, subgénero Elfvingia) es de
relevante importancia ya que en algunas especies pertenecientes a este subgénero se han
caracterizado metabolitos con actividad medicinal (Kiet, 1998; Turner y Aldrich, 1983); sin
embargo, el material biologico utilizado en estos estudios han sido de origen silvestre. Por tal
razon, la fructificacion de CP-388 significé un importante avance en la disponibilidad de los
recurso genéticos con novedosos y potentes metabolitos. Es importante sefialar los resultados
obtenidos en este trabajo en cuanto a la eficiencia bioldgica y rendimiento, ya que la
evaluacion de estos parametros en Ganoderma spp. no han sido reportados, adquiriendo
relevancia en el cultivo comercial. Para las cepas CP-38, CP-397, CP-407, CP-409 y CP-444,
aunque se obtuvieron fructificaciones, no se consederron los datos ya que su seguimiento de

interrumpid debido a una suspension laboral.
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Tabla 6. Produccion (g/k de peso seco) y eficiencia biologica (EB) obtenidas empleando la formulacion
COLPOS-17.

D TCal Producciéon Produccion Eficiencia
Subgénero Especie Cepa (mm/dia) 100% biologica
EMA (Dias) (2/833.258 pss) (g/k Ps S) %)
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-381 | 6.64 £ 0.08 9 12225+ 664 | 146.65 +66.4 5.86
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-382 | 8.04 £ 0.34 9 82.5+22.0 99.00 +22.0 3.96
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-383 | 7.29+0.17 9 169 + 38.6 202.81 +38.6 8.11
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-387 | 6.67 +0.23 6 111.5+13.1 133.81 £13.1 535
Ganoderma| Ganoderma sp. | CP-390 | 8.19+0.24 9 138 +26.3 166 + 26.3 6.66
Ganoderma| C2OUTMAAT | p 391 | 667036 | 9 | 1105£150 | 1322150 5.34
Ganoderma| Ganoderma sp. | CP-392 | 6.69 + 0.34 9 128.5+ 14.1 154+ 14.1 6.16
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-397 | 7.70 £ 0.40 9
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-407 | 8.72 £ 0.34 9
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-409 | 7.62 £ 0.30 9
Ganoderma | Ganoderma sp. | CP-444 | 5.65+0.18 9
Ganoderma| Ganoderma sp. | CP-451 | 7.98 + 0.35 6 124 +16.1 124 + 16.1 5.95
Elfvingia | CA"°9eMASP-| cp3g | 7372000 | 9
Elfvingia | S3N00eMMaal | cp 3eg1 10312043 9 | 568240 | 68.166%240 | 477
subamboinense
Elfvingia | Ganoderma sp. | CP-389 | 8.29 =0.18 9
Elfvingia | Ganoderma sp. | CP-399 | 8.47 +0.35 9 N/F N/F N/F
Elfvingia | Ganoderma sp. | CP-400 | 3.77 +0.05 9 N/F N/F N/F
Elfvingia | ©3N00eMMaal | cp 47| 4524005 | 9 N/F N/F N/F
applanatum
N/F= No hubo fructificacion. = Sin datos. TD= Tasa de desarrollo en cajas de Petri estériles

con medio de cultivo de agar con extracto de malta. TC= Tiempo promedio de colonizacion del
substrato. Pss= peso seco del sustrato.

9.4.3 Caracterizacion morfoldgica de los cuerpos fructiferos de Ganoderma spp.

Las caracteristicas de los cuerpos fructiferos cosechados en las cepas CP-381, CP-382, CP-
383, CP-387, CP-388, CP-390, CP-391, CP-392 y CP-451 fueron variadas, el color rojizo del
pileo fue predominante en las cepas, el color del himenio vari6 de blanquecino a amarillento,
el didmetro del sombrero vario de 18.5 cm a 2.5 cm y el tamafio del estipite fue de 3.7 cm a
1.7 cm. De igual manera se hicieron observaciones de la forma del sombrero, tipo de cuticula,
tipo de crecimiento del carpoforo, asi como también del color, forma y tamafio de la espora
(Tabla 7). Caracteristicas similares fueros observadas por Torres-Torres y Guzman-Davalos
(2005) al estudiar la morfologia de Ganoderma curtissi. Una caracteristica importante de la
cepa CP- 392 fue la forma del sombrero la cual fue tipica a las colectadas de manera natural
mostrando la forma de rifion. En la figura 11 se muestran las formas de los cuerpos

fructiferos cosechados.
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Las caracteristicas fenotipicas evaluadas de los cuerpos fructiferos coinciden con lo reportado
por Stamets (1996); Murrill (1917); Ryvarden (1976); Garcia et al. (1998) manteniendo la

forma similar a los especimenes nativos recolectados.

Figura 11. Cuerpos fructiferos cosechados en el modulo experimental de Ganoderma spp. A: CP-
381, B: CP-382, C: CP-383, D: CP-388, E: CP-390, F: CP-387, G: CP-391, H: CP-392, I: CP-451, J:
CP-444, K: CP-389 y L: CP-409.

La diversidad morfologica dentro del grupo de especies fructificadas fue amplia, en la cual se
observaron desde formas tipicas de los cuerpos fructiferos tales como dimidiados, circulares,
sonados de presencia Unica o agregados, asi como atipicas, en forma de dedos, con la
presencia de pileo multiple, con sombreros amorfos no circulares ni dimidiados y en
ocasiones con escaso contexto. Es evidente que las caracteristicas morfologicas de los
cuerpos fructiferos varia dependiendo de las condiciones ambientales en las que se
desarrollen, principalmente altura sobre nivel del mar y temperatura, puesto que algunas
especies al momento de fructificarlas mantuvieron las caracteristicas originales de los
progenitores de donde fueros aisladas mientras que otras cambiaron completamente, lo cual
sugiere la hipdtesis de que las condiciones ambientales juegan un pape importante sobre las

caracteristicas fenotipicas de los carpoforos.
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Tabla 7. Caracteristicas morfoldgicas de los cuerpos fructiferos cosechados de especies de
Ganoderma.

Largo Largoy
Tipo de Forma goy Color del . diametro Color del
Cepa L . Laca ancho del . Cuticula L - .
crecimiento  del pileo . pileo del estipite himenio
pileo (cm)
(cm)
CP-381  Solitario Abanico Presente 14.3x5.2 Rojizo Irregular y radiado 13 x2.9 Crema
CP-382  Solitario Abanico Presente 2.5x2.2 Caférojizo Regulary liso 13.5x 3.5 Blanquecino

Regular, liso y

CP-383  Agregados  Cespitoso Presente 18.5x 3.5 Rojizo radiado

72x3.2 Blanquecino

CP-387  Agregados  Cespitoso Presente 10.5x 3.2 Amarillento Regular y rugosa 10.5x 3.5 Blanquecino
CP-388  Solitario Abanico Presente 22.3x21.5  Rojizo Irregular y rugosa 10.5x 2.5 Crema
CP-390  Solitario Abanico Presente 10.5x 7.7 Amarillento Regula y liso 7.5%x2.3 Blanquecino
CP-391  Agregados  Cespitoso Presente 17.5x 3.5 Amarillento Irregular rugosa 82x3.2 Blanquecino
CP-392  Solitario Reniforme Presente 18.5x17.3  Rojizo Regular y radiado  10.5x2.8  Blanquecino
CP-451  Solitario Abanico Presente 17.5x14.2  Rojizo Irregular y lisa 11.2x2.5 Crema

9.5 Disefio del paquete tecnoldgico del cultivo de Ganoderma spp.

El cultivo de Ganoderma representa una importante actividad econdémica. A nivel rural
permitiria un importante aporte econdmico para familias de escasos recursos ya que la
demanda de este hongo a nivel mundial e incluso a nivel nacional se ha venido

incrementando.

La adopcion del paquete tecnologico a nivel industrial que va desde la produccion del hongo
hasta la produccion del micelio en fermentadores bioldgicos representa una alternativa
econdmica importante pues, al iniciar el proceso se requiriere de gente capacitada asi como,
mano de obra, lo cual impulsa la generacion de empleos. Es importante reiterar que el uso de
sustratos o formulas alternativas como los desarrollados en el Colegio de Postgraduados,
Campus Puebla apoyan a la disminucion de la degradacion del medioambiente ya que el
reciclado de sustratos como virutas de encino, olote de maiz, salvado de trigo, bagazo de cafia
y algunos otros desechos agroindustriales apoyan a disminuir el deterioro del ambiente,
principalmente la tala de arboles, y su recoleccion resulta ser econdmica la cual es un atributo
que hacen beneficioso el cultivo y produccién de este hongo. La elaboracion de sustratos
(composta) a partir del desecho de la post-cosecha, la integracion de este desecho al suelo
(suelos para cultivos principalmente) puede ayudar a regenerar micro y macro-nutrientes que
son consumidos tanto por cosechas excesivas y/o problemas de monocultivo. De igual
manera, la incorporaciéon de microorganismos como bacterias y hongos micorrizicos producto

del proceso de composteo de los desechos, resulta benéfico al suelo por las interacciones que
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se dan planta-microorganismo. Un aporte mas, es la utilizacion de este hongo 6 el resultado
de su actividad metabdlica (enzimas) para remediacion de sitios contaminados con
compuestos recalcitrantes, ya que, considerando que es conocido como hongo de la pudricion
blanca y su sistema enzimatico es capaz de degradar lignina compuesto quimico que tiene
similitud con los compuestos derivados del petréleo lo hace un organismo ideal para

solucionar problemas de contaminacion del ambiente.

Actualmente, con el avance de los conocimientos que se tienen sobre los macromicetos
respecto a su fisiologia, ciclo de vida, bioquimica, eficiencias bioldgicas, ciclos de
produccion y tasas de produccion, es posible disenar modelos estratégicos que den como
resultado la solucion de problemas de caracter social, econdmico y ecoldgico. Aun mas, es
posible la aplicacion de determinadas especies bioldgicas para zonas con requerimientos
especiales. El Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles cuenta con una vasta
coleccion de recursos de hongos comestibles de distintos géneros y especies, estas cepas
fueron recolectadas en condiciones de distinta condicion ambiental, lo cual establece de estas
un verdadero recurso genético con gran potencial de explotacion. Agregado al conocimiento
biologico perse del organismo, aunado al avance de la tecnologia se puede realizar estrategias
para mejoras genéticas y lograr obtener cepas competitivas para el mercado. En la figura 12
se puntualizan los elementos que se toman en cuenta para el disefio del paquete tecnologico

generado en esta investigacion.
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Figura 12. Diagrama de los elementos considerados en el disefio del un paquete tecnoldgico.

9.5.1 Laestrategia

La estrategia propuesta en esta investigacion representada como un gran potencial con el
cultivo de Ganoderma spp. buscan como objeto principal (a) el incremento al aporte
econémico para familias de escasos recursos, (b) oferta de productos novedosos con
propiedades benéficas para la salud, (c) disminucién de los materiales de origen
agroindustrial por accion de su utilizacion en el cultivo de Ganoderma spp., (d) contribuir al
mejoramiento de la produccion comercial de hongos comestibles funcionales. La estrategia
directa se basa en la utilizacion del recurso genético nativo como materia primordial, asi
como, la utilizacion de productos agroindustriales, para apoyar el proceso de desarrollo social

y econodmico principalmente al sector rural.
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De acuerdo con los resultados obtenidos en esta investigacion, se presenta una propuesta de
la estrategia, que permitird visualizar los elementos que intervienen en el proceso de

transferencia de la tecnologia del paquete tecnolédgico disefiado.

9.5.2 Paquete tecnoldgico

El proceso tecnologico fue integrado con una serie de elementos esenciales para asegurar
beneficios positivos como resultado se su aplicacion. Se generd el conocimiento cientifico
ademds. Entendiendo como generacion de conocimiento la identificacion del recurso
genético, o sea, la tipificacion de las caracteristicas potenciales del producto y subproductos
generados, asi como, el disefio y elaboracion de férmulas o substratos adecuados para el
cultivo de los cuerpos fructiferos “hongos”. Este conocimiento puede ser transferido de forma
tedrica conceptual para evidenciar la adopcion de la tecnologia del cultivo de los hongos.
Como parte medular del disefo del paquete tecnologico se detallan a continuacion los pasos

requeridos de la ingenieria basica de la tecnologia del proceso de cultivo, los cuales son:

Diagrama de flujo del proceso:

1 i m

Asesoramiento Disefio de las instalaciones y Disefio o acopio del
porpersonal ajuste de las condiciones 6ptimas equipo de produccion
experto para elcrecimiento de los hongos
vi v _h
Procedimiento técnico del cultivo, siembra del .

Cosecha . ., e Elaboracion
procesamiento substrato, incubacion y fructificacion de las

. - del substrato
del producto unidades de produccion

1) Asesoramiento por personal experto:

El asesoramiento técnico del proceso debe de estar presente durante todas las fases del

proceso, ya que de este depende el éxito de proceso.

i1) Disefio de las intalaciones y ajuste de las condiciones Optimas para el crecimiento de
los hongos:

La planta para el cultivo debe de contar con 4 areas de produccion: un area de
almacenamiento de los substratos, la cual debe de estar lejana de las demas areas. El area

puede tener dimensiones de 4 metros de ancho por 4 metros de largo y, la altura debe se
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suficiente para permitir la ventilacion y evitar la acumulacion de humedad. El area de
siembra de dimensiones 3 x 3 metros de ancho por largo debe de ser disefiada sin acceso a
corrientes de aire exterior, regulando su entrada a través de extractores con filtro. El area
debe de permanecer limpia y libre de factores contaminantes como humedad, polvo y aire sin
purificar. La incubacion se debe realizar en un area ventilada con un porcentaje de
iluminacion de 50 a 80. El area debe permanecer limpia libre de polvo y humedad. En el area
de fructificacion se debe procurar la aereacion continua, de forma natural o forzada a través
de extractores, ademas del 30 al 50% de iluminacion con una humedad relativa superior al
80%. La humedad puede realizarse de manera manual o automatica, mediante un sistema de

nebulizacion y riego automatizado procurando mantener un 70% de humedad constante.

ii1)  Diseflo o acopio del equipo de produccion:
- Ollas de presion de 21 litros con manometro (All american)
- Parrilla con quemadores
- Bolsas de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 ¢m con filtro (Unicorn Imp. E.U.A)
Termosellador electronico (Impulse sealer UL)
- Tina mezcladora de plastico de 500 litros
- Campana de flujo laminar con norma ISO 9002 (filtro tipo HEPA)
- Extractores de aire
- Sistema de riego por nebulizacién

- Horno de secado (Felisa, México)

iv) Elaboracion del substrato (férmula requerida para la obtencién de 11 unidades de
produccion con 2600 gramos de substrato):

El substrato contiene la siguiente composicion: Zea mays (olote de maiz), viruta de Quercus
acutifolia., viruta de Bursera simaruba., salvado de trigo, bagazo de Saccharum officinarum
(cafia de aztcar), carbonato de calcio, sulfato de calcio y agua.

Forma de prepararse: Los componentes son mezclados en una tina, asegurando la
homogenizacion mediante una pala, también estos pueden ser mezclados de manera
mecanica.

Procesamiento del substrato: 2600 gramos del substrato preparado son depositados en bolsas
de polipropileno con filtro de 13.5 x 80 cm con filtro (Unicorn Imp. E.U.A) cerrando

levemente las bolsas con pinzas metalicas.
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Esterilizacion del substrato: Con el fin de eliminar contaminantes biologicos, las bolsas con
substratos son esterilizadas mediante ollas de presion por hora y media a 121°C. Una vez
transcurrido el tiempo las bolsas con substrato estéril son mantenidas a temperatura ambiente

durante 24 horas antes de ser utilizadas.

V) Procedimiento técnico del cultivo, siembra del substrato, incubacion y fructificacion
de las unidades de produccion:

Inoculacion del substrato y formacion de las unidades de produccion: Una vez estéril el
substrato y a temperatura ambiente, en una campana de flujo laminar las bolsas con substrato
se abren totalmente retirando las pinzas metalicas. Posteriormente, el substrato es inoculado
con 250 gramos de “semilla” de Ganoderma spp., dispersando el indculo por todo el
substrato, una vez homogeneizado las bolsas (unidades de produccion) son selladas mediante

un termo sellador electronico.

Incubacion de las unidades de produccion: Las unidades de produccion son almacenadas en
el area de incubacidn, las cuales pueden ser mantenidas en un rango de temperatura entre 14
y 23°C, con una obscuridad del 30 al 50%, por un periodo de tiempo de 30 dias hasta que el
micelio cubra completamente al substrato y, las agregaciones hifales (primordios) sean

visibles.

Fructificacion de la unidades de produccion: Las unidades de produccion ya incubadas son
trasladadas al area de fructificacion, en donde, se mantendra un 70% de humedad en el
ambiente, ademas, de un 30 a un 50% de iluminacion. A las unidades de produccion se les
retirard la parte superior de la bolsa exponiendo un 10% del substrato, y seran mantenidas por

35 dias hasta que los cuerpos fructiferos “hongos” alcancen el estadio adulto.

Vi) Cosecha y procesamiento del producto:

Una vez que los cuerpos fructiferos han alcanzado el estadio adulto, son retirados del
substrato con ayuda de un cortador. Posteriormente los cuerpos fructiferos son depositados en
charolas y son secados en un horno a 90 °C por un periodo de tiempo de 24 horas. Los
cuerpos fructiferos secos son colocados en bolsas de polipapel sellando la bolsa para evitar el

contacto con humedad e insectos que deterioren la calidad del producto.
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9.5.3 Actores de la estrategia

Los actores directos ¢ indirectos considerados para aplicar dicha estrategia son:

- Los productores de hongos y personas interesadas en la explotacion de dicho producto.

- Las instituciones de investigacion y organizaciones encargadas de proporcionar alternativas
en paquetes tecnologicos viables con vision de mejorar la calidad de vida en el entorno social,
politico, econdmico, cultural y ecoldgico. Como es el caso del Colegio de Postgraduados en
especifico el Campus Puebla con su programa de biotecnologia en hongos comestibles,
universidades, institutos, centros de investigacion y escuelas.

- El sector gubernamental, a través de la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo
Rural, Pesca y Alimentacion (SAGARPA), Fundaciones PRODUCE y otros organismos que
estan en posibilidades de brindar apoyos técnicos, financieros y administrativos.

- Los consumidores que finalmente son los segundos beneficiados mas importantes del

producto generado a través del paquete tecnologico.
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10 CONCLUSIONES

Se observo gran diversidad molecular de especies de Ganoderma a lo largo del Eje
Neovolcanico Transversal, resolviéndose al menos dos subgéneros de Ganoderma, subgénero

Ganoderma (complejo laqueado) y subgénero Elfvingia (complejo no laqueado).

Las cepas analizadas en el filograma forman un agrupo monofilético con respecto al grupo
externo Fomitopsis palustris, lo cual podria sugerir que las cepas analizadas pertenezcan a un

solo género de la familia Ganodermataceae.

Dentro de Ganoderma, subgénero Ganoderma se observo una alta diversidad de organismos
agrupados filogenéticamente en distintos grupos, con valores de distancia genética inferiores
al 2%, sin embargo, sus caracteristicas morfologicas fueron distintas, sugiriendo la
coexistencia de diferentes especies. Para el subgénero Elfvingia se obtuvieron mayores

valores de distancia genéticas identificando una gran diversidad de especies.

Se identificaron molecularmente dos especies para el subgénero Elfvingia, CP-388
(Ganoderma subamboinense), CP-447 (Ganoderma applanatum) y una para el subgénero
Ganoderma CP-391 (Ganoderma lucidum) especie representativa de la familia por sus

propiedades funcionales que presenta.

El uso de la region interna de transcripcion de la subunidad pequetia del gen ribosomal es
util para diferenciar entre especies que muestren valores de distancias genéticas mayores al
2%, sin embargo para identificar diferencias intraespecie principalmente en organismos en

proceso de especiacion se requiere analizar caracteres que proporciones mayor informacion.

En México, el género Ganoderma esta ampliamente representado, recolectandolo desde el
nivel del mar hasta las altas montafias (3000 msnm), creciendo principalmente en tocones de
arboles muertos de especies de Quercus y otras especies de arboles de maderas duras como
Ficus sp, Casuarina sp y Spathodea campanulata. Las especies laqueadas se distribuyen
principalmente en una altura entre los 1500 a los 2500 msnm, las cuales presentan una gran
diversidad morfologica, mientras que la incidencia de las especies no laqueadas se localiza en

condiciones ambientales diferentes superior a los 2500 msnm e inferior a los 1500 msnm.
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Las caracteristicas morfo-descriptivas del micelio como densidad, textura y color fueron las
siguientes, tres densidades, 6 tipos de textura y 11 variedades de color, la textura que
mayormente se presento fue lisa a ligeramente lanosa, predominando la densidad abundante
en la mayoria de las cepas, sin embargo, el color desarrollado fue dependiente del medio de

cultivo empleado, asi como el estado de desarrollo.

Al analizar las caracteristicas microscopicas del micelio en medio de cultivo, las cepas
presentaron dos tipos de hifas, primarias ¢ generativas e hifas secundarias 6 estructurales.
Otra caracteristica adicional se observo en las cepas CP-388, CP-398, CP-505 y CP-453 fue
la presencia de clamidosporas, estas pueden ser caracteristica representativa de alguna

especie en particular.

Se fructificaron 9 cepas de Ganoderma, obteniendo rendimientos maximos de 202 g/k de
peso seco de sustrato utilizado para la cepa CP-383 (subgénero Ganoderma) y una minima de
68 g/k para la cepa CP-388 (subgénero Elfvingia), la eficiencia biologica fue baja en todas las

cepas ya que los valores obtenidos no fueron mayores al 10%.

La gran plasticidad morfoldgica y genética del género Ganoderma mostro la presencia de
especies con caracteristicas Unicas, las cuales al parecer y acorde al soporte molecular varian

dependiendo de las condiciones ambientales en las que se desarrollen.

El proceso tecnologico fue integrado con una serie de elementos esenciales para asegurar
beneficios positivos como resultado se su aplicacion. El paquete tecnoldgico del cultivo de
especies de Ganoderma fortalece el desarrollo rural y regional en México haciendo una
importante contribucion principalmente a nivel econdémico para el productor, ecologico para
el ambiente y de salud, con su utilizacion directa para el tratamiento de enfermedades tales

como el cancer cuya incidencia es mayor.
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11 PERSPECTIVAS

Usar datos morfologicos del micelio asi como del cuerpo fructifero como un pardmetro mas

para poder identificar a nivel de especie el material biologico recolectado.

Determinar el rendimiento y produccion de los compuestos bioactivos de cepas potenciales

de Ganoderma en fermentacion liquida y del cuerpo fructifero.

Realizar pruebas para determinar la capacidad antioxidativa, bacteriostitico y microbicida,
asi como la capacidad de regular al sistema inmunologico de los compuestos producidos en

fermentacion liquida y cuerpo fructifero.
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Anexo A

Anexo A-1. Secuencias consenso generadas a partir de las regiones ITS-1 e ITS-4. Las
secuencias son leidas en direccion 5°- 3". Las cajas de las bases en direcciéon 5" y 3 indican el
inicio y el fin de la unidad ribosomal 5.8S, respectivamente. Las bases nucleotidicas
intermedias de las secuencias sefialadas indican la region invariable del gen ribosomal 5.8S.

1) CP-514 Tamaiio de la secuencia en (nucleotidos) 595
5[ATCATTAITCGAGTTTNGACTGGGTTGTAGCTGGCCTCCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TCACTGTGGGCTTCAGATTGTCGTGAAACAGGCTCCTTACCGGGCTTGTGAAGCGTGTCTGTGCCTGCGTTTACTACAAACTC
TATAAAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT]
IGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCC
TTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCAT|GAAATCTTCAACCTGCAAGCTTATGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGG
AGGCTTGTCGGCCGTGCCTGGTCGGCTCCTCTCAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATGTC
TACGCCGCGACCGTGAAGCGTTTGGCGAGCTTCTAATAGTCTCGGTTAGAGACAGTTTTATGACCTCTIGACCTCAAATCNGG]
[NANGACTACCCGCTGAA 3’

2) CP-381 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 574
5'CTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGYTCATCCACTCTACCACCTGTGCACTTACTGTGGGCTT
CAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTATAAAGTAACAGAA
TGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAA
IATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGG
IGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCGT
TATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCNTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACGCCGCGACCGTG
AAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCT|GACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAA |3 ’

3) CP-382 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 566
5’GATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGGTTGTARCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGC
ACTTACTGTGGGCTTCAGATCGNGAGGCAGGSTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCKGCGTTTATCACAAACTCT
ATAAAGTAAMMRAATGTGTATTGCGATGTAACGCAYCTATATACAACTTTCAGCAACGGAWCTCTTGGCTCTCGCATCGAT]
IGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAAKCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTC(
TTGGTATY CCGAGGAGCMKKCCTGTTTGARTGTCAY|SAAATCTTCAACCTACAAGCKKTTGTGGTTTGTAGGCYTGGACTTG
GAGSCYYGTMRGCCRTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCTTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATAT
CTACGCCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCnGACCTCAAPR'

4) CP-383  Tamaiio de la secuencia en (nucledtidos) 567
5'CGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAYTTACTTGTGGGCTTTCAGA
TCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGTGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTATAAAGTAACAGAATGTGT
ATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCG]
IATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATG]
CCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCGTTATTG
GTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACGCCGCGACCGTGAAGCG
TTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTIGACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCAAARB’

5) CP-384 Tamailo de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGTGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTIGACCTCAAATCAGGTAGGACTA)]

ICCCGCTGAA]3’

6) CP-385 Tamaiio de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGANTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
IGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGNCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTA)]

ICCCGCTGAAB"

7) CP-386 Tamailo de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGRCCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA]
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GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGNCCTCTGACCTCAAATCANGTAGGACTA|

CCGCTGAAPB’

8) CP-387 Tamafio de la secuencia en (nucleoétidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGTGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
IGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTA)|

ICCCGCTGAAB"

9) CP-388 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 598

5" ATCATTAITCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCNTTCCACTCTACACCTGTGCA
CTTACTGTGGGNTTCAGAAGTCGNGAAGCGGGCTCTTTACTGAGCNTGTAGAGCGNTGTCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACT
CCATAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTIATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT]
GAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCC|
TTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACAGACCTTTGNGGGTTTGTAGGCTTGGACTTG
GARGGCTTGTCGGCCGTGTTTCGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAAT
GTCTACGCCGCGACCGTGAAGCGTTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTCGTTTGGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCA]
|GGNAGGACTACCCGCTGAA[’

10) CP-389 Tamaifio de la secuencia en (nucleotidos) 555
5'CGGGTTGTAGCTGGCCTTYCGAGGCCnATGTGCACGCCCTGCTCATCCGCTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGTTACAGG
ATCGCGAAACGGGCTCTTTACGGGGCTCGCGGAGCGCGCTTGTGCCCGCGTTTATCACAAACCCCATGAAGTATTAGAATGT
GTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATYTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG]
SGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAWTCATCGAWTCTTTGAACGCMCCTTGCGYTCCTTGGTATTCCGAGGAGCA|
TGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACGAGCTTCTTGCGAGGTTTGKAGGCTTGGACTTGGARGCTTGKCSGTCTTT
ACAGGKCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGSGGATCGGGKTGKCGGTGTGATAATGTCTACGCCSCGACCGTG
AAGCATTTGGCAAGCTTCTAACCGTCTCGGTATAGAGACAAGTTTATGACCTCNGACCTC 37

11) CP-398 Tamaiio de la secuencia en (nucleodtidos) 570

5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGTGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTIATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
IGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG]
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCNGIACCTCAANTCAGGB'

12) CP-394 Tamaiio de la secuencia en (nucleotidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTKACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGTGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTIATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA]
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGNCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCANGTANGACTA|

ICCCGCTGAAB’

13) CP-395 Tamaiio de la secuencia en (nucleotidos) 587
5’ATCATTA[TCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
IGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG]
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCNGNNAGGANTA|

ICCCGCTGANB’

14) CP-396 Tamaiio de la secuencia en (nucleotidos) 587
5’ ATCATWAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCA
CTTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTA
TAAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA|
IAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTT]
GGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATATTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAG
GCTTGTCGGCCGTTATTGGTCGACTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTAC
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GCCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCAGGTAGGACT]

ACCCGCTGAAB’

15) CP-397 Tamaifio de la secuencia en (nucleotidos) 582

5’ ATCATTAITCGAGTTTTGRCCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAATGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA]
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATATTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGNCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCNGACTACCCGCT]
GAAB’

16) CP-399  Tamaiio de la secuencia en (nucleotidos) 597

5’ ATCATTAWCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTCCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCA
CTCACTGTGGGCTTCAGATTGTCGTAAAGCGGGCTCCTTACCGGGCTTGTGAAGCGGTGTCTGTGCCTGCGTTTACTACAAAC
TATATTAAAGTATCAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTIATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCG|
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCT]
CCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTGCAAGCTTATGTGGTTTGTAGGCTTGGACTT
GGAGGCTTTGTCGGCCATGCCCGGTCGGCTCCTCTCAAATGCATTAGCTTGGTTNCTTGCGGATCGGCTCTTGGTGTGATAAT
GTCTACGCCGTGACCGTGAAGCGTTTGGCAAGCTTCTAATCGTCTTGGTTAGAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAANNCA)
I[GGTANGACNACCCGCTNAA]’

17) CP-400 Tamaifio de la secuencia en (nucleotidos) 593

5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTCCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TCACTGTGGGCTTCAGATTGTCGTAAAGCNGGGCTCCTTACCGGGCTTGTGAAGCGGTGTCTGTGCCTGCGTTTACTACAAAC
TATATTAAAGTATCAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCG|
ATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCT]
CCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTGCAAGCTTATGTGGTTTGTAGGCTTGGACTT
GGAGGCTTTGTCGGCCATGCCCGGTCGGCTCCTCTCAAATGCATTAGCTTGGTTTCTTGCGGATCGGCTCTTGGTGTGATAAT
GTCTACGCCGTGACCGTGAAGCGTTTGGCAAGCTTCTAATCGTCTTGGTTAGAGACAGGCTTTATGACCTCNGACCTCAAATC]
[AGGTANGANTACAAp’

18) CP-401 Tamaifio de la secuencia en (nucleotidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTKACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTAﬂATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAl
IGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG]
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCAT|GAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCAGGTAGGACTA]

ICCCGCTGAAB"

19) CP-403 Tamafio de la secuencia en (nucleotidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTNGRCCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA]
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCNTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACTA|

ICCCGCTGAA3’

20) CP-405 Tamaifio de la secuencia en (nucleotidos) 574
GTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGCTTCAGAAGTCG
TGAAGCGGGCTCTTTACTGAGCTTGTAGAGCGATGTCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCCATAAAGTATTAGAATGTGTAT
TGCGATGTAACGCATCTACINTACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT]
AAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCT]
GTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACAGACCTTTGCGGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCGTGTTTCGG
TCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATGTCTACGCCGCGACCGTGAAGCGT
TTTGGCGAGCTTNTAACCGTCCTCGTTTGGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCANGTANGACTACCCGCTGAARB’

21) CP-408 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 569
5'GTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCNCTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGCTTCAGATCGCG
AGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTATAAAGTAACAGAATGTGTATTGC
GATGTAATGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAG]
TAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTT
TGAGTGTCAT|IGAAATATTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCGTTATTGGTCGAC
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TCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACGCCGCGACCGTGAAGCGTTTGAG
AnCGAGCTTCTAACCGTCCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCAGGTAGGACTACCCGCTGAAP’

22) CP-409 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTKACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGNGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA]
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCNGIACCTCAAATCNGGNANGACTA)

ICCCGCTGAA3’

23) CP-434 Tamaiio de la secuencia en (nucledtidos) 598

5’ ATCATTAITCGAGTTTNGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCGCTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGTTACAGGATCGCGAAACGGGCTCTTTACGGGGCTCGCAGAGCGCGCTTGTGCCCGCGTTTATCACAAACCCC
ATGAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA|
IAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTT]
GGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACGAGCTTCTTGCGAGGTTTGTAGGCTTGGACTTG
GAGGCTTGTCGGTCTTTACAGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGGTTGTCGGTGTGATAATG
TCTACGCCGCGACCGTGAAGCATTTGGCAAGCTTCTAACCGTCTCGGTATAGAGACAAGTTTATGACCTCTGACCTCAAAT(
[ANGGTAGGACTACCCGCTGAAp’

24) CP-435 Tamaiio de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
IGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG]
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGNCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGNGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCAGGTANGACTA|

ICCCGCTGAAB"

25) CP-444 Tamaiio de la secuencia en (nucle6tidos) 598

5’ nATCATNAWCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCRCTCTACACCTGTGCA
CTTACTGTGGGYTWCAGGATCGCGARRCRGGCTCTTTACSGGGCTYGCGGAGCGCRYYTGTGCCYGCGTTTATCACAAACYC

YATRAAGTAWYAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGAT]

IGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTC(
TTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACY TACRAGCTTY TTGCGWGGTTTGTAGGCTTGGACT
TGGAGGCTTGTCGGYCKTTAYWGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGSTTGTCGGTGTGATAA
TRTCTACGCCGCGACCGTGAAGCATTTGACRAGCTTCTAACCGTCTCGGTATAKAGACARSTTTATGACCTCTGIACCTCAAAT]

[CAGGTAGGACTACCCGCTGAAB’

26) CP-445 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGRCCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGACTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCAGGTANGACTA)

ICCCGCTGAA3’

27) CP-446  Tamaiio de la secuencia en (nucledtidos) 597

5’ ATCATTAWCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCGCTCTACACCTGTGCA

CTTACTGTGGGTTACAGGATCGCGAAACGGGCTCTTTACGGGGCTCGCNGAGCGCGCTTGTGCCCGCGTTTATCACAAACCC

CATGAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATG
IAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCT
[TGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACGAGCTTCTTGCGAGGTTTGTAGGCTTGGACTT
GGAGGCTTGTCGGTCTTTACAGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGGTTGTCGGTGTGATAAT

GTCTACGCCGCGACCGTGAAGCATTTGGCAAGCTTCTAACCGTCTCGGTATAGAGACAAGTTTATGACCTCT

[CAGGTAGGACTACCCGCTGAAB’

28) CP-447 Tamaiio de la secuencia en (nucleotidos) 601
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCACGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGTTTACCGGTCGCGAAACGGGCTCGTTTATTCGGGCTTGTGGAGCGCACTTGTTGCCTGCGTTTATCACAAACT
CCATTAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTAﬂATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGA|
TGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCT(|
CTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCAT|GAAATCTTCAACTTACAAGCTCTTTGCGGGGTTTGTAGGCTTGGAC
TTGGAGGCTTGTCGGCCTTTAACGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTTCCTTGCGGATCGGCTGTCGGTGTGATA
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ATGTCTACTCCGCGACCGTGAAGCGTTTGGCAAGCTTCTAACCGTCTCGTTACAGAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAA]
[TCAGGTANGACTACCCGCTGAAB’

29) CP-449 Tamaifio de la secuencia en (nucleétidos) 570

5’ ATCATTAITCGAGTTTTKACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA]
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTT(]
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCNGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCSCCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCNGIACCTCAAANCNGB’

30) CP-450 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 597

5’ ATCATNAIWCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCGCTCTACACCTGTGCA
CTTACTGTGGGTTACAGGATCGCGAAACGGGCTCTTTACGGGGCTCGCAGAGCGCGCTTGTGCCCGCGTTTATCACAAACCC
CATGAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATG
IAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCT
TGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACGAGCTTCTTGCGAGGTTTGTAGGCTTGGACTT
GGAGGCTTGTCGGTCTTTACAGGTCGGCTCCTCTTAAANGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGGTTGTCGGTGTGATAAT
GTCTACGCCGCGACCGTGAAGCATTTGGCAAGCTTCTAACCGTCTCGGTATAGAGACAAGTTTATGACCTCT
[CAGGTAGGACTMCCCGCTGAAPB’

31) CP-451 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA]
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCANGNAGGACTA|

ICCCGCTGAAB"

32) CP-452 Tamaiio de la secuencia en (nucleodtidos) 597

5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACTGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCGCTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGTTACAGGATCGCGAAACGGGCTCTTTACGGGGCTCGCAGAGCGCGCTTGTGCCCGCGTTTATCACAAACCCC
ATGAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA]|
IAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTT]
GGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACGAGCTTCTTGCGAGGTTTGTAGGCTTGGACTTG
GAGGCTTGTCGGTCTTTACAGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGGTTGTCGGTGTGATAATG
TCTACGCCGCGACCGTGAAGCATTTGGCAAGCTTCTAACCGTCTCGGTATAGAGACAAGTTTATGACCTCTGIACCTCAAAT(
[NNNTANGACTACCCGCTGAN]3’

33) CP-453 Tamaiio de la secuencia en (nucledtidos) 577
5'TGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGCTTCAGAAG
TCGTGAAGCGGGCTCTTTACTGAGCTTGTAGAGCGATGTCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCCATAAAGTATTAGAATGTG
TATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG(]
GATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCAT]
GCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACAGACCTTTGCGGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCGTGTT
TCGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATGTCTACGCCGCGACCGTGAA
GCGTTTTGGCGAGCTTCTAACCGTCCTCGTTTGGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCNAATCANGTAGGACTACCCGCTGAAB'

34) CP-454 Tamaifio de la secuencia en (nucleotidos) 601
CGAGTTTTGACNGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCACGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCA
CTTACTGTGGGTTTACCGGTCGCGAAACGGGCTCGTTTATTCGGGCTTGTGGAGCGCACTTGTTGCCTGCGTTTATCACAAAC
TCCATTAAAGTATTAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCG|
IATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCT]
CCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACTTACAAGCTCTTTGCGGGGTTTGTAGGCTTGGA
CTTGGAGGCTTGTCGGCCTTTAACGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGATTTCCTTGCGGATCGGCTGTCGGTGTGATA
ATGTCTACTCCGCGACCGTGAAGCGTTTGGCAAGCTTCTAACCGTCTCGTTACAGAGACAGCTTTATGACCTCT
[TCANGTAGGACTACCCGCTGAAPB’

35) CP- Tamaiio Largo de la secuencia en (nucleo6tidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
IGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
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CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGACCTCAAATCNNNNANGACTA|

ICCCGCTGAAB"

36) CP-471 Tamaifio de la secuencia en (nucledtidos) 587
5’ ATCATTAITCGAGTTTTGACCGGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCAC
TTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTAT
AAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAA|
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTG|
GTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGG
CTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTACG
CCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCAGGTAGGACTA)]

ICCCGCTGAA3’

37) CP-472 Tamaiio de la secuencia en (nucleotidos) 575
5'GGGTTGTAGCTGGCCTCCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTCACTGTGGGCTTCAGATTG
TCGTGAAACAGGCTCCTTACCGGGCTTGTGAAGGGTGTCTGTGCCTGCGTTTACTACAAACTCTATAAAAGTAACAGAATGT
GTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG)
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCA)
[TGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTGCAAGCTTATGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCGTGCC
TGGTCGGCTCCTCTCAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATGTCTACGCCGCGACCGTGAAG
CGTTTGGCGAGCTTCTAATAGTCTCGGTTAGAGACAGTTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCANGTAGGACTACCCGCTGAA['

38) CP-473 Tamaifio de la secuencia en (nucleotidos) 575
5'GGGTTGTAGCTGGNCTCCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTCACTGTGGGCTTCAGATTG
TCGTGAAACAGGCTCCTTACCGGGCTTGTGAAGGGTGTCTGTGCCTGCGTTTACTACAAACTCTATAAAAGTAACAGAATGT
GTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATG)|
CGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCA|
TGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTGCAAGCTTATGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCCGTGCC
TGGTCGGCTCCTCTCAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCTCGGTGTGATAATGTCTACGCCGCGACCGTGAAG
CGTTTGGCGAGCTTCTAATAGTCTCGGTTAGAGACAGTTTTATGACCTCTGlACCTCAAATCNGGNANGACTACCCGCTGAA|3 !

39) CP-476 Tamaiio de la secuencia en (nucledtidos) 567
5'GGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTTACTGTGGGCTTCAGATCG
CGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTATAAAGTAACAGAATGTGTATT
GCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATA|
IAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTATTCCGAGGAGCATGCCTG]
TTTGAGTGTCATIGAAATNNTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGNAGGCTTGGACTTGGANGCTTGTCGGCCGTTATTGGTCN
NCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCNGTGTGATAATATCTACGCCGCGACCGTGAAGCGTTTG
ACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGANCTCTG{ANCTCNAATCNNNTANGACTACCCGCTGAA|3 !

40) CP-512  Tamafio de la secuencia en (nucledtidos) 588
5’AnCATTATCGAGTTTTKACCGGGTTGTAGCTGGCCTTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCA
CTTACTGTGGGCTTCAGATCGCGAGGCAGGCTCTTTACCGGGCTTGCGGAGCGCATCTGTGCCTGCGTTTATCACAAACTCTA
TAAAGTAACAGAATGTGTATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGA|
IAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTT]
GGTATTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATIGAAATCTTCAACCTACAAGCTTTTGTGGTTTGTAGGCTTGGACTTGGAG
GCTTGTCGGCCGTTATTGGTCGGCTCCTCTTAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTTTCGGTGTGATAATATCTAC
GCCGCGACCGTGAAGCGTTTGACGAGCTTCTAACCGTCTTATAGACAGCTTTATGACCTCTGIACCTCAAATCNNNNAGGANT]

IACCCGCTGAA| 3’

41) CP-513 Tamafio de la secuencia en (nucleodtidos) 575
5'GGGTTGTAGCTGGCCTCCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTACACCTGTGCACTCACTGTGGGCTTCAGATTG
TCGTGAAGCGGGCTCCTTACCGGGCTTGTGAAGCGGTGTCTGTGCCTGCGTTTACTACAAACTATTAAAGTATCAGAATGTGT
ATTGCGATGTAACGCATCTATIATACAACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAANAACGCANCGAAATGCG]
ATAAGTAATGTGAATTGCANAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGNNATTCCNAGGAGCATG|
CCTGTTTGAGTGTCATIGAAANCTTCNACCTGCAAGCTTATGTGGNTTGTANGCTTGGACTTGNANGCTTTNTCGGNCATGCCC
NGNCGGCTCCNCTCNAANGNATTANNNTGGNTCCNTGCGGANCNNCTNTCNGNGTGATAATGTCTACNCCNNGNNCNNGAA
NNGNNTNGNGAGCTTCTNATCNTCTCNGNTAGAGANAGCTTTNTGACCNCTGANCTCNNANCNNGNAGGACNACNCNCTGA]

A3
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Anexo A-2. Imagenes de los geles de agarosa de ADN total y PCR de las 66 cepas

estudiadas.
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Continuacion del anexo A-2.
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Continuacion del anexo A-2.
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Continuacion del anexo A-2.
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Continuacion del anexo A-2.
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Continuacion del anexo A-2.
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Anexo B

Anexo B-1. Alineamiento de 56 secuencias generadas a partir de la region ITS-1. Los
nucledtidos sombreados indican los sitios parsimoniosamente informativos, y las lineas son
huecos en las secuencias. Sitios parsimoniosamente informativos 103, sitios conservados 206,
sitios variables 367, total de bases incluyendo sitios perdidos y huecos 590.
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Continuacion del anexo B-1.
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Continuacion del anexo B-1.
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Anexo B-2. Alineamiento de 56 secuencias generadas a partir de la region ITS-4. Los
nucleotidos sombreados indican los sitios parsimoniosamente informativos, y las lineas son
huecos en las secuencias. Sitios parsimoniosamente informativos 104, sitios conservados 185,
sitios variables 382, total de bases incluyendo sitios perdidos y huecos 585.
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Continuacion del anexo B-2.
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Continuacion del anexo B-2.
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Anexo B-3. Alineamiento de 42 secuencias consenso generada a partir de las regiones ITS-1
+ ITS-4. Los nucle6tidos sombreados indican los sitios parsimoniosamente informativos, y
las lineas son huecos en las secuesncias. Sitios parsimoniosamente informativos 92, sitios
conservados 256, sitios variables 359, total de bases incluyendo sitios perdidos y huecos 626.
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Anexo C

Anexo C-1. Porcentaje de diferencias de nucledtidos entre diferentes aislamientos de

Ganoderma generada a partir de la region ITS-1.
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Anexo C-2. Porcentaje de diferencias de nucledtidos entre diferentes aislamientos de

Ganoderma generada a partir de la region ITS-4.
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on del anexo C-2.
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on del anexo C-2.
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Anexo C-3. Porcentaje de diferencias de nucledtidos entre diferentes aislamientos de

Ganoderma generada a partir de las regiones ITS-1 + ITS-4.
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Anexo D

ticas entre diferentes aislamientos de Ganoderma generada a

1as gene

Anexo D-1. Distanc

partir de las regiones ITS-1.
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Anexo F

Analisis de varianza y comparacion de medias.

Variable dependiente: Velocidad de crecimiento

Suma de Cuadrado de
Fuente DF cuadrados la media F-Valor Pr > F
Modelo 130 3071.952038 23.630400 125.37 <.0001
Error 909 171.339537 0.188492
Total correcto 1039 3243.291575
R-cuadrado Coef Var Raiz MSE VC Media
0.947171 6.084761 0.434157 7.135154
Cuadrado de
Fuente DF Tipo I SS la media F-Valor Pr > F
TRAT 130 3071.952038 23.630400 125.37 <.0001
Cuadrado de
Fuente DF Tipo III SS la media F-Valor Pr > F
TRAT 130 3071.952038 23.630400 125.37 <.0001
Prueba del rango estudentizado de Tukey (HSD) para VC
Alfa 0.05
Error de grados de libertad 909
Error de cuadrado medio 0.188492
Valor critico del rango estudentizado 6.27508
Diferencia significativa minima 0.9681
Media arménica de tamafio de celdas 7.919395
*Medias con la misma letra no son significativamente diferentes.
Tukey Agrupamiento Media N  TRAT
A 11.2813 8 CP-470-B
B A 10.8750 8 CP-405-B
B A 10.6250 8 CP-453-B
B A C 10.3438 8 CO-405-E
B D C 10.3125 8 CP-388-E
B D C 10.2500 8 CP-398-B
B E D C 10.0625 8 CP-398-E
B E D C 10.0000 8 CP-453-E
F E D C 9.5500 8 CP-435-B
G F E D C 9.4000 8 CP-388-B
G F E D C 9.4000 8 CP-145-B
G F E D 9.3500 8 CP-390-B
G F E H 9.1750 8 CP-382-B
G F E H I 9.1667 6 CP-389-B
G F J H I 9.0250 8 CP-399-B
G F J H I K 8.9500 8 CP-407-B
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E N 0 J M H G L F I D K 6.4475 8 CP-448-B
E P N 0 J M H G L F I K 6.3913 8 CP-205-E
E P N 0 J M H G L F I K 6.3800 8 CP-513-E
P N 0 J M H G L F I K 6.3100 6 CP-406-B
P N 0 J M H G L I K 6.2850 8 CP-455-E
P N 0 J M H L I K 6.1725 8 CP-384-B
P N 0 J M H L I K 6.1625 8 CP-434-E
P N 0 J M H L I K 6.1563 8 CP-394-B
P N 0 J M Q L I K 6.0175 8 CP-393-B
R P N 0 J M Q L I K 6.0013 8 CP-472-E
R P N 0 J M Q L I K 5.9500 8 CP-512-E
R P N 0 J M Q L S K 5.9088 8 CP-66-EM
R P N 0 T M Q L S K 5.8800 8 CP-447-B
R P N 0 T M Q L S K 5.8775 8 CP-402-B
R P N 0 T M Q L S 5.7238 8 CP-450-B
R P N 0 T M Q L S 5.7225 8 CP-66-BF
R P N 0 T M Q L S 5.7225 8 CP-386-E
R P N 0 T M Q S 5.6600 8 CP-444-E
R P N 0 T M Q S 5.6438 8 CP-393-E
R P N 0 T Q S 5.5963 8 CP-396-B
R P N 0 T Q S 5.5900 8 CP-511-B
R P U 0 T Q S 5.4863 8 CP-394-E
R P U T Q S 5.4750 8 CP-448-E
R U T Q S \Y 5.1738 8 CP-404-E
R U T Q W S \Y 5.0550 8 CP-384-E
R U T W S \Y 5.0367 6 CP-391-B
U T W S \Y 4.9588 8 CP-476-E
U T X W \Y 4.9175 8 CP-367-E
U X W Y \Y 4.5750 8 CP-454-B
U X W Y \Y 4.5250 8 CP-447-E
X W Y \Y 4.4750 8 CP-42-BF
Z X W Y \Y 4.2137 8 CP-400-B
Z X W Y 4.2025 8 CP-454-E
Z A X Y 3.9700 8 CP-62-EM
Z A Y 3.8638 8 CP-401-B
Z A Y 3.7700 8 CP-400-E
Z A Y 3.7500 8 CP-42-EM
Z A B 3.4563 8 CP-477-B
Z A B 3.3775 8 CP-477-E
A B 3.0488 8 CP-401-E

B

Anexo G

Numeros de acceso de la base de datos (EBI) European Bioinformatics Institute y referencias
de las secuencias utilizadas en este trabajo.

Género y subgénero especies Numero de acceso al (EBI) Referencia

Ganoderma / Elfvingia sp. AJ608712 Bougher (No publicada).
Ganoderma / Elfvingia philippii AJ627584 Bougher (No publicada).
Ganoderma / Elfvingia sp. AF255177 Monvalco y Buchanan (2008).
Ganoderma / Elfvingia applanatum AJ608709 Bougher (No publicada).
Ganoderma / Elfvingia subamboinense DQ425006 Su et al. (No publicada).
Ganoderma / Elfvingia adspersum EF060011 Terho (No publicada).
Ganoderma / Elfvingia sp. AF255110 Monvalco y Buchanan (2008).
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Ganoderma / Ganoderma

Ganoderma / Ganoderma

Ganoderma / Ganoderma

Ganoderma / Ganoderma

Ganoderma / Ganoderma

Fomitopsis

lucidum

lucidum

lucidum

lucidum

lucidum

palustris

AY456341

DQ425008

AB462322

EF188279

EF188277

EU024964
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Edwards (2004).

Su et al. (No publicada).

Sotome (No publicada).

Jia (No publicada).

Jia (No publicada).

Kim et al. (2009).
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