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Ensayos de producción, caracterización enzimática y obtención de exopolisacáridos de 
hongos comestibles lignocelulolíticos patagónicos en sustratos provenientes de 

desechos herbáceos, agrícolas y forestales 

Palabras clave: enzimas, Fistulina, Grifola, metabolitos, Pleurotus, producción 

Muchos de los hongos lignocelulolíticos de los bosques andino patagónicos poseen 

un alto valor culinario y, además de ser comestibles y nutritivos, presentan también 

propiedades medicinales; sin embargo, casi no han sido tenidos en cuenta en la 

Argentina debido a las dificultades para su cultivo y producción. Los hongos 

causantes de pudrición blanca son los únicos organismos capaces de degradar la 

lignina hasta su completa mineralización, lo cual hace de este grupo el único que 

posee todos los grupos de enzimas necesarios para degradar todos los 

componentes de la madera, siendo estas de interés para aplicaciones 

biotecnológicas. Los hongos de pudrición castaña remueven selectivamente 

celulosa y hemicelulosa de la pared celular, sin alterar mayormente la lignina. La 

explotación forestal de la región andino patagónica genera desechos de aserríos en 

gran proporción, en su mayoría de forestaciones de Pinus sp. y de maderas del 

bosque nativo, los cuales podrían ser aprovechados por estos organismos. 

Esta tesis aborda diferentes objetivos de estudio centrándose en los hongos 

comestibles degradadores de la madera y nativos de la Patagonia andina, siendo 

estos Pleurotus ostreatus, Grifola gargal, Grifola sordulenta, Fistulina antarctica y 

Fistulina endoxantha. Los mismos fueron coleccionados durante los otoños de 2013 

y 2014 en bosques de Nothofagus dombeyii (coihue), Nothofagus obliqua (Roble 

Pellín) y Araucaria araucana, luego aislados en medios de cultivo tradicionales y, 

finalmente, preservados como cultivos puros para el trabajo de laboratorio. 

Se realizaron ensayos de crecimiento en placa de Petri a diferentes temperaturas, 

resultando la temperatura óptima de crecimiento miceliar para todas las cepas entre 

20-23 ºC. Sin embargo, las tasas de crecimiento de Grifola (0,20 – 0,30 cm/día) y 

Fistulina (0,07 – 0,10 cm/día) fueron sumamente menores respecto a Pleurotus (0,8 

– 1,0 cm/día).
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Grifola gargal y G. sordulenta presentaron actividad lacasa y celulasa, mientras que 

P. ostreatus presentó actividad lacasa, MnP y celulasa. En ninguna cepa se detectó 

actividad LiP positiva.. 

La decoloración de diferentes colorantes textiles (RBBR -Azul brillante de remazol 

R-, Xilidina, Verde de malaquita y Azure B) fue utilizada para corroborar la actividad 

enzimática. Pleurotus ostreatus decoloró todos ellos en las dos concetraciones 

ensayadas (10 y 50 µM), Grifola gargal y G. sordulenta mostraron degradación 

efectiva de todos los colorantes a 10 µM. Fistulina spp. degradaron ligeramente 

RBBR, xilidina y verde de malaquita en 10 µM. 

A partir de medios de cultivo líquido se realizó la cuantificación de la actividad 

enzimática. Grifola gargal presentó mayor actividad lacasa, con el máximo al día 45 

en medio GPY, siendo de 0,100 UE/ml.. El cultivo líquido de P. ostreatus mostró el 

máximo de actividad entre el día 20 y 25, alcanzando 0,150 UE/ml. 

Por otro lado, se evaluó cualitativamente la degradación de diferentes especies 

forestales mediante técnicas de histoquímica. Con estos datos se pudo seleccionar 

a la lenga como el mejor sustrato para el cultivo en el caso de las especies de 

Grifola y Fistulina. No se observaron diferencias respecto a los sustratos usados por 

P. ostreatus.  

Gracias a la abundancia de desechos agrícola-forestales de la región, se realizaron 

formulaciones para la producción de las especies comestibles. El enfoque principal 

se realizó con las cepas de P. ostreatus que crecen naturalmente en Araucaria con 

el fin de aprovechar su adaptación a los sustratos resinosos y generar una 

producción sobre residuos de las plantaciones, aserraderos y/o plantas de 

procesamiento de Pinus sp., abundante por las forestaciones zonales. Se 

suplementó el material con residuos de las industrias vitivinícola y cervecera 

regionales. Las eficiencias biológicas (EB) obtenidas en virutas de pino resultaron 

superiores por parte de las cepas nativas respecto a la cepa comercial utilizada. Los 

otros sustratos ensayados fueron virutas de lenga, álamo y paja grámon, en los 

cuales la cepa comercial arrojó mayores EB. 

Para evaluar el crecimiento y la actividad lacasa frente a compuestos volátiles 

presentes en las resinas se cuantificó la biomasa fúngica del cultivo líquido y el 
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diámetro de la colonia. El crecimiento fue menor en los tratamientos con limonelo y 

δ-3-careno, y prácticamente nulo con 4-carvomentenol, citronelol, y ρ-cimen-8-ol 

respecto al control (Medio MEA). Por otro lado, la actividad ligninolítica lacasa fue 

inhibida en todos los tratamientos. Estos datos sustentan la baja producción en los 

sustratos resinosos como las virutas de Pinus sp. 

Para complementar esta información y comprender la capacidad degradativa 

natural de P. ostreatus en A. araucana, se evaluó su capacidad de degradación de 

los lignanos presentes en la células vegetales, revelando una alta degradación de la 

mayoría de los compuestos, a excepción de los dos más complejos y recalcitrantes, 

como son el eudesmin y el secoisolariciresinol-4-metil eter-9´-acetato. El máximo de 

actividad lacasa en el medio de cultivo sólido a base de A. araucana fue de 0,111 ± 

0,067 U/gps y el de MnP de 0,220 ± 0,109 U/gps. Se detectaron diferentes 

isoenzimas de lacasa con peso molecular de entre 35-41 KDa y 75-92 KDa.  

Los problemas productivos modificaron el foco de la investigación hacia el sustrato 

colonizado por las especies de Grifola como fuente de compuestos de interés.. La 

colonización de los sustratos utilizados (lenga, sauce y pino) fue óptima y estos 

cultivos se utilizaron para el análisis de la capacidad inmunomoduladora en la línea 

de macrófagos J774A.1 y de citotoxicidad con líneas celulares de cáncer de mama 

(MCF-7), osteosarcoma (SAOS-2) y cáncer de colon (HCT116). En cuanto a los 

esteroles obtenidos el ergosterol resultó el de mayor importancia. Los ácidos grasos 

que se detectaron fueron ácido palmítico, ácido linoleico, ácido oleico, ácido 

esteárico, ácido araquídico y ácido behénico. Los polisacáridos de G. gargal sobre 

madera de sauce presentaron un aumento en el nivel de especies reactivas de 

oxígeno (ROS) y de óxido nítrico (NO) en una concentración de 50 µg.mL−1. Los 

efectos citotóxicos más relevantes se obtuvieron con los extractos del micelio de G. 

gargal y del cultivo en las diferentes maderas sobre la línea de cáncer de colon 

HCT116. 

Se realizaron ensayos específicos de degradación del azure B con los hongos de 

pudrición castaña Fistulina antarctica y F. endoxantha por lo observado en las 

placas con medio agarizado. Se observó mayor decoloración por parte del micelio, 

obteniéndose un máximo del 53,65% a las 96 horas. 
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Production, enzymatic assays and polysaccharides extraction of edible ligninolytic 
mushrooms of the Patagonian Andes grown on agricultural and forestry wastes   

Key words: enzymes, Fistulina, Grifola, metabolites, Pleurotus, production. 

Many of the lignocellulolytic fungi of the Patagonian Andes forests have a high 

culinary value and besides being edible and nutritious, they also have medicinal 

qualities; however they have hardly been taken into account in Argentina due to 

difficulties of their cultivation and production. Fungi that cause white rots are the 

only organisms in nature capable of degrading lignin until its complete 

mineralization. This group is the only one to possess all the enzymes necessary to 

degrade all the components of the wood, being these of interest for 

biotechnological applications. “Brown rot” fungi selectively remove cellulose and 

hemicellulose from the cell wall,. Forest activity and exploitation of the region 

generates sawmills wastes in great proportion, mostly from Pinus sp. and 

Nothofagus sp., which could be used by these organisms. 

This thesis addresses different objectives from edible, native wood-degrading fungi 

of the Patagonian Andes:	
  Pleurotus ostreatus, Grifola gargal, Grifola sordulenta, 

Fistulina antarctica and Fistulina endoxantha. They were collected during autumns 

of 2013 and 2014 in forests of Nothofagus dombeyii (coihue), Nothofagus obliqua 

(Roble Pellín) and Araucaria araucana. They were isolated in traditional culture 

media (malt extract agar) and finally preserved as pure cultures for laboratory 

work.  

Plate growth tests were performed at different temperatures, resulting in the 

optimal growth temperature for all strains between 20-23 °C. However, growth 

rates of Grifola (0.20-0.30 cm/day) and Fistulina (0.07-0.10 cm/day) were lower 

than Pleurotus (0.8-1.0 cm/day). 

G. gargal and G. sordulenta presented laccase and cellulase activity, while P. 

ostreatus presented laccase, MnP and cellulase activity. No LiP positive activity 

was detected in any strain. 

The discoloration of different textile dyes (RBBR, Xylidine, Malachite Green and 

Azure B) was used to corroborate the enzymatic activity. Pleurotus ostreatus 

decoloured all dyes in both tested concentration (10 and 50 µM), Grifola gargal and 
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Grifola sordulenta showed effective degradation of all dyes at 10 µM.. Fistulina 

spp. slightly degraded RBBR, xylidine and malachite green in 10 µM. 

From the liquid culture media, the quantification of the enzymatic activity. Grifola 

gargal presented higher laccase activity, with the maximum at day 45, in GPY 

medium, being 0.100 EU/ml. 

Liquid cultures of P. ostreatus showed the maximum activity between 20 and 25 

day, reaching 0.150 EU/ml. 

Blocks of forest trees woods were used to qualitatively evaluate the degradation by 

fungal strains using the following histochemical techniques. With these data, it was 

possible to detect and select lenga as the best substrate for cultivation in the case 

of Grifola and Fistulina. No differences were observed with the substrates used by 

P. ostreatus. 

Thanks to the abundance of agricultural-forest wastes in the region, formulations 

were made for the production of these edible species. The main focus was on P. 

ostreatus, which naturally grows in Araucaria, in order to take advantage of its 

adaptation to this resinous substrate and to generate a production on plantations 

residues , sawmills and/or to process plants of Pinus sp., abundant because of the 

zonal forestations. The material was supplemented with wastes from local wine 

and beer industries. Results showed that the biological efficiencies on pine 

sawdust are higher when native strains were used when compared to the 

commercial strain used as control. The other substrates tested were lenga, poplar 

and straw chips supplemented with barley from the brewing industry, in which the 

commercial strain yielded higher EB. 

To evaluate growth and laccase activity against volatile compounds present in the 

resins, the fungal biomass of the liquid culture and the colony diameter grown on 

agar medium were quantified. Growth was lower in treatments with limonelo and δ-

3-carene; and practically zero with 4-carvomentenol, citronellol, and ρ-cimen-8-ol 

compare to the control (MEA medium). Laccase ligninolytic activity was inhibited in 

all treatments. These data explain, at the least in part,  the low yield in resinous 

substrates such as the Pinus sp. 
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To complement this information and to understand the degradative capacity of P. 

ostreatus in A. araucana, the capacity of lignans degradation was evaluated, 

revealing a high degradation of this type of compound, except for the two most 

complex and recalcitrant such as eudesmin and secoisolariciresinol-4-methyl 

ether-9'-acetate. The maximum laccase activity in the A. araucana-based solid 

culture medium was 0.111 ± 0.067 U/gdm and that of MnP was 0.220 ± 0.109 

U/gdm. Different laccase isoenzymes were detected in the native strains, with 

molecular weights between 35-41 KDa and 75-92 KDa.  

Results of domestication of Grifola gargal, Grifola sordulenta, Fistulina endoxantha 

and Fistulina antarctica were not encouraging, since basidiomas were obtained 

only erratically and production times were too long (greater than 4-5 

months).These domestication problems changed the focus to the colonized 

substrate as a source of compounds of biotechnological interest. This was the case 

in Grifola species. The colonization of the substrates used was optimal and 

cultures were used to check inmunomodulatory effects on J774A.1 macrophages 

line. and cytotoxicity effects with cancer cell lines of breast (MCF-7), osteosarcome 

(SOAS-2)  and colon (HCT116). 

Among the sterols obtained, ergosterol was the most important. The fatty acids 

found were palmitic acid, linoleic acid, oleic acid, stearic acid, arachidic acid and 

behenic acid. The polysaccharides of Grifola gargal cultivated in willow increased 

reactive oxygen species (ROS) and nitric oxide (NO) at 50 µg.mL−1. The best 

citotoxic effects in HCT116 cell line were obtained with G. gargal mycelium grown 

on different sawdust and G. gargal pure cultures. 

Specific tests of discoloration of the textile dye azure B were performed with the 

brown-rot F. antarctica and F. endoxantha strains because of observations in the 

initial screening. Further discoloration by mycelium was observed, obtaining a 

maximum of 53.65% at 96 hours. 
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INTRODUCCIÓN GENERAL 

El bosque Andino Patagónico 
El bosque Andino Patagónico de Argentina se extiende por más de 2500 km entre 

los 35° (sur de la provincia de Mendoza) y 55° de latitud S, hasta el sur de la isla 

de Tierra del Fuego, donde termina el continente. Compartido con Chile, este es 

un bioma único en términos de su biodiversidad y de los procesos que le han dado 

lugar. 

La cordillera de los Andes constituye una barrera para los vientos, principalmente 

provenientes del oeste, cargados de la humedad que acumulan a los largo de su 

recorrido a través del Océano Pacífico. Al ser forzado a subir por las laderas de las 

montañas, este aire húmedo se enfría disminuyendo su capacidad de retener 

agua, la que se desprende en forma de lluvia o nieve. La alta precipitación, que en 

algunos sitios puede fácilmente superar los cuatro metros anuales, y los suelos 

ricos en nutrientes, asociados a una alta actividad volcánica, favorecen el 

crecimiento de árboles y de otras formas de vida vegetal, definiendo la estructura 

de un bosque. 

Hace más de 65 millones de años Sudamérica era parte de un continente más 

extenso que incluía lo que actualmente son la Antártida, Nueva Zelanda, Australia, 

África y la India y había un intercambio fluido de especies originadas en distintos 

sitios dentro del mismo. Durante el Jurásico y el Cretácico Gondwana fue 

escindiéndose y hace cerca de 20 millones de años Sudamérica se desprendió de 

la Antártida y comenzó a levantarse la cordillera de los Andes, dos eventos 

geológicos que determinaron el enfriamiento y la creciente aridez de la región y, 

como consecuencia, la extinción de muchas especies y el aislamiento de la masa 

boscosa austral. Este aislamiento se produjo principalmente por la aparición de los 

biomas áridos aledaños: la estepa patagónica hacia el este, el desierto alto andino 

en las cumbres y filos de la montaña. Así, los árboles del género Nothofagus 

(coihues, lengas, ñires) son los que dominan la región, y éstos son similares a los 

de áreas templadas y tropicales de Oceanía (Armesto et al. 1996; Blisniuk et al. 

2005). 

Las especies arbóreas que dominan los bosques Andino Patagónicos son: 
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La lenga, Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser posee una amplia 

distribución geográfica y se encuentra puro o en formaciones mixtas con distintos 

tipos de bosques de los Andes australes. Su distribución abarca desde los 35º 35’ 

S por el sector chileno occidental de la cordillera de los Andes y desde los 37º 30’ 

S por el sector argentino oriental de dicha cordillera, hasta el extremo austral del 

continente a los 56º S (Donoso 1995). Es característica de zonas de altura, 

alcanzando los 2000 msnm y usualmente forma el limite altitudinal del bosque y 

domina el ecotono entre los bosques y la vegetación subandina (Veblen et al. 

1996). 

Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst. (coigüe o coihue) posee una amplia distribución 

en Argentina y Chile, entre los 34º37’ S y los 47º 30’ S. En Argentina, sobre la cara 

oriental de la cordillera de los Andes, se encuentra entre los 38º 30’ S y los 44º S 

(Dimitri & Milano 1950). 

El roble pellín, Nothofagus obliqua (Mirb.) Oerst., se distribuye entre los 36º 50’ en 

las lagunas de Epulafquen, en el norte de la provincia de Neuquén y los 40º 15’ S, 

en la cuenca del lago Lácar a altitudes entre los 630 y 1200 msnm sobre la 

vertiente oriental de la cordillera de los Andes (Tortorelli 1956, Gallo et al. 2000). 

La distribución del raulí, Nothofagus nervosa (Phil) Dim. & Mil. (=N. alpina (Poepp. 

& Endl.) Oerst.) abarca desde los 35º hasta los 41º de latitud sur. Hacia el este de 

la Cordillera de los Andes se introduce a través de los pasos bajos de los valles 

transversales de las principales cuencas lacustres en sentido Oeste-Este, 

determinando de este modo una distribución fragmentada y restringida a los 

mismos (Gallo et al. 2000). Sólo cubre una estrecha franja de aproximadamente 

120 km de largo y 40 km en su ancho máximo, ocupando aproximadamente 55000 

has de bosques mixtos entre los 39º 25’ y los 40º 35’ de latitud sur. En sentido 

altitudinal ocupa principalmente la franja entre los 800 y 1000 m, aunque puede 

bajar hasta 650 m, como ocurre en la cuenca del lago Lácar, donde ingresa en el 

área predominante de N. obliqua. 

Los bosques de Araucaria araucana (Molina) K. Koch en Argentina cubren una 

superficie aproximada de 280.000 hectáreas ubicada entre los 39º20’ y 37º50’ de 

latitud sur. Se encuentra en zonas con precipitaciones superiores a los 4.000 mm 
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anuales hasta el límite con la estepa con precipitaciones de 500 mm anuales. En 

los sitios con condiciones más extremas, como el límite altitudinal superior del 

bosque o el límite con la estepa, crece sola formando bosques puros. En el resto 

de los ambientes es frecuente que forme bosques con lenga, ñire, roble pellín, 

raulí o ciprés de la cordillera (Austrocedrus chilensis (D. Don) Pic. Serm. & 

Bizzarri). La altura de los árboles puede superar los 30 m en condiciones 

ambientales favorables, y 1,5 m de diámetro. Los bosques presentan árboles de 

una o varias generaciones que crecen juntos. Una característica esencial de esta 

especie es la lentitud de su crecimiento (Rechene et al. 2002). 

Los hongos comestibles degradadores de madera de la Patagonia Andina 

Los hongos degradadores de la madera (Fungi, Basidiomycota) son un 

componente importante de los bosques ya que garantizan el ciclado de los 

nutrientes en el bosque por ser capaces de degradar materiales recalcitrantes 

tales como la celulosa y la lignina (Boddy 2001). Una parte de estas especies son 

patógenos forestales importantes por ser capaces de atacar árboles en pie 

(Rajchenberg 2006) disminuyendo la capacidad de aprovechamiento económico 

de especies valiosas (Cwielong & Rajchenberg 1995). Muchos de los hongos 

lignocelulolíticos de los bosques Andino Patagónicos también son recursos 

importantes para las comunidades locales ya que desde antaño han sido utilizados 

como alimento de importante valor. La edibilidad de estas especies ha sido 

reportada por Gamundí & Horak (1993) y las características organolépticas 

estudiadas por Toledo et al. (2016) resultaron con valores de bajo contenido 

graso, alto contenido proteico y alto contenido de carbohidratos.  

En los bosques Andino Patagónicos de Argentina y Chile, se han hallado y 

descripto dos especies endémicas del género Grifola (Meripilaceae, Polyporales, 

Basidiomycota., Fig. 1): Grifola gargal Singer y G. sordulenta (Mont.) Singer 

(Singer 1969). Son apreciadas como alimento por las poblaciones nativas, pero 

sus propiedades nutracéuticas aún no han sido estudiadas (Rajchenberg 2002). 

Dado que estos hongos se juntan en otoño e inicio del invierno, cuando la 

accesibilidad al bosque es muy limitada, es importante hallar las condiciones 
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óptimas para el cultivo de su micelio y la producción de basidiomas para la 

producción de compuestos de interés. 

Grifola gargal (siendo “gargal” o “galgal” el nombre que le asignan los mapuches, 

pueblo nativo consumidor de esta especie) produce basidiomas sobre heridas en 

árboles en pie o caídos de Nothofagus obliqua (roble pellín, hualle o coyán), 

formado por numerosos píleos anuales superpuestos en forma arrosetada, a 

veces arrepollada, creciendo desde una zona o punto común. Los basidiomas, 

carnosos y de sabor agradable, cuando frescos presentan un característico e 

intenso aroma a anís almendrado, que desaparece al secarse. La superficie del 

píleo es crémeo-amarillenta, beige clara, castaño clara o grisácea. El himenóforo 

inicialmente es poroide, con los poros angulares y alargados, y se torna folioso y 

partido, incluso dentado o muy irregularmente poroide. Es un agente de pudrición 

de importancia, causando una pudrición blanca alveolar en N. obliqua 

(Rajchenberg 2006). 

Grifola sordulenta se encuentra sobre tocones, base de fustes vivos o suelo en 

bosques de Nothofagus dombeyii (coihue), donde genera basidiomas 

multipileados por la ramificación de un pie central, que se disponen en forma 

imbricada, fusionándose o no lateralmente. De color crémeo cuando no se expone 

a la luz o canela claro o grisáceo. Es carnoso tenaz cuando fresco, con sabor 

amargo y acre, y fuerte olor a anís (Singer 1969). Esta especie genera pudrición 

blanca y se piensa que es radicícola por el hábitat de sus basidiomas. Es 

relativamente rara y difícil de encontrar. 

Fistulina antarctica Speg. (Fistulinaceae, Agaricales, Basidiomycota., Fig 2) se 

encuentra creciendo sobre raíces y troncos de árboles en pie o caídos de N. 

antarctica, N. betuloides, N. dombeyi y N. pumilio, formando basidiomas rojizos, 

rosados, ocráceos o castaños, anuales, demediados, triquetros o más raramente 

ungulados, con o sin una base atenuada que actúa como pie lateral que se une al 

sustrato. Generalmente forman un píleo solitario con una superficie pilear mucoso-

gelatinosa, lisa, glabra, formando a veces venas bien marcadas de 3-4 mm de 

ancho, dispuestas en forma de abanico. El color de la superficie pilear es 

inicialmente rojizo brillante asalmonado, luego se torna castaño rojizo, rosa fuerte, 
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castaño pálido claro o castaño oscuro. El contexto es gelatinoso a 

subcartilaginoso, tenaz, concoloro con la superficie pilear. Himenóforo tubular, 

constituido por tubos libres pero dispuestos en forma empaquetada, blancos 

crémeos, ligeramente amarillentos o amarillos cuando frescos. Genera pudrición 

castaña, pero de consistencia dura (Rajchenberg 2006). 

Fistulina endoxantha Speg. (Fistulinaceae, Agaricales, Basidiomycota., Fig. 2) se 

encuentra sobre tocones y fustes de árboles en pie o caídos de N. nervosa y N. 

obliqua. Las características son similares a F. antarctica, salvo la coloración del 

basidioma que es fuertemente amarilla, incluido el contexto, con una tonalidad 

ligeramente ocrácea. También genera pudrición castaña. 

Pleurotus ostreatus (Jacq.: Fr.) Kummer (Pleurotaceae, Agaricales, 

Basidiomycota., Fig. 3) es encontrado en la región norte de Patagonia creciendo 

sobre troncos caídos de Araucaria araucana (Lechner et al. 2002). Genera 

sombreros agrupados, espatulados a flabeliformes, lisos, de coloración castaño 

claro a grisácea. Posee laminillas decurrentes de coloración blancuzca a crémea 

que terminan en un estípite, levemente liso o con estrías longitudinales en la parte 

superior, excéntrico a lateral, blancuzco pálido, tornándose amarillo alimonado 

cuando seco. Contexto blanco de 2-6 mm de grosor, frágil cuando fresco, pero con 

textura coriácea cuando seco. Olor agradable y sabor suave. Genera una 

pudrición blanca en la madera. 

Estos hongos especializados en la degradación de la madera son los 

denominados hongos lignocelulolíticos, los cuales se dividen en los de pudrición 

blanca y en los de pudrición castaña. 

Los hongos de pudrición blanca poseen enzimas como la lignina-peroxidasa (LiP) 

y la manganeso-peroxidasa (MnP), y las fenol oxidasas, como la lacasa, que 

remueven lignina de la pared celular vegetal (Bourbonnais & Paice 1990, Lechner 

& Papinutti 2006) y, asimismo, muestran un potencial uso en procesos 

biotecnológicos tales como el biopulpado (Akhtar et al. 1997). 

Los hongos de pudrición castaña remueven selectivamente celulosa y 

hemicelulosa de la pared celular, sin utilizar la lignina (Micales & Highley 1988). 

Sin embargo, también se observó que los hongos de pudrición castaña modifican 
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ligeramente la lignina mediante, por ejemplo, la desmetilación (Jin et al. 1990). La 

madera pierde rápidamente sus propiedades de solidez y experimentan roturas 

drásticas. En estados avanzados la madera es reducida a un residuo de trozos 

amorfos, blandos, castaños, cúbicos, compuestos mayormente de lignina 

ligeramente modificada. 

Figura 1. Basidiomas de Grifola gargal y Grifola sordulenta A-B. Basidioma maduro de G. 
gargal, sobre Nothofagus obliqua en una herida de rama en altura superior a los 5 metros. 

C. Basidioma maduro de G. sordulenta sobre raíz de N. dombeyii. D-E. Primordio y 
basidioma maduro de G. gargal sobre N. obliqua en fuste a la altura del pecho (1,50 

metros). 



24	
  

Figura 2. Basidiomas de Fistulina antarctica y Fistulina endoxantha A-C Basidiomas 
maduros de F. antarctica sobre Nothofagus dombeyi, sobre tocón, fuste caído y árbol en 
pie respectivamente. D-E Basidiomas maduros de F. endoxantha sobre Nothofagus 
obliqua sobre árbol en pie y sobre árbol caído respectivamente. 
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Figura 3. Basidiomas de Pleurotus ostreatus A-C Basidiomas maduros de P. ostreatus 
sobre árboles caídos de Araucaria araucana en Pino Hachado (Neuquén). 

Polisacáridos y metabolitos con actividad medicinal 
Muchos hongos comestibles han sido utilizados tradicionalmente como 

importantes componentes de la dieta por diferentes culturas. Una gran variedad de 

compuestos o de fracciones complejas obtenidas de hongos comestibles han sido 

probadas por sus propiedades medicinales, con especial foco en las capacidades 

anticancerígenas o preventivas de la actividad tumoral (Finimundy et al. 2013). 

Esta actividad está principalmente atribuida a polisacáridos, complejos de 

glicoproteínas, compuestos terpenoides, esteroles y lectinas, entre otros. En la 

década de los 60 se realizaron las primeras investigaciones sobre los efectos 

antitumorales de extractos de varias especies de hongos, siendo los polisacáridos 

los principales componentes activos, específicamente los β-D-glucanos (Ikekawa 

et al. 1969), los cuales resultan de interés por la actividad inmunomoduladora que 
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ejercen, siendo modulares de la respuesta biológica y preventorios de la 

carcinogénesis (Popovic et al. 2013). 

El consumo de extractos fúngicos como suplemento dietario ha ido en aumento en 

los últimos años por la variedad de compuestos que contienen (polisacáridos, 

proteínas, fibras, lectinas y polifenoles) y más de 30 especies de hongos 

considerados medicinales han sido estudiados como fuente de metabolitos 

biológicamente activos frente al cáncer. 

Los antecedentes más recientes de trabajos realizados con especies patagónicas 

se basan en la optimizacion del crecimiento miceliar, tanto de G. sordulenta como 

de G. gargal, en medios líquidos y agarizados, como etapa previa para la 

optimizacion de la producción de estas especies con potencial nutricional, 

nutracéutico o con valor farmacéutico (Postemsky et al. 2006). Estas especies 

están emparentadas con Grifola frondosa (Dicks.) Gray (Meripilaceae, 

Polyporales, Basidiomycota) especie del Hemisferio Norte de la cual se pudieron 

aislar y purificar más de 20 polisacáridos antitumorales y varios de ellos han sido 

patentados en Japón como sustancias antitumorales, anticancerígenas, y como 

agentes inmunoestimuladores (Shen 2001; Zhou & Wasser 2004). Los glucanos 

producidos por G. frondosa ejercen, también, otros efectos medicinales: actúan 

sobre la hiperplasia prostática benigna, sobre el desarrollo de la artritis y sobre el 

metabolismo lipídico; presentan efectos antibacterianos, antivirales, antidiabéticos, 

antihipertensivos, antioxidantes y se usan también con fines cosméticos (Boh & 

Berovic 2007). 

De esta manera existe un interés en realizar investigaciones acerca de las 

propiedades fisiológicas, enzimáticas y medicinales de especies nativas de 

hongos comestibles, así como su potencial para ser domesticados en diferentes 

tipos de sustratos regionales. Todo lo cual ha sido plasmado en esta tesis que 

presenta los siguientes Objetivos Generales y Particulares. 
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OBJETIVO GENERAL 
Caracterizar fisiológicamente y ensayar el cultivo de especies silvestres de 

hongos comestibles degradadores de madera de la Patagonia andina. 

OBJETIVOS PARTICULARES 
• Aislar cepas a partir de especímenes coleccionados en el bosque andino

patagónico

• Estudiar los parámetros fisiológicos que caractericen las cepas aisladas y

que optimicen el crecimiento y la producción de enzimas extracelulares.

• Evaluar la degradación de colorantes textiles

• Ensayar cultivos de las cepas aisladas en diferentes sustratos regionales.

• Obtener polisacáridos y metabolitos de interés biotecnológico.

• Caracterizar la producción de basidiomas de las cepas obtenidas.
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ORGANIZACIÓN DE LA TESIS 
La exposición detallada del trabajo realizado se presenta en cuatro capítulos: 

Capítulo I. Crecimiento, actividad enzimática y selección de sustratos 

lignocelulósicos de los hongos comestibles degradadores de madera de los 

bosques de la Patagonia. 

Capítulo II. Producción de Pleurotus ostreatus sobre desechos lignocelulósicos 

regionales y ensayos cuantitativos de su actividad enzimática. 

Capítulo III. Polisacáridos, metabolitos y cultivo de Grifola gargal y Grifola 

sordulenta. 

Capítulo IV. Ensayos de citotoxicidad de extractos fúngicos frente a líneas 

tumorales humanas. 

Cada capítulo presenta los antecedentes del tema tratado, los objetivos 

específicos, las metodologías utilizadas, los resultados obtenidos, y la discusión 

correspondiente. 
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CAPÍTULO I 

CRECIMIENTO, ACTIVIDAD ENZIMÁTICA Y SELECCIÓN DE SUSTRATOS 
LIGNOCELULÓSICOS DE LOS HONGOS COMESTIBLES DEGRADADORES 

DE MADERA DE LA PATAGONIA 
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1.1 INTRODUCCIÓN 

Los hongos comestibles degradadores de la madera investigados en esta tesis 

pertenecen a la Clase Agaricomycetes Doweld (Agaricomycotina, Basidiomycota). 

Ocupan ese nicho ecológico por su capacidad de degradar la celulosa, la 

hemicelulosa y la lignina de las paredes vegetales a través de un complejo 

sistema enzimático liberado extracelularmente, en el caso de los que producen 

pudrición blanca, y a partir de radicales libres con alto potencial de oxidación en 

los que producen pudrición castaña. El bosque andino patagónico de Argentina 

está formado principalmente por especies del género Nothofagus, que constituyen 

los hospedantes y sustratos específicos de la mayoría de las especies fúngicas de 

esta tesis. La investigación de los macromicetos silvestres busca establecer las 

propiedades biológicas, la comestibilidad, y la ausencia de toxicidad de las 

especies, facilitando así la introducción de nuevas posibilidades de producción al 

mercado de hongos comestibles y medicinales. Para cada especie, la búsqueda 

(“screening”) de cepas fúngicas de interés está basada en la velocidad de 

crecimiento, en el desarrollo del cultivo a diferentes temperaturas, y en la 

presencia o ausencia de enzimas, lo cual permite seleccionar cepas con 

características de interés, ya sea para la producción con fin comestible, para 

aplicaciones biotecnológicas o medicinales y para la producción enzimática. En 

general, la mayoría de las búsquedas se basan en métodos colorimétricos por 

cambio de color de determinados reactivos para detectar la presencia de enzimas 

lignocelulolíticas particulares (Ang et al. 2011). 

1.1.1 Hongos comestibles degradadores de madera de Patagonia 
Muchos de los hongos lignocelulolíticos de los bosques andino patagónicos 

poseen un alto valor culinario; aun así, casi no han sido tenidos en cuenta en la 

Argentina debido a las dificultades para su cultivo y producción, como son las 

especies Grifola gargal, Grifola sordulenta, Fistulina antarctica y Fistulina 

endoxantha. Estas pueden ser encontradas en los bosques de Nothofagus, 

principal género de especies arbóreas de los bosques Andino Patagónicos y, 

eventualmente, en Populus sp. (Pozzi et al. 2009).  
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Estudios taxonómicos y filogenéticos (Gilbertson & Rivarden 1987, Zhao & Zhang 

1992) demostraron la estrecha relación entre las mencionadas especies nativas 

del género Grifola con la actualmente más investigada Grifola frondosa. De esta 

última se ha logrado caracterizar el crecimiento, producción de basidiomas y 

producción enzimática (Montoya et al. 2011), brindando un modelo para poder 

emular estos procedimientos con las especies patagónicas. 

Por otro lado, se registró la presencia de Pleurotus ostreatus en Patagonia 

creciendo sobre troncos de Aracucaria araucana (Lechner et al. 2002). Se 

conocen muy pocos hongos que se desarrollan sobre este sustrato, resultando ser 

el primer hongo comestible con laminillas encontrado sobre dicha conífera. Según 

Chang (1999), Pleurotus ostreatus es el segundo hongo comestible con mayor 

producción mundial. Su importancia gastronómica y su crecimiento en una 

conífera plantea la posible aplicación de su cultivo en sustratos con aserrines de 

coníferas y lo convierten en un potencial remediador de los principales desechos 

de aserríos forestales patagónicos. 

1.1.2 Sistemas enzimáticos  
El complejo de enzimas celulolíticas de los hongos de pudrición blanca consiste de 

tres enzimas hidrolíticas que trabajan sinérgicamente: endoglucanasa, 

exoglucanasa y β-glucosidasa (Lemaire & Beguin 1996). Las endoglucanasas 

producen una disminución en el grado de polimerización de la celulosa por cortes 

al azar de la cadena glucosídica, produciendo glucosa, celobiosa (disacáridos) y 

celotriosa (trisacáridos). Los sustratos sobre los que actúan las endoglucanasas 

incluyen la carboximetilcelulosa, la celulosa amorfa y los celo-oligosacáridos, no 

atacando en forma significativa a la celulosa cristalina. En Phanerochaete 

chrysosporium (Burd.) ha sido detectado el sinergismo de tipo endo-exo, en el que 

la endoglucanasa y la celobiohidrolasa actúan para degradar microcelulosa 

cristalina comercial (Henriksson et al. 1999). 

Las enzimas pectinolíticas son las encargadas de degradar la pectina, grupo de 

heteropolisacáridos que se encuentran en la lámina media de las células vegetales 

y que actúan como componente estructural. Entre las más importantes se 

encuentran la poligalacturonasa, que según el sitio de corte se clasifica en 
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exopoligalacturonasa, elimina residuos de ácido galacturónico, y 

endopoligalacturonasa, que rompe las uniones glicosídicas α 1-4 al azar a lo largo 

de la cadena de urónido (Pressley et al.1971). 

Los sistemas enzimáticos involucrados en la degradación de la lignina son 

extracelulares e inespecíficos. Entre de las enzimas que degradan lignina se 

destacan la lignina peroxidasa (LiP), la manganeso peroxidasa (MnP) y la lacasa. 

La manganeso peroxidasa (MnP) es una enzima ampliamente distribuida entre los 

hongos causantes de pudrición blanca, con fuerte preferencia por el Mn+2 como 

sustrato (Glenn & Gold 1985). Lo oxida a Mn+3, el cual forma complejos con ácidos 

dicarboxílicos o con α-hidroxiácidos; estos complejos pueden difundir a cierta 

distancia de la enzima y oxidar, a su vez, a la lignina. Actúa principalmente sobre 

sustratos fenólicos, aunque estudios recientes han demostrado también su 

actividad sobre sustratos no fenólicos. La regulación de la producción está dada 

por la limitación de nitrógeno en los organismos nitrógeno-regulados, del mismo 

modo que ocurre con la LiP, pero también hay una regulación por manganeso 

(Buswell et al. 1995).  

La lignina peroxidasa (LiP) es producida por varios hongos de pudrición blanca. 

Utiliza el peróxido de hidrógeno y diferentes peróxidos orgánicos para oxidar una 

amplia variedad de sustratos como compuestos aromáticos de bajo peso 

molecular, lignina y proteínas (Tien et al. 1986). El veratril alcohol, metabolito 

secundario fúngico, juega un rol fundamental en la inducción de esta enzima para 

la degradación de sustancias recalcitrantes (Shah & Nerud 2002). 

La lacasa es una polifenoloxidasa que contiene cobre en su molécula (Thurston 

1994) y que reduce el O2 y produce H2O en lugar de H2O2. La adición de cobre a 

los medios de cultivo resulta en un incremento en su producción. En presencia de 

compuestos que actúan como intermediarios redox, es capaz de oxidar 

compuestos no fenólicos.  

En los hongos de pudrición castaña la degradación de la celulosa y la 

hemicelulosa está mediada por mecanismos no enzimáticos conocidos como 

reacciones de Fenton  (Aguiar & Ferraz 2007). Éstas generan un radical hidroxilo 

desde el peróxido de hidrógeno mediante la participación de iones metálicos como 



	
   33	
  

el Fe+2 (Cohen et al. 2002), que puede producir secundariamente especies 

reactivas del oxígeno cuando se oxidan moléculas orgánicas (Hammel et al. 

2002). 

1.1.3 Colorantes textiles 
Los colorantes sintéticos son sustancias recalcitrantes a la degradación y/o tóxicas 

(Bakshi & Sharma 2003). Estos colorantes son químicamente diversos; entre los 

comúnmente utilizados en la industria textil se encuentran los azoicos (como el 

azure B), los antraquinónicos y los trifenilmetánicos (como el verde de Malaquita). 

Hoy en día hay suficiente evidencia que la decoloración de estas sustancias en 

ensayos in vitro con distintos hongos es resultado de la actividad de las enzimas 

involucradas en la degradación de la lignina (Shah & Nerud 2002).  

La estructura aromática compleja de los colorantes los hace relativamente 

resistentes a la luz y a otros agentes abióticos. Haritash & Kaushik (2009) 

concluyen, en su revisión sobre la degradación de compuestos aromáticos, que la 

biodegradación es el principal proceso de destrucción de estas moléculas.  

Hongos como Trametes trogii  Berk. han demostrado ser organismos adecuados 

para el tratamiento de aguas textiles y colorantes, y constituyen una alternativa 

frente a tratamientos más costosos (Ciullini et al. 2008). Estos organismos 

presentan una ventaja sobre las células de otros, ya que pueden acceder a 

compuestos inaccesibles mediante la producción de enzimas extracelulares que 

catalizan la oxidación de intermediarios redox capaces de actuar a distancia. La 

naturaleza extracelular de estas enzimas es también ventajosa, ya que toleran 

altas concentraciones de las sustancias tóxicas. La mayor parte de los trabajos 

relacionados con la biodegradación de colorantes textiles por hongos se concentra 

en el uso de especies causantes de pudrición blanca; esto es, capaces de 

degradar la lignina (Liu et al. 2004, Hsu et al. 2012, Dayaran & Dasgupta 2008, 

Niebisch et al. 2010, Casieri et al. 2008). Esto es así porque las enzimas 

ligninolíticas atacan de forma no específica al sustrato (Baldrian 2006) y, por lo 

tanto, pueden degradar una amplia variedad de compuestos recalcitrantes y 

mezclas complejas de contaminantes, incluyendo las tinturas. Las enzimas 

involucradas en la degradación de los colorantes son principalmente enzimas 
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modificadoras de la lignina, tales como la lacasa, la MnP, la LiP y la tirosinasa. 

Con el fin de diferenciar entre el fenómeno de biosorción (unión de solutos a la 

biomasa mediante procesos que no involucran energía metabólica o de transporte) 

o bioacumulación (acumulación de contaminantes en las células que crecen 

activamente) y la biodegradación (descomposición de los compuestos químicos 

mediada biológicamente, por medio de la acción de varias enzimas dependientes 

de energía), durante la extracción de tinte, tiene que ser comprobada la presencia 

de actividad enzimática. La degradación de colorantes textiles por parte de los 

hongos nativos tratados en esta tesis no ha sido estudiada hasta el momento. 

1.1.4 Propiedades medicinales de los hongos comestibles 
Muchos hongos que se cultivan como alimento también se consideran que son 

nutracéuticos, ya que además de sus propiedades nutritivas poseen un valor 

medicinal, es decir, presentan compuestos biológicamente activos, beneficiosos 

para la salud y con capacidad preventiva y/o terapéutica definida y científicamente 

comprobadas. 

En la década de los 60 se realizaron las primeras investigaciones sobre los 

efectos antitumorales de extractos de varias especies de hongos, siendo los 

polisacáridos los principales compuestos activos, específicamente los β-D-

glucanos (Ikekawa et al. 1969). En estos, el monosacárido constituyente es la 

glucosa que se une mediante uniones glicosídicas 1-6, y se lo encuentra 

principalmente en la pared celular fúngica. En 1965, en Japón se desarrolló una 

preparación muy popular y eficaz a partir del hongo Trametes versicolor (L.) Lloyd 

(conocido también como Coriolus versicolor). Un polisacárido-péptido de este 

hongo con el nombre de krestin fue aceptado para el uso contra varios tipos de 

cáncer y fue cubierto por el plan oficial de salud japonés. Varios estudios 

realizados con el hongo Grifola frondosa también indicaron su actividad antiviral, 

antibacteriana y antiparasitaria, regulador cardiovascular, antidiabético e 

inmunomodulador (Mizuno & Zhuang 1995, Royse & Guardino 1997), siendo el 

grifolan el polisacárido principal de su actividad medicinal (Kodama et al. 2003).  

Montoya et al. (2013) cuantificaron la producción de exopolisacáridos (EPS) en 

medio líquido y el contenido de intrapolisacáridos (IPS) en basidiomas de 10 
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especies de hongos considerados medicinales, obteniendo los mayores registros 

en Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst.  (Ganodermataceae, Polyporales, 

Basidiomycota) (0,79 g/l EPS) y Pleurotus ostreatus (0,75 g/l EPS), mientras que 

la producción de IPS varió desde el 1,4% del peso total del basidiomas en G. 

applanatum (Pers.) Pat. (Ganodermataceae, Polyporales, Basidiomycota) al 5,5 % 

y 6 % en G. lucidum y G. frondosa, respectivamente. 

A partir de Grifola gargal, Wu et al. (2011) aislaron 7 compuestos diferentes con 

actividad inhibidora de la formación de osteoclastos, tres de los cuales son nuevos 

esteroles llamados gargalol A, B y C, los cuales además no presentaron toxicidad. 

Utilizando cultivo en medio líquido, Postemsky & Curvetto (2015a) lograron evaluar 

la capacidad antioxidante del micelio de G. gargal y G. sordulenta concluyendo 

que son excelentes proveedores de metabolitos antioxidantes con alto poder 

reductor.   
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1.2 OBJETIVOS 

• Evaluar la tasa de crecimiento de las diferentes especies lignícolas de 

hongos comestibles de la Patagonia en diferentes condiciones de 

temperatura. 

• Evaluar la producción de enzimas ligninolíticas y celulolíticas. 

• Evaluar la capacidad de decolorar diferentes colorantes textiles. 

• Cuantificar la actividad enzimática a partir de sobrenadantes de medio de 

cultivo líquido. 

• Evaluar histoquímicamente la capacidad degradadora de la madera. 

• Cuantificar el porcentaje de polisacáridos estructurales en muestras de 

basidiomas de las diferentes especies de estudio. 

 

HIPÓTESIS  

• Existe una dependencia de la tasa de crecimiento con la temperatura del 

cultivo y una dependencia en la producción enzimática con las diferentes 

cepas.  

• Los colorantes textiles se degradan principalmente por los hongos de 

pudrición blanca y está asociado al sistema enzimático que presentan. 

• Mediante cortes histológicos y tinciones histoquímicas de diferentes 

sustratos leñosos colonizados por hongos de pudrición blanca y castaña se 

pueden relacionar el accionar degradativo con el tipo de polímero 

degradado.  
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1.3 METODOLOGÍA 

1.3.1 Obtención de cepas  
Se hicieron muestreos en los Parques Nacionales Los Alerces, Lago Puelo 

(Chubut) y Lanín (Neuquén) con el fin de encontrar basidiomas de las especies 

investigadas.  

Se aislaron cepas a partir de pequeñas porciones de los basidiomas mediante su 

siembra y cultivo en medio agar-malta (MEA). 

Fistulina antarctica, Argentina, Neuquén, Depto. Aluminé, leg. M. Rugolo & M. 

Rajchenberg, 4/V/2013, CIEFAPcc 624; Chubut, Esquel, P. N. Los Alerces, leg. M. 

Rugolo, 18/V/2013, CIEFAPcc 628. Sobre tronco en píe de N. dombeyi. 

Fistulina endoxantha, Argentina, Neuquén, Depto. Aluminé, leg. M. Rugolo & M. 

Rajchenberg, 4/V/2013, CIEFAPcc 625. Sobre tronco en píe de N. obliqua. 

Grifola gargal, Argentina, Neuquén, P. N. Lanin, Lago Lácar, leg. H. Mattes & M. 

Rajchenberg 28/IV/1996. CIEFAPcc 190 y 191. Sobre tronco de N. obliqua. 

Grifola gargal, Argentina, Neuquén, P. N. Lanin, Seccional Quillén, Lago Quillén, 

leg. M. Rugolo & M. Rajchenberg 3/V/2013. CIEFAPcc 535 y 536. Sobre tronco en 

pie de N. obliqua. 

Grifola sordulenta, Argentina, Chubut, P. N. Los Alerces, Lago Menéndez, leg. M. 

Rajchenberg, 15/III/1993. CIEFAPcc 154. Sobre N. dombeyii. 

Grifola sordulenta, Argentina, Neuquén, P. N. Nahuel Huapi, Arroyo Los Cántaros, 

leg. M. Rajchenberg, 8/V/1999. CIEFAPcc 280. Sobre tronco en descomposición 

de N. dombeyii. 

Grifola sordulenta, Argentina, Neuquén, P. N. Nahuel Huapi, Brazo Puerto Blest, 

leg. M. Rajchenberg, 7/V/2007. CIEFAPcc 222. Sobre árbol muerto en pie de N. 

dombeyii. 

Pleurotus ostreatus, ARGENTINA, Neuquén, P. N. Lanín, Secc. Tromen, leg. M. 

Rajchenberg, 20/V/1999, CIEFAPcc 287 y 288 Sobre tronco caído de Araucaria 

araucana.  
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Pleurotus ostreatus, ARGENTINA, Neuquén, Villa Pehuenia, Paso Los Arcos, leg. 

M. Rugolo & M. Rajchenberg, 3/V/2013, CIEFAPcc 617, 621, 622, y 623; Circuito 

Pehuenia, Corporación Pulmarí, leg. M. Rugolo & M. Rajchenberg, 3/V/2013, MR 

618 y 619. Sobre tronco caído de Araucaria araucana. 

Pleurotus ostreatus, ARGENTINA, Chubut, Aldea Escolar, cercanías de arroyo 

Blanco, leg. M. Rugolo, 26/VI/2013, CIEFAPcc 616. Sobre tronco muerto en píe de 

Populus.  

1.3.2 Medios de cultivo 
Se utilizaron los medios MEA y GPY, y el medio sintético GG detallados a 

continuación: 

MEA (MEDIO EXTRACTO DE MALTA) 
Extracto de malta 12,7 g/l Difco y Glucosa 10 g/l Difco. 

GPY 
Extracto de Levadura 10 g/l, Peptona de caseína 20 g/l, Glucosa 20 g/l 

GG (modificado de Galvagno 1976) 
MgSO4.7H2O: 0,5 g/l, HK2PO4 : 0,6 g/l, H2KPO4 : 0,5 g/l. 
Solución de micronutrientes A*: 2 ml 
Solución de micronutrientes B*:2 ml 
Tiamina**: 100 µl 
Biotina**:   50 µl 
 * Micronutrientes:  

Soluciones madre: Cantidades en el medio basal (/L): 
A: CuSO4.5H2O    200 mg  
     MnCl2.4H2O    45 mg 
     H3BO3             35 mg   
     NaMoO4.2H2O 10 mg 
     ZnCl2.H2O       1,75 g 
B: FeCl3 500 mg 

CuSO4.5H2O:    0,4   mg 
MnCl2.4H2O:    0,09 mg  
H3BO3 :            0,07 mg 
NaMoO4.2H2O: 0,02 mg 
ZnCl2:                  2,5 mg 
FeCl3                  1,0  mg 

 

 ** Vitaminas: 
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Soluciones madre: Cantidades en el medio basal 
(/L): 

Hidrocloruro de tiamina: 1 mg/ml 
Biotina: 100 g/ml 

Tiamina            100 µg 
Biotina                  5 µg 

 
Glucosa 10 g/l y Ác. glutámico, 8 g/L 
Para los medios MEA, GPY o GG agarizados se agregó agar 20 g/l. 

1.3.3 Caracterización fisiológica 
1.3.3.1 Temperatura óptima de crecimiento 

Se evaluó la temperatura óptima de crecimiento de cada especie utilizando el 

medio MEA según Nobles (1965). Las cepas se inocularon a un centímetro del 

borde de la caja de Petri y luego se incubaron a 18, 23 y 30 ºC. Se evaluó el 

crecimiento tomando como parámetro el crecimiento lineal medido en centímetros 

cada tres días durante cinco semanas. 

1.3.3.2 Determinación cualitativa de las enzimas extracelulares 
Para la detección de actividad celulasa se adicionó al medio de cultivo GG, sin 

fuente de carbono, agar 1,7% y CMC (carboximetilcelulosa) 0,1%. Luego se 

inoculó cada cepa en el centro de la placa y se incubó a 23 °C. Cuando la colonia 

ocupó la totalidad de la placa, se colocó una solución del colorante Rojo Congo 

0,3% y se dejó interactuar durante 10 minutos, luego de los cuales se volcó y se 

lavó el exceso con una solución de NaCl 1 N. Se midió el halo de decoloración en 

centímetros de diámetro. La detección de actividad pectinasa se realizó de la 

misma manera pero reemplazando la carboximetilcelulosa por pectina cítrica. 

Para la detección de actividad enzimática por parte de las ligninasas se ensayaron 

las enzimas lacasa, Mn-P y Li-P. 

Para la detección de actividad lacasa se preparó el medio de cultivo agarizado con 

0,5 % de extracto de malta, glucosa 1% y con DMP (2,6-dimetoxifenol) 1mM. Cada 

cepa evaluada se sembró en el centro de la placa y se incubó en oscuridad a 23 

°C. Se midió el halo de crecimiento y el halo de coloración amarillo producto de la 

oxidación del DMP (modificado de Kuhar et al. 2015). 
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En el caso de la manganeso peroxidasa se preparó el medio de cultivo agarizado 

con 0,5 % de extracto de malta, glucosa 1% y con MnCl 1 mM. Cada cepa 

evaluada se sembró en el centro de la placa y se incubó en oscuridad a 23 °C, 

midiéndose el halo de crecimiento y el halo de precipitado (color castaño) producto 

de la oxidación del manganeso. 

Para la lignina peroxidasa se preparó el medio de cultivo agarizado con 0,5 % de 

extracto de malta, glucosa 1% y con 50 µM de azure B. Se inoculó e incubó en 

oscuridad a 23 °C y se midió el halo de degradación del colorante. 

La determinación se realizó por triplicado para cada cepa evaluada. 

1.3.3.3 Determinaciones analíticas de azúcares y de enzimas extracelulares 
El sobrenadante fue obtenido directamente del medio de cultivo líquido, mediante 

pipeteo y almacenamiento en tubos tipo Falcon. Se conservaron en freezer para la 

posterior medición de azúcares reductores y actividad enzimática. Se trabajó por 

triplicado de cultivo. 

1.3.3.3.1 Azúcares reductores 
Los azúcares reductores se cuantificaron según Somogyi-Nelson (Nelson 1944; 

Somogyi 1952) utilizando 0,5 ml de muestra y 0,5 ml de reactivo de Somogyi en 

baño 100 ºC por 15 min, enfriando los tubos en agua. A continuación se agregó el 

reactivo de Nelson, se agitó y se adicionaron 6 ml agua agitando por inversión. Se 

leyó la absorbancia (ABS) a 540 nm contra blanco de agua (0,5 ml de agua 

destilada y reacción).  

Para calcular los micromoles o microgramos equivalentes de azúcar reductor 

presentes, la curva patrón se hizo con glucosa. El factor es la inversa de la 

pendiente de la curva de ABS. vs. µg de azúcar reductor (o µmoles). La 

concentración del azúcar reductor se calculó como: cantidad de equivalentes de 

azúcar reductor = absorbancia * factor. 

1.3.3.3.2 Actividades enzimáticas 
Se calcularon con la siguiente fórmula,  
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siendo Vr el volumen de la reacción, Ve el volumen del sobrenadante, ε el 

coeficiente de extinción molar del producto y Ti el tiempo de incubación.  

La actividad de la enzima lacasa se midió utilizando como sustrato DMP 5 mM en 

buffer acetato de Na, 0,1 M pH 3,6 (77,1 mg DMP/100 ml buffer Ac-Na, pH 3,6) o 

ABTS (2,2´-azinobis [3-etilbenztiazoline-6-sulfonato]) 0,5 mM en 0,1 M buffer 

acetato de Na, pH 3,6 ( 27,43 mg ABTS/ 100 ml buffer Ac-Na,  pH 3,6). 

La reacción se llevó a cabo en tubos que contenían 2,5 ml de solución de sustrato, 

durante 5–10 min en baño a 30 ºC. Se agregó el sobrenadante enzimático (5–50 

µl). Se incubó cronometrando y registrando la absorbancia del producto 

(cerulignona) a una longitud de onda de 469 nm para el DMP (Coeficiente de 

extinción molar ε469 = 27,5/mM*cm) o 420 nm para el ABTS (ε420 = 36/mM*cm). 

Como blanco se utilizó el reactivo solo.  

La actividad manganeso peroxidasa (MnP) se midió utilizando rojo fenol como 

sustrato (10 mg) (Paszczynski et al. 1985) en 100 ml buffer succinato, pH 4,5, 

SO4Mn·4H2O, 22,3 mg. La reacción se llevó a cabo en tubos con 2,5 ml de 

sustrato más la muestra (50-100 µl de sobrenadante en este caso). Luego, los 

tubos se incubaron 5-10’ en baño a 30 ºC y se inició la reacción con H2O2 0,2 mM 

preparado en el momento de usar: 28 µl de H2O2 (30% en 10 ml de H2O). De esta 

solución se agregaron 20 µl/tubo. Se incubó a 30 ºC durante 10 min. Se alcalinizó 

cada tubo con 40 µl de hidróxido de sodio 5 N para detener la reacción. Luego de 

centrifugar se midió la absorbancia a 610 nm.  

La cuantificación de la actividad de enzimas hidrolíticas se hizo por medición del 

monómero de azúcar liberado. Para la cuantificación de la endoglucanasa se 

utilizó carboximetilcelulosa (CMC) 0,5% en buffer acetato de sodio pH 4,8, 50 mM. 

La reacción se realizó con sustrato y la fuente de enzima (sobrenadante o 

extracto) en un volumen total de 0,5 ml (se prepara blanco de sustrato en 0,5 ml 

de volumen total con CMC y agua en las mismas cantidades que sobrenadante 

enzimático), el cual se incubó en baño térmico a 50 °C durante 30 minutos. Luego 
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de esto se continuó con la reacción de Somogyi-Nelson para azúcares reductores. 

Se centrifugó, para descartar la CMC no degradada, y se midió la absorbancia a 

540 nm. 

Para medir la actividad pectinolítica se utilizó la enzima polimetilgalacturonasa, 

cambiando el sustrato respecto a la endoglucanasa por una suspensión de pectina 

de manzana 0,1% en buffer acetato de sodio pH 5,5 50 mM. 

1.3.3.4 Degradación de colorantes textiles 
1.3.3.4.1 Degradación de colorantes textiles en medio agarizado 

Los colorantes RBBR (antraquinónico), xilidina (azoico), verde de malaquita 

(trifenilmetano) y azure B (heterocíclico) se agregaron a la concentración de 10 µM 

y de 50 µM y se tomaron medidas de crecimiento en radio hasta que cubrieran la 

placa. También se tomaron medidas del halo de decoloración en dos ejes 

perpendiculares, registrándose el promedio de las dos medidas como un dato. Los 

cultivos se mantuvieron vivos durante 8 semanas y finalmente se volvió a medir el 

halo de decoloración. La evaluación se realizó por triplicado. La valoración se 

realizó según el halo de decoloración: + cuando es <1 cm., ++ cuando mide entre 

1-5 cm y +++ cuando es > 5 cm. 

1.3.3.4.2 Degradación de azure B por Fistulina antarctica 

En base a los resultados obtenidos en placa de Petri con medio agarizado se 

seleccionó y utilizó la cepa CIEFAPcc 628 de Fistulina antarctica para medir la 

degradación del colorante azure B utilizando una técnica de medios líquidos de 

reemplazo. Se cultivó en medio de cultivo GG y GPY durante 45 días y se 

procedió con 3 tratamientos: A) incorporación directa del colorante azure B al 

cultivo en medio líquido, B) extracción del micelio e incorporación del colorante 

azure B al sobrenadante del cultivo líquido y C) extracción del sobrenadante e 

incorporación de medio basal con el colorante azure B al micelio. Se midió la 

absorbancia del medio por espectrofotometría a una longitud de onda de 650 nm y 

se calculó el porcentaje de decoloración a las 24, 48 y 96 horas considerando la 

absorbancia inicial del medio como el tiempo cero. Se evaluaron diferencias en la 
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decoloración en presencia y ausencia de hierro en el medio basal para evidenciar 

una degradación tipo Fenton. 

1.3.4 Cuantificación de los polisacáridos (Técnica Fenol-Sulfuro) en hongos 
comestibles 
Se utilizaron materiales almacenados en el herbario de Centro Forestal CIEFAP. 

Para esta cuantificación se colocó una muestra del material seco molido, obtenido 

de basidiomas deshidratados en estufa a 60 °C, en 0,5 ml de agua destilada y 0,5 

ml de fenol al 5% fundido en agua caliente. 

Tras agitar la mezcla se agregaron 2,5 ml de ácido sulfúrico (SO4H2) concentrado. 

Se dejó enfriar una hora y luego se midió en espectrofotométro a 490 nm. Se 

utilizó glucosa como patrón (Dubois et al. 1956). 

1.3.5 Análisis histológicos e histoquímicos 
1.3.5.1 Cultivo fúngico en diferentes sustratos 
Las cepas CIEFAPcc 280 de G. sordulenta (pudridor blanco) y la 624 de F. 

antarctica (pudridor castaño) seleccionadas, luego de los resultados de los 

ensayos descriptos en los items 1.3.3.1, 1.3.3.2 y 1.3.3.4, fueron cultivadas sobre 

cuatro sustratos constituidos por virutas de las siguientes maderas: Populus nigra 

cv. Italica (álamo), Salix fragilis (sauce “mimbrote negro”), Nothofagus pumilio 

(lenga) y Pinus ponderosa (pino ponderosa) contenidos en frascos de vidrio de 

300 ml con una humedad del 70%. Cada sustrato contenía pequeños bloques (1 

cm x 1 cm x 1 cm) de cada una de las maderas correspondiente. Los frascos se 

esterilizaron en autoclave durante 1 hora y luego de la inoculación se los incubó 

en oscuridad, a 23 ºC durante 3 meses. La cosecha de los bloques se realizó por 

triplicado a diferentes tiempos (30, 60 y 90 días) conforme avanzó el crecimiento. 

Los bloques se utilizaron posteriormente para ensayos de histoquímica. 

1.3.5.2 Cortes histológicos 
Se obtuvieron al menos 10 secciones transversales para cada uno de los 

procedimientos histoquímicos realizados, y para cada una de las cuatro maderas 

ensayadas. Esto se realizó mediante deslizamiento con micrótomo marca Leica 

modelo Nh 40, con espesores que variaron entre 10 y 15 µm. En estas secciones 
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se realizaron las pruebas de detección y localización histoquímica de lignina, 

almidón, polifenoles y carbohidratos no estructurales. 

1.3.5.3 Determinación cualitativa de lignina, compuestos fenólicos y 
carbohidratos no estructurales 
En los cortes se detectó la presencia de lignina (color rojo) empleando el reactivo 

de Wiesner modificado (fluoroglucinol al 1% en etanol al 70%) durante cinco 

minutos en secciones frescas y montando el preparado con una gota de HCl 6 N 

(Rivera et al. 1999). 

Adicionalmente se empleó azul de toluidina para contrastar lignina y polifenoles 

(verde turquesa), carbohidratos (color lila) y aceites (sin color). Con lugol se 

contrastó la lignina (amarillo) de los carbohidratos no estructurales (morado 

azulado) (Rivera et al. 1999). 

Las observaciones se realizaron en microscopio óptico de fluorescencia marca 

Leica DM 2500 LED y las micrografías fueron capturadas mediante cámara Leica 

DFC 7000 T instalada en el mismo. 
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1.4 RESULTADOS 

1.4.1 Caracterización fisiológica 
1.4.1.1 Selección de temperatura de crecimiento vegetativo 
Las tasas de crecimiento de las diferentes especies y cepas (Figs. 4, 5, 6 y 7) 

permiten seleccionar las mejores en cuanto a velocidad de crecimiento. Las cepas 

de P. ostreatus presentaron una tasa de crecimiento más alta a 23 °C con un valor 

cercano a los 0,60 cm/día, mientras que las del género Grifola lo hicieron a 

temperaturas más bajas (18 °C) con un valor próximo a los 0,20 cm/día. Las del 

género Fistulina no presentaron diferencias a dichas temperaturas, resultando la 

tasa de crecimiento de Fistulina antarctica de 0,07 cm/día, y de F. endoxantha de 

0,11 cm/día. Los cultivos a temperaturas más altas, tales como 30 °C, resultó ser 

nocivo para el micelio fúngico de todas las cepas ensayadas (no mostrado en el 

gráfico).  

	
    
Figura 4. Tasa de crecimiento para las diferentes cepas de Pleurotus ostreatus cultivadas 

en MEA a 18 y 23 ºC. 
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Figura 5. Tasa de crecimiento para las diferentes cepas de Grifola sordulenta cultivadas 

en MEA a 18 y 23 ºC. 

	
  	
    
Figura 6. Tasa de crecimiento para las diferentes cepas de Grifola gargal cultivadas en 

MEA a 18 y 23 ºC. 
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Figura 7. Tasa de crecimiento para las diferentes cepas de Fistulina cultivadas en MEA a 

18 y 23 ºC (624 y 628 corresponden a F. antarctica y 625 a F. endoxantha). 

1.4.1.2 Determinación cualitativa de las enzimas extracelulares 
Los halos de coloración, decoloración y precipitados de los ensayos cualitativos se 

muestran ejemplificados en la Fig. 8.  

 
Figura 8. Detección cualitativa de lignina peroxidasa en Fistulina antarctica (A), 

manganeso peroxidasa en Pleurotus ostreatus (B), lacasa en Grifola gargal y G. 

sordulenta (C) y celulasa/pectinasa en todas las especies (D). 

Las actividades enzimáticas en placa con medio agarizado se consideraron 

positivas cuando mostraron decoloración apreciable del azure B (en el caso de la 

lignina peroxidasa), del rojo fenol (en las endoglucanasas), precipitado (en la 

lacasa) o halos castaños (en la manganeso peroxidasa) (Tabla I). Todas las 

especies analizadas mostraron actividad endoglucanasa (celulasa); sin embargo, 

la actividad ligninolítica varió entre las especies. Las cepas de P. ostreatus 
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presentaron actividad lacasa y manganeso peroxidasa; las cepas de ambas 

especies de Grifola presentaron solamente actividad lacasa; mientras que las 

cepas de ambas especies de Fistulina presentaron una aparente actividad lignina 

peroxidasa: si bien el halo de decoloración del azure B no fue demasiado evidente, 

hubo un cambio de coloración en el medio de cultivo, que se consideró como 

reacción positiva. 

Tabla I. Actividades enzimáticas en las diferentes especies y cepas. 

Especie N° Cepa 
Actividad enzimática 

Lacasa Mn-Peroxidasa Li-
Peroxidasa 

Endoglucanasa 
Pectinasa 

Pleurotus 
ostreatus 

104 +++ +++ - ++ 
287 +++ +++ - ++ 
288 +++ +++ - ++ 
616 +++ +++ - ++ 
617 +++ +++ - ++ 
618 +++ +++ - ++ 
619 +++ +++ - ++ 
621 +++ +++ - ++ 
622 +++ +++ - ++ 
623 +++ +++ - ++ 

Grifola 
gargal 

190 ++ - - + 
191 ++ - - + 
327 ++ - - + 
535 ++ - - + 
536 ++ - - + 

Grifola 
sordulenta 

154 ++ - - + 
222 - - - + 
280 ++ - - + 

Fistulina 
antarctica 

624 - - + + 
628 - - + + 

Fistulina 
endoxantha 625 - - + + 

Se asignó la valoración correspondiente dependiendo del halo de decoloración generado, 
+ cuando es <1 cm., ++ cuando mide entre 1-5 cm y +++ cuando es > 5 cm. Cuando no 

se detectó actividad se valoró con el signo negativo. 

Los resultados (Tabla I) se complementan con las Figs. 9, 10, 11 y 12, en las 

cuales se representa la actividad ligninolítica por el halo de coloración en las 

diferentes cepas a diferentes tiempos de cultivo, y la Fig. 13, que representa la 

actividad celulolítica a un tiempo fijo de cultivo (10 días, momento de colonización 

completa de la placa de Petri). 
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Figura 9. Detección cualitativa de lacasa en Pleurotus ostreatus. 

 

	
    
Figura 10. Detección cualitativa de lacasa en Grifola gargal. 
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Figura 11. Detección cualitativa de lacasa en Grifola sordulenta. 

	
    
Figura 12. Detección cualitativa de Mn-P en Pleurotus ostreatus. 

	
    
Figura 13. Detección cualitativa de endoglucanasa en Pleurotus ostreatus. 
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Con los ensayos de crecimiento y de actividad enzimática en placa se 

seleccionaron las cepas con mayor velocidad de crecimiento y las de mayor 

formación de halo enzimático para continuar con los ensayos. Si las diferencias no 

fueron significativas se optó por los cultivos nuevos de las colecciones del Otoño 

2013/2014. 

1.4.1.3 Degradación de colorantes textiles 
El ensayo realizado en medio agarizado mostró que las cepas de los hongos de 

pudrición blanca Grifola gargal, G. sordulenta y P. ostreatus lograron degradar 

todos los colorantes usados en la concentración de 10 µM. Sin embargo, el RBBR 

y la xilidina fueron degradados eficientemente por las especies de Grifola solo 

cuando la concentración usada fue de 50 µM. El verde de malaquita y el azure B 

se degradaron más lentamente e incluso inhibieron notablemente el crecimiento 

fúngico, y en algunas placas el colorante azure B no fue decolorado. El 

crecimiento lento en verde de malaquita se puede deber a la genotoxicidad del 

compuesto, dada su estructura química de trifenilmetano (Bakshi & Sharma 2003). 

Las placas de Grifola gargal contenían mucho aroma almendrado típico del micelio 

y del basidioma. Solo P. ostreatus degradó todos los colorantes en ambas 

concentraciones. 

En el caso de Fistulina, que causa pudrición castaña, se observó una decoloración 

leve en RBBR y en verde de malaquita en la concentración de 10 µM. Sin 

embargo, esto no se observó en 50 µM. Fue llamativa la formación de primordios 

en las placas con 50 µM de verde de malaquita, quizás como respuesta a la 

toxicidad del medio. Con el colorante azure B ocurrió un cambio de color, tanto en 

el medio agarizado como en las hifas del micelio, considerando este caso como 

una combinación de absorción y de degradación. En las Figs. 14, 15 y 16 se 

muestran fotografías del cultivo en placa con el agregado de los colorantes 

textiles. 
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Figura 14. Decoloración de diferentes compuestos (RBBR, xilidina, verde de malaquita y 

azure B) por acción de la cepa 536 de Grifola gargal. 

	
  

 
Figura 15. Decoloración de diferentes compuestos (RBBR, xilidina, verde de malaquita y 

azure B) por acción de la cepa 280 de Grifola sordulenta. 
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Figura 16. Decoloración de diferentes compuestos (RBBR, xilidina, verde de malaquita y 

azure B) por acción de la cepa 628 de Fistulina antarctica. 

Para el screening con colorantes se consideró como resultado positivo a aquellos 

que mostraron una decoloración apreciable (Tabla II). En todos los casos hubo 

una decoloración apreciable luego del mes de cultivo, excepto en Pleurotus 

ostreatus, que decoloró completamente luego de los 14 días. 
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Tabla II. Screening de degradación de colorantes textiles con diferentes especies de hongos 
comestibles lignívoros de Patagonia 

Especie/cepa Colorante Concentración 
Diámetro 
colonia 

(cm) 

Valoración 
decoloración 

Valoración 
absorción Observaciones 

Fistulina 
antarctica 

628 

RBBR 
10 µM 4,8 + - Micelio 

castaño oscuro 
en el centro 

50 µM 4,5 - - 

Xilidina 
10 µM 3,5 - - Micelio 

castaño oscuro 
en el centro 

50 µM 3,5 - - 

Verde de 
malaquita 

10 µM 6,5 ++ - Micelio 
castaño 

50 µM 5,0 - - Primordios 

Azure B 10 µM  + +  
50 µM  + ++  

Grifola gargal 
536 

RBBR 10 µM 3,8 +++ -  
50 µM 5,9 ++ -  

Xilidina 10 µM 4,8 +++ -  
50 µM 6,1 +++ -  

Verde de 
malaquita 

10 µM 4,5 +++ - Micelio tupido 
y abundante 

aroma 
almendrado 

50 µM 1,0 ++ - 

Azure B 10 µM 4,8 + - Micelio 
disperso 50 µM 5,2 + - 

Grifola 
sordulenta 

280 

RBBR 
10 µM 4,5 +++ - Micelio tupido 

y aroma 
almendrado 

50 µM 5,0 ++ - 

Xilidina 10 µM 5,0 + -  
50 µM 3,6 + -  

Verde de 
malaquita 

10 µM 4,8 +++ - Micelio tupido 
50 µM 1,4 + -  

Azure B 10 µM 3,0 + -  
50 µM 2,5 + -  

Pleurotus 
ostreatus 

619 

RBBR 10 µM 8,8 +++ - 

Micelio tupido 
y colonización 

total de la 
placa 

50 µM 8,8 +++ - 

Xilidina 10 µM 8,8 +++ - 
50 µM 8,8 +++ - 

Verde de 
malaquita 

10 µM 8,8 +++ - 
50 µM 8,8 +++ - 

Azure B 10 µM 8,8 +++ - 
50 µM 8,8 +++ - 

Se asignó la valoración correspondiente dependiendo del halo de decoloración generado, + 
cuando es <1 cm., ++ cuando mide entre 1-5 cm y +++ cuando es > 5 cm. 

 
 



	
   55	
  

1.4.1.4 Degradación de azure B por Fistulina antarctica 

Los resultados obtenidos en placa de Petri con medio agarizado y azure B 

mostraron un cambio de coloración del violeta típico del colorante textil a un color 

turqueza por parte de la cepa CIEFAPcc 628 de F. antarctica (Ver ítem 1.4.1.3). 

Por esto se la seleccionó y utilizó para evaluar la degradación del colorante azure 

B a partir de medios líquidos. La Fig. 17 muestra los Erlenmeyers del cultivo 

líquido en medio GPY y en medio GG de la cepa CIEFAPcc 628 de F. antarctica. 

El crecimiento miceliar en el medio GPY fue mayor respecto al medio GG, y por 

ello los análisis de decoloración se cuantificaron con los tratamientos sobre el 

medio GPY (Fig. 17 A, B y C). 

Se observó mayor decoloración por parte del micelio con medio basal nuevo 

(Micelio + MB), obteniéndose un máximo de decoloración del 53,65% luego de las 

48 horas (Fig. 18). La curva de disminución del color del azure B se muestra en la 

Fig. 19. 
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Figura 17. Decoloración de azure B en medio líquido GPY (A. sobrenadante, B. micelio y 
sobrenadante y C. Micelio) y GG (D. sobrenadante, E. micelio y sobrenadante y F. 

Micelio) por Fistulina antarctica. 
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Figura 18. Porcentaje de decoloración de azure B en medio líquido GPY. 

 

Figura 19. Curvas de porcentaje de color de azure B en medio líquido GPY. MIC+MB+AB 
corresponde a micelio más medio basal con Azure B; MIC+SN+AB corresponde al micelio 
junto con el sobrenadante y Azure B; SN+AB corresponde al sobrenadante con Azure B. 

1.4.1.5 Actividad enzimática de cultivo en medio líquido  
La Tabla III muestra las actividades enzimáticas endoglucanasa (celulolítica) y 

polimetilgalacturonasa (pectinolítica), en diferentes medios de cultivo líquido. 
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Grifola gargal presentó mayor desarrollo miceliar y actividad endoglucanasa en el 

medio GPY, alcanzando el máximo el día 45 de cultivo con 0,4937 UE/ml. Grifola 

sordulenta generó mayor biomasa en el medio GPY, sin embargo, en el medio GG 

la actividad enzimática endoglucanasa fue mayor con el máximo de 0,5959 UE/ml 

el día 35. 

 

La actividad lacasa se muestra en la Fig. 20 para las especies de Grifola y en la 

Fig. 21 B para P. ostreatus. Grifola gargal presentó mayor actividad lacasa, con el 

máximo el día 45 en medio GPY, siendo de 0,1 UE/ml. Se cosechó sobrenadante 

hasta el día 60, ya que luego de ese período algunos cultivos se murieron, lo que 

impidió mantener la fiabilidad en los resultados. Grifola sordulenta presentó muy 

baja actividad en medio GG, siendo al día 45 cercana a 0,025 UE/ml. 

El cultivo líquido de P. ostreatus mostró el máximo de actividad entre el día 20 y 

25, alcanzando 0,15 UE/ml. El máximo de actividad manganeso peroxidasa se 

obtuvo a partir del día 25, con un valor entre 0,125 y 0,175 UE/ml (Fig. 21 A). 

Tabla III. Actividades enzimáticas celulolítica y pectinolítica en medio líquido. ND = No Detectado 

Cepa 
Medio 

de 
cultivo 

Actividad endoglucanasa 
UE (µmol producto/min.ml) 

Actividad PMG 
 UE (µmol 

producto/min.ml) 

Biomasa 
fúngica 

(gr micelio 
seco) Día 

Día 10 Día 20 
10 20 35 45 55 Al final del 

cultivo 

G. gargal 536 

GPY ND ND ND 0,49 ± 0,33 ND 1,4256 ND 0,1355 

GG ND ND ND ND 0,35 ± 0,25 - - 0,0647 

G.sordulenta 
280 

GPY ND ND ND ND ND 0,2673 0,4455 0,1246 

GG ND ND 0,59 ± 0,024 0,19 ± 0,14 0,22 ± 0,037 - - 0,0837 

P. ostreatus 
619 

GPY ND 0,28 0,34 0,38 ND ND 0,3871 0,3975 
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Figura 20. Curva de actividad lacasa A. en Grifola gargal B. en Grifola sordulenta. 

 

Figura 21. Curva de actividad enzimática A. manganeso peroxidasa y B. lacasa en 

Pleurotus ostreatus cultivado en medio GPY. 

1.4.2 Cuantificación de los polisacáridos (Técnica Fenol-Sulfuro) de hongos 
comestibles 
Las diferentes muestras correspondieron a alícuotas tomadas de basidiomas 

conservados en el herbario del CIEFAP. Los valores obtenidos resultaron entre 0,7 

– 4,5 % del peso del material seco (Fig. 22).  
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Figura 22. Polisacáridos obtenidos de basidiomas. Cada barra corresponde a un ejemplar 

de herbario. 

1.4.3 Análisis histológicos e histoquímicos 
Los preparados de microscopía de las diferentes porciones de madera 

cosechadas al día 30 de cultivo se presentan en la Fig. 23, perteneciente a la 

madera sin tratar, y en las Figs. 24 y 25, correspondientes a la madera atacada, 

con el fin de entender cómo es el desarrollo en los diferentes sustratos por el 

accionar de un pudridor blanco (Grifola sordulenta) y uno castaño (Fistulina 

antarctica). 

Las secciones de la madera sin atacar presentaron, en los cuatro casos, la 

coloración típica de cada tinción (Fig. 23). En contacto con fluoroglucina se pudo 

observar la coloración de las paredes y la laminilla media de las células vegetales 

de rojo/bordo debido a la presencia de lignina, mientras que en presencia de lugol 

los radios parenquimáticos se observaron de color café o negro debido a la 

presencia de carbohidratos, como el almidón. Con la tinción de azul de toluidina, 

además de la lignina estructural, se detectaron otros compuestos fenólicos de 

coloración azul verdosa. Las células parenquimáticas con carbohidratos se 

observaron de coloración lila. 
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Figura 23. Cortes transversales de álamo (A), lenga (B), pino (C) y sauce (D) con 

diferentes tinciones Fluoroglucinol (1), Lugol (2) y Azul de toluidina (3).	
  

En las fotografías que se muestran en la Fig. 24, producto del ataque por parte de 

la cepa CIEFAPcc 280 de G. sordulenta, se destaca que en álamo teñido con azul 

de toluidina se observan células parenquimáticas con paredes oscuras y sin 

contenido de carbohidratos (ausencia de coloración fucsia) (Fig. 24 A3). En lenga, 

con la tinción de lugol, se observan los radios parenquimáticos sin contenido (Fig. 

24 B2), y con azul de toluidina las zonas lignificadas se ven más claras respecto al 

control (Fig. 24 B3). En pino, con la tinción de fluoroglucina se observan radios 

parenquimáticos y canales resiníferos en color ocre por la necrosis (Fig. 24 C2), 

mientras que en azul de toluidina las paredes de las traqueidas se observan 

negras debido a la degradación de la lignina (Fig. 24 C3). En sauce, con azul de 

toluidina se observa la zona xilemática con menor intensidad de color, debido 

también a la ausencia de lignina (Fig. 24 D3). Estos resultados sugieren que se 

podría seleccionar la madera de lenga como un sustrato candidato para el cultivo 
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de esta especie, ya que fue la madera que mostró el mayor ataque por parte del 

hongo.	
  

	
  

Figura 24. Cortes transversales de álamo (A), lenga (B), pino (C) y sauce (D) atacadas 

por G. sordulenta (al día 30) con diferentes tinciones Fluoroglucinol (1), Lugol (2) y Azul 

de toluidina (3). 

La degradación de F. antarctica se puede observar en la Fig. 25. Cuando se utiliza 

álamo, lenga o sauce con la tinción de fluoroglucina se puede observar una 

ausencia de tonalidad roja, que podría deberse al consumo de los carbohidratos 

(Fig 25 A1, B1, D1). Sin embargo, con toluidina se conserva la tonalidad verde 

típica de la lignina en álamo y sauce, pero disminuye en lenga (verde muy tenue) 

(Fig. 25 B3). No hay observación de zonas lilas correspondientes a los 

carbohidratos. Con lugol solo en lenga se observa consumo de los carbohidratos 

de reserva, como una disminución de la coloración en los radios parenquimáticos 

(Fig. 25 B2). En pino no se observan diferencias notables respecto al control, 
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sumado a que el crecimiento del micelio fue débil y más lento que en el resto de 

las virutas.	
  

	
  

Figura 25. Cortes transversales de álamo (A), lenga (B), pino (C) y sauce (D) atacadas 

por F. antarctica (al día 50) con diferentes tinciones Fluoroglucinol (1), Lugol (2) y Azul de 

toluidina (3). 
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1.5 DISCUSIÓN 
Los resultados del efecto de la temperatura en las tasas de crecimiento de las dos 

especies de Grifola resultaron similares a los obtenidos por Postemsky et al. 

(2006). Cuando la temperatura de cultivo fue de 18 ºC se obtuvo la mayor tasa de 

crecimiento; sin embargo, nuestros resultados demostraron que G. gargal y G. 

sordulenta también crecen a 23 ºC sin inconvenientes. 

Grifola gargal fue encontrada en heridas o troncos caídos, en pocos robles, y en 

los mismos árboles (“palos gargaleros”) año tras año. Grifola sordulenta causa 

podredumbre blanca a las raíces del coihue y, a pesar de la amplia distribución de 

esta especie arbórea, solo se la encontró en los bosques de los lagos Menéndez y 

Nahuel Huapi (registro del herbario del CIEFAP). La baja frecuencia de aparición 

de ambas especies genera varias preguntas sobre la causa, como pueden ser la 

baja capacidad de degradar un sustrato o la falta de las condiciones necesarias 

para el desarrollo de los basidiomas. 

En los ensayos en placa para la detección de enzimas lignocelulolíticas no se ha 

podido detectar actividad Mn-P ni Li-P, a pesar que en los ensayos de 

decoloración se obtuvo degradación del Azure B, sugiriendo la intervención de la 

Li-P. Se conoce que dicha decoloración puede deberse a la actividad lacasa, dado 

que ha podido llevarse a cabo con la enzima purificada (Grassi et al. 2011), siendo 

estos resultados un indicio de que pudo deberse a dicha actividad. 

En otros hongos, como Coriolopsis rigida (Berk. & Mont.) Murrill (Baldrian 2006, 

Saparrat et al. 2010), no se ha podido inducir la producción de peroxidasas pero sí 

fueron buenas productoras de lacasa. Eggert et al. (1997) sugieren que los hongos 

que generan pudriciones blancas pero que no producen peroxidasas sufrieron un 

proceso de selección de lacasas con alto potencial redox que les permitió 

degradar la lignina. Grifola spp. causa naturalmente un patrón de pudrición blanca, 

pero no se ha podido corroborar la producción de peroxidasas, sugiriendo una 

producción de la enzima lacasa con alto potencial redox. 

Por otro lado, además de los valores de potencial redox del sitio activo de las 

lacasas, existen compuestos mediadores o cooxidantes (Bourbonnais et al. 1995) 

que pueden bajar la energía de activación de la enzima, permitiéndole degradar 
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compuestos fenólicos y no fenólicos. Estos compuestos podrían estar 

naturalmente en la madera, y su participación se ve implicada en la degradación 

de los sustratos lignocelulósicos. Posiblemente de esta forma las especies de 

Grifola pueden degradar las maderas de los Nothofagus, las cuales se 

caracterizan por su dureza y su contenido fenólico (Donoso et al. 2004). 

Sin embargo, como se observó en los cortes histológicos, Grifola se adaptó y 

degradó no solo la viruta de lenga sino también en las de álamo, pino y sauce. En 

lenga los resultados de los estudios histoquímicos estarían indicando que hubo 

mayor degradación de carbohidratos y lignina respecto de las otras especies 

arbóreas estudiadas posiblemente por la inducción de los compuestos fenólicos. 

Si bien naturalmente hay una selectividad con el sustrato, esta capacidad de 

degradar otros residuos concuerda con lo informado por Pozzi et al. (2009), 

quienes encontraron un ejemplar de G. gargal en un fuste de álamo. 

Estos resultados sugieren que se podría seleccionar la madera de lenga como un 

sustrato candidato para el cultivo de esta especie, ya que en esa madera el ataque 

por parte del hongo fue mayor respecto a las otras especies arbóreas. El uso de 

este sustrato no fue evaluado previamente en los antecedentes reportados (FIA 

2008; Harada et al. 2015) 

En lo que respecta a las actividades enzimáticas, no hay antecedentes de 

cuantificación con Grifola nativas. Para G. gargal la actividad lacasa fue de 0,125 

UE/ml y para G. sordulenta fue de 0,025 UE/ml estos valores son muy inferiores a 

los observados a partir de los sobrenadantes de cultivo líquido por Montoya et al. 

(2011), quienes han realizado estudios con G. frondosa y, a partir de extractos de 

medio sólido obtuvieron, entre otros, 12,26 UE/g de actividad endoglucanasa, 

14,42 UE/g de actividad lacasa y 7,37 UE/g de actividad Mn-P.  

Otro proceso importante involucra la oxidación de las hidroquinonas para generar 

especies reactivas de oxígeno como H2O2 y OH�−. Estas especies reactivas son 

las que participan en la reacción de Fenton y tienen directa relación en la 

degradación de la celulosa por parte de los hongos que generan pudriciones 

pardas de la madera (Cohen et al. 2002), como es el caso de Fistulina. Para el 

caso de la degradación del azure B en medio líquido con la cepa de Fistulina 
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antarctica se observó que, con la incorporación de nutrientes del medio basal, se 

pudo haber recuperado la actividad metabólica del micelio por lo que se obtuvo 

mayor decoloración. El hecho de que la menor decoloración corresponda al 

sobrenadante solo, implica que no se trataría de un mecanismo mediado por 

enzimas extracelulares libres sino que estaría relacionado con actividades 

metabólicas del micelio. Las oxidaciones de Fe+2 a Fe+3 y la consecuente 

formación del radical hidroxilo, están relacionadas con la degradación del azure B 

por mecanismos de Fenton (Aguiar & Ferraz 2007). A pesar de ello, no se 

observaron diferencias en la decoloración del medio líquido con el colorante textil 

en los ensayos con ausencia de hierro, por lo que no puede confirmarse aún la 

naturaleza Fenton del proceso. 

Las cepas de Pleurotus ostreatus de Patagonia creciendo sobre A. araucana 

mostraron el patrón típico de pudrición blanca de la madera, produjeron todas las 

enzimas evaluadas y la cepa usada decoloró todos los compuestos textiles 

usados. Se sabe que presenta variantes isoenzimáticas de la lacasa, las cuales se 

analizarán en el Capítulo 2 de esta tesis. La producción de enzimas y la velocidad 

de crecimiento permitieron seleccionar la cepa nativa CIEFAPcc 619, la cual 

presentó un máximo de actividad al día 21 del cultivo en medio líquido GPY. 

Los polisacáridos cuantificados en las cepas de Patagonia arrojaron porcentajes 

similares a los obtenidos en los basidiomas de hongos comestibles cultivados por 

Montoya et al. (2013), donde la producción de IPS varió desde el 1,4% del peso 

total del basidioma en G. applanatum al 5,5 % y 6 % en G. lucidum y G. frondosa, 

respectivamente. Las especies de Patagonia arrojaron mediciones, en promedio, 

de 2,3 % en F. antarctica, 1,6 % en G. sordulenta, 1,4 % en G. gargal, y 2,5 % en 

P. ostreatus y F. endoxantha. En las Grifola de Patagonia los porcentajes de 

polisacáridos son menores respecto a los resultados obtenidos en Grifola frondosa 

por Montoya et al. (2013). 
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CAPÍTULO II 

PRODUCCIÓN DE PLEUROTUS OSTREATUS SOBRE DESECHOS 
LIGNOCELULÓSICOS REGIONALES Y ENSAYOS CUANTITATIVOS DE ACTIVIDAD 

ENZIMÁTICA 
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2.1 INTRODUCCIÓN  

Esta Introducción presenta al bosque de Araucaria araucana, hospedante natural 

de las cepas patagónicas de P. ostreatus, y a las barreras químicas, dominada por 

los lignanos, que tiene este sustrato. A continuación se detalla la enzimología 

ligninolítica de Pleurotus, necesaria para atravesar las barreras de la planta y 

colonizar ese sustrato. Por último se hace referencia a los antecedentes de 

producción de esta especie fúngica comestible, los cuales se basan en cultivos 

sobre pajas o salicáceas, pero sin registro sobre sustratos resinosos, 

generándonos interés para su eventual utilización con desechos de coníferas de la 

industria forestal regional. 

2.1.1 Pleurotus ostreatus en bosques de Araucaria araucana 
Pleurotus ostreatus crece naturalmente en bosques de árboles caducifolios, 

principalmente del género Populus y Salix (Lechner et al. 2004), sobre troncos 

caídos o árboles en pie, ya muy viejos, debilitados o muertos, alimentándose 

exclusivamente de la parte leñosa (Albertó 2008). Sin embargo ha sido encontrado 

creciendo y desarrollando basidiomas en troncos caídos de la conífera nativa A. 

araucana (Lechner et al. 2002) y, durante los muestreos de esta Tesis, sobre 

árboles vivos. Pocas especies de hifomicetes y basidiomicetes han sido 

reportadas sobre este hospedante (Lechner et al. 2002) debido, probablemente, a 

la actividad antimicrobiana que posee y a la resistencia de los componentes 

estructurales de la madera. Varios estudios demuestran que la actividad 

antifúngica de A. araucana está atribuida principalmente a los lignanos (Céspedes 

et al. 2005). Este hospedante inusual de Pleurotus plantea el interés por conocer 

las habilidades degradativas de cepas de esta especie fúngica para su eventual 

utilización con desechos de coníferas de la industria forestal regional, ya que como 

regla general se indica que esta especie no debe ser cultivada en sustratos 

resinosos, como son las virutas de pino, que inhiben el desarrollo miceliar (Albertó 

2008).  

Araucaria araucana se encuentra distribuida principalmente entre los 37º 24’ y los 

40º 03’ de la cordillera de los Andes, en donde crece entre los 900 y 1700 msnm 
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tanto en Argentina como en Chile, con precipitaciones anuales de 1200 mm y de 

4000 mm, respectivamente. En la Cordillera de la Costa, Chile, se encuentra otra 

pequeña población entre los 37º 30’ y los 38º 30’ y desde los 600 hasta los 1400 

msnm, en un sitio con precipitaciones de 1500-2500 mm anuales (Veblen 1982). 

Esta conífera ha soportado diferentes eventos de glaciación, que fueron los 

responsables -en parte- de la distribución actual de los bosques de Patagonia 

(Villagrán & Armesto 2005).  

La durabilidad natural de una madera es definida como la habilidad de la misma 

para resistir la degradación biológica (Eaton & Hale 1993). Las plantas 

generalmente impiden el ataque de organismos patógenos con estrategias 

estructurales, barreras físicas y químicas que impiden la entrada y propagación del 

patógeno. La lignina es un compuesto poli-aromático que brinda sostén y 

protección a la madera. Está constituida por la combinación de tres monómeros 

básicos: alcohol coniferílico, alcohol sinapílico y el alcohol p-cumarílico. El alcohol 

coniferílico es el monómero principal de la lignina de las maderas blandas pero 

también está presente en las maderas duras. Presenta un grupo metoxilo en la 

posición C-3 y es el precursor de las unidades guaiacilo (Unidades G) que 

presentan un grupo Ar-OCH3. El alcohol sinapílico es el segundo monómero 

encontrado en las maderas duras junto con el alcohol coniferílico. Presenta dos 

grupos metoxilos en las posiciones C-3 y C-5; y es el precursor de las unidades 

siringilo (Unidades S) con dos grupos Ar-OCH3. Las unidades p-hidroxifenilo 

(Unidades H) no poseen grupos –OCH3 y derivan del alcohol p-cumarílico, el 

tercer monómero de importancia presente en pastos o puntos de ramificación. Los 

grupos Ar-OCH3 son importantes en la composición de la lignina porque aportan 

gran estabilidad a la molécula (Heitner et al. 2010). 

Los lignanos son metabolitos secundarios formados por dos unidades fenil 

propanoides, biosintetizadas por la vía del ácido shikímico, que otorgan resistencia 

a la madera frente a los insectos, los hongos y las bacterias. Céspedes et al. 

(2005) revelaron que los lignanos encontrados en extractos de A. araucana 

mostraron actividad antifúngica frente a hongos de pudrición blanca y 
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manchadores de la madera. Estos compuestos tienen alto poder antioxidante y de 

secuestro de radicales (Valette et al. 2017). 

El conjunto de enzimas lignocelulolíticas, y de las lacasas en particular, secretadas 

por Pleurotus ostreatus sobre este hospedante inusual resultan interesantes por 

su importante accionar degradativo sobre los componenetes de resistencia del 

árbol y por la posibilidad de su aplicación en procesos biotecnológicos. 

2.1.2 Las ligninasas fúngicas 
2.1.2.1 Lacasa 
Es una proteína multicobre que utiliza el oxígeno molecular para oxidar diferentes 

compuestos aromáticos y no aromáticos mediante una reacción catalizada por 

radicales. La lacasa y otras enzimas similares están muy distribuidas en diferentes 

organismos y presentan diversos roles biológicos, tales como la lignificación, 

delignificación, patogenicidad, detoxificación, morfogénesis y esporulación 

(Ikegaya et al. 1993, Leatham & Stahmann 1981), crecimiento y desarrollo de 

rizomorfos (Worrell et al. 1986), polimerización de precursores de la melanina 

(Dijkstra & Walker 1991) y componentes de la pared celular que brindan 

resistencia a las esporas (Eggert et al. 1995). Ha sido muy estudiada para 

procesos biotecnológicos debido al amplio espectro de sustratos que puede 

oxidar, al uso del oxígeno como aceptor final de electrones, y al no requerimiento 

de cofactores o peróxido para catalizar las reacciones. Estas características 

también brindan interés para evaluar la capacidad de la lacasa para degradar o 

transformar compuestos tóxicos en suelos con polución o aguas residuales 

(Pointing 2001, Reddy 1995). 

Yoshida (1883) encontró la lacasa por primera vez realizando observaciones en el 

látex de Rhus vercinifera Stokes (el árbol de laca japonés), el cual se endurecía 

rápidamente en presencia de aire. Años más tarde fue aislada y purificada 

(Bertrand 1894). También hacia fines del siglo XIX fue descubierta en hongos 

(Bertrand 1896) y, con el correr de los años, ha sido encontrada en la mayoría de 

basidiomicetes y ascomicetes (Baldrian 2006). Incluso se han encontrado enzimas 

multicobre con actividad fenol oxidasa en levaduras (Augustine et al. 2008, Solano 

et al. 2001, Stoj & Kosman 2003). 
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Los hongos de pudrición blanca secretan lacasas en asociación con otras enzimas 

extracelulares para degradar los complejos polímeros naturales como la lignina 

(Baldrian 2006, Thurston 1994) o los ácidos húmicos (Claus & Filip 1998). 

La capacidad degradativa fue demostrada cuando Agaricus bisporus (J.E. Lange) 

Imbach (Agaricaceae, Agaricales, Basidiomycota) fue cultivado en compost con 

paja de trigo. El nivel de los transcriptos de lacasa fue más alto en el compost 

colonizado previo a la inducción de la producción, declinando durante el período 

de formación de basidiomas y cosecha, y volviendo a aumentar durante la 

segunda oleada de la producción (Ohga et al. 1999).  

En los hongos fitopatógenos se ha observado que gracias a la acción de la lacasa 

pueden aumentar su virulencia detoxificando las fitoalexinas y los taninos de las 

plantas infectadas. Como ejemplo, Botrytis cinerea Pers. (Sclerotiniaceae, 

Helotiales, Ascomycota) afecta frutas, flores y tejidos verdes de más de 235 

especies de plantas, probablemente mediante la acción lacasa, detoxificante de 

los compuestos fenólicos (Mayer & Staples 2002). 

Los hongos de pudrición blanca poseen un poder oxidativo único que les permite 

la mineralización total de la lignina en dióxido de carbono (ten Have & Teunissen 

2001). La adición de cobre (Galhaup & Haltrich 2001, Palmieri et al. 2000), 

carbohidratos o aminoácidos (Sandhu & Arora 1985), etanol (Lomascolo et al. 

2003), o compuestos fenólicos (Fähreus & Reinhammar 1967, Sandhu & Arora 

1985) incrementan la producción de lacasa o induce la secreción de otras 

isoenzimas en el medio de cultivo. Estas presentan heterogeneidad respecto a su 

peso molecular cuando son purificadas, posiblemente debido la actividad 

proteolítica y glicosídica del ambiente (Wood 1980). 

La temperatura óptima promedio de reacción de la enzima lacasa es de 55 ºC 

(entre 25–80 ºC), aunque la termoestabilidad de las lacasas fúngicas varía 

considerablemente. El tiempo de vida medio a 50 ºC varía desde pocos minutos 

en B. cinerea a más de 3 horas en Lentinula edodes (Berk.) Pegler 

(Omphalotaceae, Agaricales, Basidiomycota) y A. bisporus, y más de 70 horas en 

diferentes especies de Trametes. La lacasa de Ganoderma lucidum es inactivada 

inmediatamente a 60 ºC, mientras que la de Melanocarpus albomyces (Cooney & 
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R. Emers.) Arx (Sordariales, Ascomycota) exhibe un tiempo de vida superior a las 

5 horas. En los últimos años se ha incrementado el reporte de enzimas con 

adaptación a bajas temperaturas, revelando que las estrategias de adaptación 

para funcionar en frío varían entre las enzimas. La alta eficiencia mostrada para la 

mayoría de las enzimas de frío está acompañada de una baja estabilidad térmica. 

Se ha postulado que existe un incremento de la flexibilidad molecular para 

compensar la reacción a baja temperatura, generando menos robustez y, por 

ende, menos resistencia a las temperaturas elevadas (Smalas et al. 2000).  

La lacasa requiere de cuatro átomos de cobre para tener funcionalidad catalítica. 

Estos se dividen en tres tipos. El Tipo 1 (T1) es un cobre azul paramagnético con 

una absorbancia máxima típica a los 610 nm. El Tipo 2 (T2) es un cobre 

paramagnético pero no azul, con máximo de absorción en el visible, mientras que 

el Tipo 3 (T3) es un diamagnético con un máximo de absorbancia a 330 nm. 

Es difícil definir a las lacasas por el sustrato que reducen debido al gran rango de 

compuestos oxidables y la variación de sustratos sobre los que pueden actuar. 

Esto es atribuido a la variación en su potencial redox. El amplio espectro de 

sustratos que degrada (que incluye orto- y para-difenoles, aminas aromáticas, 

polifenoles y metoxifenoles), las altas constantes catalíticas que posee y el uso de 

oxígeno molecular brindan posibilidades de su utilización en biorremediación 

(Chiacchierini et al. 2004), en síntesis orgánica (Riva 2006) y como biosensores 

(Yaropolov et al. 1994). 

Algunas lacasas pueden oxidar monofenoles, como el cresol, e incluso son 

capaces de oxidar el ácido ascórbico. Sin embargo, dos factores limitan su uso a 

escala industrial: por un lado el pH óptimo de acción ocurre a niveles dentro del 

rango de pH ácidos, y por otro lado la necesidad de incorporar pequeños 

mediadores para los compuestos más recalcitrantes (Camarero et al. 2005). 

Los sustratos clásicos de la lacasa incluyen varios fenoles derivados de la lignina y 

aminas aromáticas. Dos compuestos usados comúnmente para la detección de 

actividad lacasa son la siringaldazina (Harkin & Obst 1973) y el ABTS (ácido 2,2’- 

azinobis (3-etilbenzotiazol-6 sulfónico) (Johannes & Majcherczyk 2000). Ambos 

reactivos no son tóxicos y producen intensa coloración al ser oxidados, 
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permitiendo la determinación mediante métodos espectrofotométricos. Otro 

sustrato adecuado es el DMP (2,6-dimetoxifenol), que es muy útil para las 

actividades de la lacasa, aunque también es susceptible de la oxidación por 

peroxidasas.  

El pH óptimo para la oxidación del ABTS es de 4.0, mientras que para los 

compuestos fenólicos como el 2,6-DMP, guayacol o siringaldazina el valor es entre 

4.0 y 7.0.  

Según Johannes & Majcherczyk (2000) la inhibición de la lacasa puede ocurrir por 

modificación de los residuos aminoacídicos, por quelación del cobre o por cambios 

de la conformación de la enzima. Pequeños aniones que se unen en el sitio cobre 

T2 y T3 interrumpen la transferencia interna de los electrones, inhibiendo así la 

actividad de la enzima. Los compuestos cisteína, ditiotreitol, acido p-cumárico, 

ácido kójico y el ácido tioglicólico mostraron inhibición de la enzima cuando se 

utilizó ABTS (Saito et al. 2003). 

El mecanismo de reacción de la enzima se explica por la inestabilidad del radical 

libre generado inicialmente, el cual puede convertirse en una quinona en un 

segundo paso de acción enzimática (Thurston 1994). La oxidación de compuestos 

fenólicos y anilinas genera radicales que reaccionan entre sí formando dímeros, 

oligómeros o polímeros unidos covalentemente por uniones C-C, C-O y C-N. Estos 

productos del “cross-linking” están influenciados por el pH ambiental (Leonowicz et 

al. 1984). 

2.1.2.1.1 Aplicaciones de las lacasas 
Las posibles aplicaciones biotecnológicas de la lacasa varían desde las industrias 

textil, de alimentos y farmacéuticas hasta las de biorremediación, energía, 

biopulpado y bioblanqueado. 

La industria alimenticia presenta muchas veces inconvenientes con el O2, el cual 

afecta la calidad y el almacenamiento prolongado de los alimentos y bebidas, por 

esto es que la lacasa podría ser utilizada como un “secuestrador” de oxígeno 

molecular para mejorar la calidad de los alimentos. A su vez, el sabor de los 

aceites vegetales puede ser mejorado por ruptura de los oxígenos disueltos. 

Los tratamientos enzimáticos fueron propuestos para la estabilización de jugos de 
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fruta. Mientras que las enzimas pécticas se utilizan para la clarificación de jugos 

de manzana, junto con amilasas y celulasas (Demir et al. 2001). Las pectinasas se 

emplean para facilitar el prensado, la extracción del jugo y la clarificación o la 

separación del precipitado floculento (Illanes 1994). Las lacasas son utilizadas 

para mejorar o modificar el color de algunos jugos, ya que eliminan los 

compuestos fenólicos responsables del oscurecimiento y turbidez del jugo de 

frutas translúcidos. 

La estabilización es también una de las principales aplicaciones de la lacasa en la 

industria de los vinos, utilizada alternativamente como absorbentes físico-químicos 

(Minussi et al. 2002). Los mostos y los vinos contienen una mezcla de diferentes 

compuestos químicos como el etanol, ácidos orgánicos que aportan aroma, sales 

y sustancias fenólicas que aportan color y sabor. La remoción de los polifenoles 

debe ser selectiva para no alterar las características organolépticas del producto. 

Las lacasas que pueden utilizarse en estos casos deben ser estables en medio 

ácido y ser reversibles a la inhibición por sulfitos (Tannoven & Eksi 2005). Las 

lacasas pueden participar en la elaboración de vino blanco y rosado como se 

mencionó en la clarificación de jugos (del Moral et al. 2015).  

En la producción cervecera el problema persistente es la formación de turbidez 

debida a los polifenoles presentes, la cual puede ser removida por acción 

enzimática de la lacasa (Minussi et al. 2002). 

2.1.2.1.2 Lacasa en Pleurotus ostreatus 
Diferentes variantes isoenzimáticas de la lacasa han sido detectadas en Pleurotus, 

tanto en cultivos en medio líquido como en medio sólido. También se ha detectado 

una variante que se expresa exclusivamente en los basidiomas de Pleurotus 

ostreatus, nunca en la fase vegetativa cuando el micelio está activo, incluso 

cuando hay sobre-crecimiento en sustratos como la paja de trigo (Lettera et al. 

2010).  

Mansur et al. (2003) han purificado y caracterizado cuatro isoenzimas de lacasa, 

las cuales presentaron masas moleculares de entre 60-65 KDa (Lacasa 1 y 

Lacasa 2), y 80-82 KDa (Lacasa 3 y Lacasa 4). El par L1/L2 fue claramente 

detectado con guayacol, mientras que el par L3/L4 se hizo visible con ABTS.  La 
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secuenciación de los extremos N-terminal ha demostrado que presentan 

homología y la misma secuencia aminoacídica que las lacasas de otros 

microorganismos. Incluso seis isoformas de lacasa se han encontrado en medios 

de cultivo con adición de inductores, como sulfato de cobre y ácido ferúlico, 

cuando se produjo en bagazo de caña de azúcar (Karp et al. 2012). Patel et al. 

(2013) detectaron en una cepa de P. ostreatus una lacasa de 68 KDa, la cual 

presentó termotolerancia sobre los 70 ºC, y mantuvo más del 60% de actividad 

luego de ser tratada a 50 ºC. 

2.1.2.2 Peroxidasas (Manganeso y Lignina peroxidasa) en Pleurotus 
ostreatus 

La lignina peroxidasa y la manganeso peroxidasa actúan también de manera 

indirecta, pero el agente oxidante no es el oxígeno sino el peróxido de hidrógeno. 

La baja factibilidad de aplicación industrial de las peroxidasas se debe a su 

inestabilidad y a la dependencia de una fuente externa de peróxido de hidrógeno, 

lo que restringe su acción a condiciones más estrictas que la lacasa.  Algunos 

basidiomicetes como Pleurotus presentan actividad lignina peroxidasa (Fukushima 

& Kirk 1995) y manganeso peroxidasa, demostrando que diferentes enzimas 

ligninolíticas actúan de manera sinérgica para llevar adelante la biodegradación de 

la lignina. 

2.1.3 El cultivo de Pleurotus ostreatus 
Pleurotus, el hongo ostra, se encuentra naturalmente en diferentes partes del 

mundo, siendo muy apreciado en los países europeos y asiáticos por su 

comestibilidad. En las últimas décadas se ha incrementado su cultivo en varios 

países como Italia, Alemania, Holanda, Bélgica, China, Japón, Taiwán, India, 

Singapur, Tailandia, Pakistán e Indonesia. La razón más importante es su 

agradable sabor y su aporte nutricional, además de la síntesis de un complejo 

enzimático que le permite degradar la lignina, celulosa y hemicelulosa de la 

biomasa forestal y de los residuos agrícolas (Chang & Miles 2004). 

El género presenta en Argentina por lo menos seis especies comestibles que se 

encuentran naturalmente: P. albidus (Berk.) Pegler, P. cystidiosus O.K. Mill., P. 
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djamor (Rumph. ex Fr.) Boedijn, P. ostreatus (Jacq.) P. Kumm., P. pulmonarius 

(Fr.) Quél. y P. rickii Bres. (Lechner & Albertó 2011). 

Pleurotus es un organismo muy versátil, ya que es capaz de crecer en una gran 

variedad de sustratos y de condiciones ambientales, permitiendo su cultivo tanto 

en troncos como en sustratos artificiales. Si bien el cultivo en troncos es utilizado 

desde hace más de 100 años, la gran innovación fue realizada por Block et al. 

(1959) quienes utilizaron sustratos a base de virutas.  

La facilidad con la que puede producirse Pleurotus permite usar una amplia gama 

de residuos agroindustriales, como pueden ser pajas de trigo, bagazo de caña de 

azúcar, pulpa de café y/o cascarilla de girasol, entre otros; esto brinda la 

posibilidad de su cultivo en diferentes puntos o regiones, dependiendo del residuo 

zonal generado. Por esto es importante la búsqueda de nuevas cepas, 

permitiendo un estudio comparativo de sus rindes productivos, el tamaño de los 

basidiomas generados y el tiempo de producción respecto a cepas comerciales 

(Lechner & Albertó 2011). 

Pleurotus ostreatus se cultiva desde hace más de 30 años en Argentina, 

principalmente en establecimientos donde utilizan la paja de trigo, la cual es 

pasteurizada a 80 ºC como sustrato base, obteniéndose eficiencias biológicas 

entre 100 y 120% (Lechner & Albertó 2011). 

Por todo lo mencionado anteriormente se plantea que las cepas nativas de P. 

ostreatus podrían ser cultivadas en sustratos generados a partir de desechos de 

coníferas de la industria forestal regional dominada por el uso de especies del 

género Pinus. Araucaria araucana se encuentra protegida (Monumento Natural 

según Ley Nacional Nº 22351) y en estado crítico de conservación, motivo por el 

cual no hay disponibilidad de virutas o aserrines, y su utilización como recurso 

forestal es limitada. 
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2.2 OBJETIVOS 

• Evaluar la degradación de los lignanos presentes en A. araucana por P. 

ostreatus. 

• Evaluar la producción de basidiomas a partir de cepas de P. ostreatus de 

Patagonia en sustratos a base de virutas de Pinus sp. y agro-residuos 

zonales como suplemento. 

• Comparar los rendimientos productivos de P. ostreatus con otras virutas 

generadas en la región de Patagonia. 

• Evaluar la tasa de crecimiento miceliar sometido a diferentes compuestos 

volátiles presentes en las coníferas. 

• Evaluar la termoestabilidad y las isoformas de la enzima lacasa. 

• Cuantificar la actividad enzimática lacasa, manganeso peroxidasa y 

polimetilgalacturonasa. 

 

HIPÓTESIS 

• Pleurotus ostreatus crece naturalmente en bosques de Araucaria araucana 

logrando degradar las barreras físico químicas, comprendidas 

principalmente por lignanos, que presenta el árbol.  

• El conjunto de enzimas lignocelulolíticas confieren estas propiedades 

degradativas lo que permitiría el uso de residuos forestales provenientes de 

coníferas para el crecimiento y producción de este hongo comestible. 

•  Las cepas que no provienen de estos bosques generan eficiencias 

biológicas menores en sustratos a base de virutas de pino. 

• La actividad de la enzima lacasa a bajas temperaturas por parte de las 

cepas de Patagonia se mantienen luego de exposiciones a temperaturas 

elevadas. 
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2.3 METODOLOGÍA 
2.3.1 Organismos y cepas  
Pleurotus ostreatus, ARGENTINA, Neuquén, Villa Pehuenia, Paso Los Arcos, leg. 
M. Rugolo & M. Rajchenberg, 3/V/2013, CIEFAPcc 617, 621, 622, y 623; Circuito 
Pehuenia, Corporación Pulmarí, leg. M. Rugolo & M. Rajchenberg, 3/V/2013, 
CIEFAPcc 618 y 619. Sobre tronco caído de Araucaria araucana. 

Pleurotus ostreatus, Cepa comercial originaria de Italia, CIEFAPcc 129.  

Pleurotus ostreatus, ARGENTINA, Chubut, Aldea Escolar, cercanías de arroyo 

Blanco, leg. M. Rugolo, 26/VI/2013, CIEFAPcc 616. Sobre tronco muerto en píe de 

Populus sp. 

Pleurotus pulmonarius, ARGENTINA, Misiones, San Pedro, leg. E. Albertó, 

27/V/2001, BAFC 263. Sobre Araucaria angustifolia 

Pleurotus ostreatus, ARGENTINA, Buenos Aires, Zárate, leg. B. Lechner, Mayo 

2011, BAFC 4281. Sobre Populus sp. 

2.3.2 Medios de Cultivo  
Los medios de cultivo utilizados fueron descriptos en la sección 1.3.2  

2.3.3 Degradación de lignanos presentes en A. araucana  
2.3.3.1 Cultivo de P. ostreatus en A. araucana 
Se analizó el crecimiento de P. ostreatus sobre viruta de Araucaria araucana. Se 

colocaron 10 gramos de viruta de Araucaria araucana en frascos de 250 ml 

ajustando el contenido de humedad al 75%. Los frascos se esterilizaron y fueron 

inoculados con la cepa CIEFAPcc 619, seleccionada a partir de los ensayos de 

velocidad de crecimiento planteados en el Capítulo 1. Se ubicaron en una estufa a 

23 °C, donde fueron incubadas en oscuridad durante 45 días. A diferentes tiempos 

se tomaron muestras para la determinación enzimática. 

Se trabajó por triplicado y el control se realizó con viruta de Araucaria sin inocular. 

Tras la colonización completa del sustrato se procedió a la toma de muestras para 

realizar los extractos y estudios cromatográficos. 
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2.3.3.2 Toma de muestras y análisis cromatográficos 
Las muestras de viruta (colonizada y sin colonizar) se separaron manualmente y 

se extrajeron 3 veces con acetato de etilo a 30 ºC por 24 horas. El extracto se filtró 

y se concentró en rotavapor.  

El extracto total se analizó en primer instancia mediante la técnica de 

cromatografía en placa delgada TLC (Willför et al. 2006) con placas de silica gel 

Merck® y una fase móvil de etanol-diclorometano 7%. Para la detección de 

compuestos se usó una solución spray de ácido sulfúrico-etanol 5% y aplicación 

de calor (150 ºC por 2 minutos).  

Los análisis por GC-MS se realizaron con un equipo HP 5890/MS 5970 (JyW 

Scientific) con Helio como fase móvil gaseosa (1 ml / min) y con una columna 

capilar Agilent HP5-MS (30 m x 0.25 mm x 0.25 µm). La temperatura de inyección 

fue de 250 ºC y de detección de 280 ºC. El programa inició con 100 ºC durante 3 

minutos con un aumento de 10 ºC /min hasta alcanzar los 280 ºC y mantenerse 

constante durante 40 minutos. La energía de ionización usada fue de 70 eV. Se 

inyectó 1 µl de muestra.  

Los espectros de masa fueron comparados con la base de datos NIST05a (NIST 

2008, National Institute of Standards and Technology). La identificación de los 

compuestos se realizó por comparación con literatura (Yamamoto et al. 2004; 

Yamamoto et al. 2010) y con los patrones de fragmentación de los espectros de 

masa arrojados por la base de datos (NIST05a). 

2.3.4  Producción de basidiomas comestibles de P. ostreatus 
2.3.4.1 Preparación del inóculo (“semilla”)  
Las cepas CIEFAPcc 129 y CIEFAPcc 619 fueron repicadas en cajas de Petri con 

medio de Nobles y posteriormente incubadas a 23 °C hasta la completa 

colonización de la caja, con el fin de ser empleada como inóculo.  

Se prepararon frascos de vidrio de 250 ml a los cuales se les agregó granos de 

trigo candeal (hasta 2/3) previamente hervidos y 1 % CaCO3 (peso seco). El 

material fue esterilizado mediante autoclave a 1,2 atm durante 1,5 hs. Luego de 

enfriado, se inocularon bajo cámara de flujo laminar con un bloque de agar de 1 

cm2 con micelio de Pleurotus ostreatus creciendo sobre medio de Nobles. Por 
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último, se colocó en estufa de cultivo a 23 °C en oscuridad durante un lapso de 20 

días, período durante el cual los frascos fueron agitados periódicamente con el 

propósito de evitar la aglutinación provocada por el crecimiento miceliano y 

acelerar el proceso de colonización. 

2.3.4.2 Preparación del sustrato 
Los análisis nutricionales de los residuos regionales se realizaron mediante el 

envío de muestras al Laboratorio de Análisis Químicos (LANAQUI) de la Univ. 

Nac. del Sur (Bahía Blanca). Para la determinación del contenido total de 

nitrógeno se utilizó el método semi-micro Kjeldhal, empleando un destilador Bucchi 

M662. Para el carbono se empleó un analizador automático de Carbono por 

combustión seca (IR) Leco modelo CR12. El contenido de fósforo fue analizado 

utilizando un espectrómetro de emisión atómica por plasma de acoplamiento 

inductivo (ICP-OES), Shimadzu 9000 Simultáneo de Alta Resolución según norma 

EPA 200.7.  
Se analizó el crecimiento de P. ostreatus sobre viruta de pino en primer instancia 

por ser el residuo forestal de mayor disponibilidad en Patagonia y el de mayor 

interés para su aprovechamiento con diferentes porcentajes de restos de la 

producción cervecera y vitivinícola (escobajo) como suplemento. Para cada cepa 

evaluada se armaron 10 bolsas de 25 x 15 cm por cada tratamiento de sustrato, 

conteniendo 100 gramos de peso seco total. Según los tratamientos analizados, 

se utilizó la siguiente composición: i) 100 gramos de viruta únicamente, ii) 60% de 

viruta conteniendo un 40% de residuos cerveceros y iii) 60% de viruta conteniendo 

un 40% de residuos vitivinícolas. Los porcentajes utilizados fueron seleccionados 

en base a la patente CONICET AR039800 A1 (2005).  

Con el suplemento seleccionado (en base a la composición nutricional y a las EB 

obtenidas) se realizó una comparación de la producción de P. ostreatus en 

diferentes sustratos a base de viruta de álamo, viruta de lenga, viruta de pino o 

paja gramón seleccionados por su disponibilidad regional. En total se evaluaron 8 

tratamientos con la composición: i) 100 gramos de viruta o paja gramón 

únicamente y ii) 60% de viruta o paja gramón conteniendo un 40% de residuos 
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cerveceros. Para cada cepa evaluada se armaron 10 bolsas por cada tratamiento 

de sustrato de 25 x 15 cm conteniendo 100 gramos de peso seco total. 

Se ajustó el contenido de humedad del sustrato hasta el 70 % del peso seco de 

las bolsas y por fuera de cada una se colocó un cilindro de PVC de 4 cm de 

diámetro y 3 cm de largo, con el objeto de sostener un tapón de algodón. El 

material fue esterilizado en autoclave a 1,2 atm durante 1,5 hs. 

2.3.4.3 Siembra  
Luego de enfriadas las bolsas con el sustrato se las colocó sobre una balanza 

ubicada bajo flujo laminar, se retiraron los tapones de algodón y se inocularon con 

5 % (peso húmedo) de “semilla”. Se volvió a colocar el cilindro con el tapón de 

algodón en una posición más baja que la original (con el fin de evitar la 

contaminación) dejando un espacio entre éste y el sustrato. Se mezcló el inóculo 

con el sustrato.  

2.3.4.4 Incubación e inducción de la producción de basidiomas  
Las bolsas inoculadas fueron ubicadas en una estufa a 23 °C, donde fueron 

incubadas en oscuridad durante 30 días.  

Tras la colonización completa del sustrato, se trasladaron las bolsas a una cámara 

de cultivo en la cual fueron sometidas a fotoperíodo (12/12 hs), riego y a una 

temperatura de 18 °C, con el objetivo de inducir la producción de basidiomas 

(modificado de Albertó 2008).  

Se dejaron las bolsas en la cámara de cultivo durante aproximadamente 80 días. 

2.3.4.5 Cosecha  
A medida que se fueron produciendo los basidiomas se cosecharon en estado de 

madurez (previo a la esporulación) cortando manualmente los pies de los mismos 

al ras de la base.  

2.3.4.6 Determinación del tamaño de los basidiomas y de la eficiencia 
biológica porcentual (EB %)  
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Para evaluar la calidad de la producción se midieron los siguientes parámetros: 

peso fresco de los basidiomas, largo y ancho del píleo, y longitud y diámetro del 

estípite. Dichos parámetros fueron tomados de muestras de cada oleada 

cosechada para los casos en los que había varios basidiomas por ramillete, o del 

total de los basidiomas en el caso que la cantidad por oleada no superara los 10 

ejemplares.  

La EB se calculó como: EB (%) = (PFH/PSS) x 100 

donde EB = eficiencia biológica; PFH = peso fresco de hongos cosechados, y PSS 

= peso seco del sustrato.  

2.3.4.7 Determinación del contenido de fibras y extractivos 
La determinación de fibras (lignina, celulosa y hemicelulosa) y extractivos se llevó 

a cabo con la técnica de Van Soest (van Soest 1963) en el sustrato colonizado y 

en el control (sin colonización fúngica).  

2.3.5 Ensayos de crecimiento y de actividad lacasa en sustratos con 
compuestos volátiles 
Se prepararon medios de cultivo líquido con extracto de malta por triplicado con el 

agregado de diferentes compuestos volátiles, los cuales están presentes en las 

resinas: limoneno, 4-carvomentenol, citronelol, δ-3-careno, ρ-cimen-8-ol; con el 

objetivo de analizar el crecimiento y la inducción o inhibición enzimática lacasa por 

parte de los compuestos aromáticos presentes en Pinus sp. y comparar con la 

producción de P. ostreatus en el sustrato a base de viruta de pino. Se realizaron 

cultivos con adición de cobre 0,1 mM como control positivo por actuar como un ion 

metálico inductor de la enzima lacasa (Modificado de Kuhar & Papinutti 2014).  

Se cosechó el sobrenadante a diferentes tiempos (15, 36 y 42 días) con el fin de 

medir la actividad de la enzima lacasa. La biomasa fúngica fue cosechada y 

pesada. Por otro lado se realizaron cultivos en placas de Petri, en los cuales se 

registró el diámetro de la colonia durante 10 días. 

Las cuantificaciones enzimáticas se realizaron utilizando DMP (2,6-dimetoxifenol) 

como sustrato, midiendo espectrofotométricamente a 469 nm (Paszczynski & 

Crawford 1991). 
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2.3.6 Ensayos de actividad lacasa con diferentes cepas de Pleurotus 
Se prepararon medios de cultivo líquido con extracto de malta por triplicado para 

13 cepas del género. Luego de 30 días se extrajo el remanente líquido, con los 

cuales se realizaron 3 ensayos de:  

a) Medición de la actividad enzimática lacasa a 30 °C. 

b) Tratamiento térmico por 20 min a 80 °C y posterior medición enzimática lacasa 

a 30 °C.  

c) Medición de la actividad enzimática lacasa en frio (a 10 °C). 

Las cuantificaciones enzimáticas se realizaron utilizando DMP (2,6-dimetoxifenol) 

como sustrato, midiendo espectrofotométricamente a 469nm (Paszczynski & 

Crawford, 1991). 

2.3.7 Perfiles isoenzimáticos de lacasa en geles 
Se determinaron las variantes electroforéticas de la lacasa producida en medio 

líquido siguiendo la metodología de Cleveland et al. (1977) y Manchenko (2002). 

Se preparó cada sobrenadante en volumen que contuviera 1 mUE lacasa, con el 

buffer de muestra Tris-glicerol sembrando un volumen final de 20 µl/pocillo en gel 

de poliacrilamida al 9% colocado en una cuba vertical DCX-700 (C.B.S. Scientific 

Company, Inc) con el buffer de corrida Tris-glicina. El tiempo de corrida fue de tres 

horas a 150 V o 50 mA. El análisis se llevó a cabo por duplicado. 

Luego de la electroforesis, los geles se fijaron por inmersión en solución 

metanol:ácido acético glacial:agua destilada (4:1:5) durante cinco minutos. El 

revelado se llevó a cabo sumergiendo cada gel en dos sustratos para lacasa 

diferente (ABTS y DMP) a fin de detectar posibles diferencias entre los potenciales 

redox de las isoenzimas por revelado diferencial entre los sustratos. Se utilizaron 

DMP y ABTS 10 mM en buffer acetato, pH 6, acetona 10% (Chefetz et al. 1998). 

En cada corrida se incluyó el marcador de peso molecular PageRulerTM Plus 

Prestained Protein Ladder (Fermentas, York, UK).  

Se elaboró una curva de calibración graficando los pesos moleculares de las 

bandas del marcador de peso molecular en función de la distancia de corrida y se 

estimaron los pesos de las bandas de lacasa reveladas, reemplazando en la 

función obtenida por regresión lineal. 
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2.3.8 Ensayos de producción de pectinasas y ligninasas para su utilización 
en la industria juguera 

Las cepas CIEFAPcc 616, 618 y 619 de Pleurotus ostreatus y una cepa de 

Morchella sp. (control positivo) fueron cultivadas durante 30 días en erlenmeyers 

con medio líquido GPY (4 gr glucosa, 2 gr peptona y 1 gr levadura cada 100 ml de 

agua destilada), y GPY modificado, reemplazando la glucosa por pectina para 

inducir la producción pectinolítica. Se pesó la biomasa fúngica y se cosechó el 

sobrenadante para cuantificar la actividad de enzimas pectinolíticas y ligninolíticas. 

La selección de Morchella como control positivo para la producción de enzimas 

pectinolíticas se realizó por lo evidenciado por Papinutti & Lechner (2008) quienes 

demostraron una actividad polimetil galacturonasa de 1500 UE/gps. 

Por otro lado, con los sobrenadantes, se evaluó la capacidad de extracción de 

jugo de peras trituradas.  

Las cuantificaciones enzimáticas se realizaron utilizando DMP como sustrato, 

midiendo espectrofotométricamente la absorbancia a 469 nm para la lacasa 

(Paszczynski & Crawford 1991), y pectina cítrica como sustrato, a 540 nm, para la 

polimetilgalacturonasa. 

2.3.9 Análisis estadístico 
Se utilizó el test de Tukey para detectar diferencias significativas sobre el ANOVA 

realizado entre los sustratos usados para el cultivo de P. ostreatus. Cuando los 

supuestos de normalidad (Shapiro Wilks) u homocedasticidad (Levene) no se 

cumplieron se realizó un análisis no paramétrico con la prueba de Kruskal Wallis. 
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2.4 RESULTADOS 
2.4.1 Análisis de los lignanos de A. araucana por técnicas cromatográficas 

En las placas TLC se revelaron diferentes bandas (Fig. 26): En lo que respecta a 

la muestra de madera sana (no atacada por Pleurotus ostreatus) se detectaron 4 

bandas bien definidas correspondientes a los lignanos: Eudesmin (Rf = 0,90), 

Pinoresinol monometil éter (Rf = 0,85), Lariciresinol (Rf = 0,55) y 

Secoisolariciresinol (Rf = 0,44). Se registraron dos bandas con valores Rf de 0,63 

y 0,37 que no se pudieron identificar pero que corresponderían a derivados de 

Lariciresinol (con pesos moleculares de 374 y 360, respectivamente). El mismo 

patrón pero con bandas tenuemente marcadas se observó en las muestras de 

madera infectada con Pleurotus ostreatus 619. 

 
Figura 26. Análisis de TLC mostrando diferentes bandas de los compuestos solubles en 

acetato de etilo en las muestras de madera de Araucaria atacada por Pleurotus ostreatus 

(A) y madera sana (B). Las referencias corresponden a: Eudesmin (Eu), Pinoresinol 

monometil éter (Pi), Secoisolariciresinol (Se), Lariciresinol (La), y derivados del 

lariciresinol (L1 y L2). 
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El cromatograma del GC-MS del extracto total de madera de A. araucana se 

muestra en la Fig. 27, mientras que el cromatograma del extracto de madera 

atacada por P. ostreatus 619 se muestra en la Fig. 28.  

 

 
Figura 27. Cromatograma del GC-MS del extracto total de madera sana de A. araucana. 

 

 
Figura 28. Cromatograma del GC-MS del extracto total de madera  de A. araucana 

colonizada por P. ostreatus 619. 
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Los análisis de la madera de A. araucana revelaron la presencia de 6 lignanos que 

incluyen los del tipo dibenzilbutanediol: Secoisolariciresinol y Secoisolariciresinol-

4-metil éter-9´-acetato; los del tipo tetrahidrofuranos: Lariciresinol y Shonanin; y los 

del tipo furofuranos: Pinoresinol monometil éter y Eudesmin. No se registraron 

ciclolignanos ni norlignanos. Se detectó también Alcohol (E)-Coniferílico, el 

principal precursor de la lignina en maderas blandas. 

Las muestras de madera infectada presentaron principalmente Eudesmin y 

Secoisolariciresinol-4-metil éter-9´-acetato, compuestos que resultaron menos 

reactivos y más recalcitrantes respecto a los otros lignanos. 

Los lignanos y el resto de los compuestos detectados se muestran en la Tabla IV 

para la muestra de madera sana y en la Tabla V para la muestra atacada por P. 

ostreatus con su composición, peso molecular, tiempo de retención y abundancia 

relativa. Las estructuras químicas de cada compuesto se muestran en la Fig. 29. 
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Tabla IV. Lignanos y derivados detectados en madera sana de A. araucana. 

 Compuesto Composición Peso 
Molecular 

Tiempo 

de 

retención 
(min) 

% 

Is Isovainillina C8H8O3 152 8,32 1,34% 

Sh Shonanin C20H24O5 344 22,92 1,95% 

Se4 Secoisolariciresinol-4-

metil éter-9´-acetato 

C23H30O7 418 24,21 25,83% 

Se Secoisolariciresinol C20H26O6 362 26,92 13,01% 

Pi Pinoresinol monometil 

éter 

C21H24O6 372 27,17 5,72% 

Eu Eudesmin C22H26O6 386 27,43 28,00% 

La Lariciresinol C20H24O6 360 27,91 21,51% 

 No identificado    2,60% 

 Total    100% 
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Tabla V. Lignanos y derivados detectados en madera de A. araucana atacada por 

P. ostreatus 619. 

 Compuesto Composición Peso 
Molecular 

Tiempo de 

retención 
(min) 

% 

Is Isovainillina C8H8O3 152 8,30 26,62% 

Co Alcohol (E)-Coniferílico C10H12O3 180 11,81 3,66% 

Sh Shonanin C20H24O5 344 22,94 1,67% 

Se4 Secoisolariciresinol-4-

metil éter-9´-acetate 

C23H30O7 418 24,18 1,61% 

Eu Eudesmin C22H26O6 386 27,43 19,41% 

 No identificado    47,03% 

 Total    100% 
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Figura 29. Lignanos y otros compuestos fenólicos obtenidos de A. araucana. Se4: 

Secoisolariciresinol-4-metil éter-9’-acetato, Se: Secoisolariciresinol, Eu: Eudesmin, Pi: 

Pinoresinol monometil éter, La: Lariciresinol, Sh: Shonanin, Co: alcohol (E)-Coniferílico Is: 

Isovainillina. 

La actividad lacasa y Mn-P se cuantificó en tres tiempos de cultivo (Tabla VI). El 

máximo de actividad lacasa se obtuvo a los 25 días de cultivo con un valor de 

0,111 UE/gps mientras que el máximo de Mn-P se obtuvo al día 60 de cultivo con 

un valor de 0,220 UE/gps. 

 

 

 

 



	
   91	
  

Tabla VI. Actividad Lacasa y Mn-P  de P. ostreatus 

619 creciendo en A. araucana 

Tiempo de 

cultivo 

Actividad enzimática UE/gps 

Lacasa Mn-P 

25 días  0,111 ± 0,067 0,030 ± 0,087 

35 días  0,070 ± 0,031 0,042 ± 0,019 

60 días 0,069 ± 0,016 0,220 ± 0,110 

 

2.4.2 Ensayos de crecimiento y de actividad lacasa en sustratos con 
compuestos volátiles 
Tanto la biomasa fúngica (cultivo líquido) y el diámetro de la colonia (medio 

agarizado) resultaron afectados negativamente por la adición de volátiles de 

resinas. El tratamiento con cobre en la concentración evaluada no mostró 

diferencias en el  crecimiento respecto al control (MEA); sin embargo, fue menor 

en los tratamientos con limoneno y δ-3-careno; y prácticamente nulo con 4-

carvomentenol, citronelol, y ρ-cimen-8-ol (Fig. 30). Por otro lado, la actividad 

ligninolítica lacasa fue inhibida en todos los tratamientos, salvo en el control 

(0,0032 ± 0,0014 UE/ml) y en el medio inducido con cobre (0,0126 ± 0,0051 

UE/ml). 
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Figura 30. Crecimiento del micelio de P. ostreatus en medio agarizado (A) y en medio 

líquido (B) con adición de cobre y diferentes compuestos volátiles. 
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2.4.3  Producción de basidiomas de P. ostreatus 
Los residuos principales con mayor disponibilidad en la Patagonia andina (virutas 

de álamo, de lenga y de pino; paja, cebada malteada y escobajo de vid) mostraron 

valores diferentes respecto a C, N y P,  a considerar para la formulación de 

sustratos para el cultivo de P. ostreatus (Tabla VII). Los valores del salvado de 

trigo, suplemento de uso común, se muestran para hacer una comparación. 

Conociendo la composición de cada sustrato o de cada suplemento se puede 

reemplazar por otro en la proporción adecuada.  

 

Tabla VII. Composición nutricional (C, N y P) de diferentes residuos regionales  
Muestra Carbono (%) Nitrógeno (%) Fósforo (mg/kg) 

Viruta de álamo 45,60 0,138 176 

Viruta de lenga 47,53 0,131 88 

Viruta de pino 47,40 0,264 68 

Paja 43,98 0,208 170 

Cebada Malteada 46,46 2,898 5190 

Escobajo de vid 45,90 0,618 856 

Salvado de trigo 

(control extra regional) 
42,90 2,702 5892 

 

Los valores de estos nutrientes muestran una similitud entre el residuo de la 

producción cervecera regional (cebada malteada) con el salvado de trigo 

industrial, posicionando este residuo como una alternativa económica para la 

formulación de sustratos.   
El tratamiento 60% viruta de pino + 40% de malta cervecera resultó el de mayor 

rinde productivo con una EB promedio de 18,9 %, respecto a los tratamientos de 

60% viruta de pino + 40% escobajo de vid (con una EB de 8,98%) y 80% viruta de 

pino + 20% escobajo de vid (con una EB de 6,16%) (Fig. 31). 
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Figura 31. Producción (EB) de P. ostreatus en pino suplementado con escobajo de vid y 

malta cervecera. Diferentes letras indican diferencias significativas p<0,05. 

La producción de la enzima lacasa también fue superior en esta combinación 

respecto a las suplementadas con escobajo (Tabla VIII), indicando mayor actividad 

metabólica del hongo que se relaciona con la producción obtenida. En base a 

estos resultados se seleccionó a la malta cervecera como suplemento para 

desarrollar nuevas formulaciones y combinaciones de sustratos. 

Tabla VIII. Actividad enzimática lacasa en sustratos a base de viruta de pino con escobajo 
o malta como suplemento 

 Actividad lacasa (UE/gps) 

Tiempo 
80% Pino +  

20% Escobajo 

60% Pino + 

40%Escobajo 

60% Pino +  

40% Malta 

Post incubación 0,265 ± 0,066 0,195 ± 0,074 0,457 ± 0,135 

Post oleada de producción - - 0,287 ± 0,020 

Final ND ND 2,617 ± 0,274 

La cepa comercial CIEFAPcc 129 ensayada resultó ser significativamente más 

productiva que la nativa CIEFAPcc 619 cuando se utilizó álamo, paja gramón y 

lenga como sustrato, alcanzando EB superiores al 80% con álamo y con paja 

80
%

 P
ino + 

20
%

 E
sc

obajo

60
%

 P
ino +

40
%

 E
sc

obajo

60
%

 P
ino +

40
%

 M
alt

a

0

20

40

60

80

100

E
fic

ie
nc

ia
 B

io
ló

gi
ca

 (%
)

6,16 8,98
18,9

A A
B



	
   95	
  

gramón, y EB cercanas al 40% con lenga, mientras que la cepa nativa produjo EB 

próximas al 40% en álamo y en paja gramón y cercanas al 15% en lenga. Sin 

embargo, en el tratamiento con pino como sustrato base, la cepa que presentó 

mayor producción fue la 619, con una EB próxima al 25% (Fig. 32). No se 

encontraron diferencias significativas entre las dimensiones de los basidiomas en 

las diferentes condiciones. A pesar de las bajas EBs obtenidas con la cepa nativa 

respecto a un cultivo con fines productivos comerciales, representa un avance 

para la utilización de residuos como las virutas y aserrines de Pinus spp., ya que 

en dicho sustrato se comportó con mayor producción que el tratamiento con la 

cepa comercial. Los diferentes estadios de la producción se observan en la Fig. 

33.  

 
Figura 32. Producción (EB) de P. ostreatus en diferentes virutas regionales. Las 

diferentes letras mayúsculas indican diferencias significativas entre los sustratos usados 

con la cepa 619 p<0,05. Las diferentes letras minúsculas indican diferencias significativas 

entre los sustratos usados con la cepa 129 p<0,05. Los asteriscos indican diferencias 

significativas entre las cepas (129 y 619) para cada sustrato p<0,05.  
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Figura 33. Desarrollo de basidiomas de P. ostreatus. A. 2 días, B. 3 días, C. 6 días, D. 10 

días. 

El contenido proporcional de hemicelulosa, de celulosa y de lignina fue menor 

luego de la degradación por parte de ambas cepas en el cultivo de álamo; 

mientras que en lenga y pino la degradación fue mayor sobre la lignina. En paja 

gramón la degradación ocurrió principalmente sobre la celulosa. En todos los 

sustratos aumenta el porcentaje de extractivos luego de la degradación fúngica 

(Fig. 34). 
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Figura 34. Contenido proporcional de extractivos, hemicelulosa, celulosa y lignina de 

diferentes sustratos después del cultivo de dos cepas de P. ostreatus. El control es el 

sustrato sin colonización fúngica. 

2.4.4 Ensayos de actividad lacasa con diferentes cepas de Pleurotus 
Las cepas provenientes de Neuquén presentaron los mayores valores de UE de 

lacasa, siendo la cepa 617 la de mayor actividad enzimática (Fig. 35). Las cepas 

618 y 288 resultaron ser las de mayor retención de actividad enzimática en frío (10 

°C) con 85,32% y 93,15% respectivamente (Fig. 36), en comparación con a la 

actividad a 30 °C. Por otro lado, la cepa 618 fue la que mayor estabilidad térmica 

presentó luego del tratamiento a 80 °C (Fig. 37). 
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Figura 35. Actividad enzimática lacasa a 30 °C. Los diferentes números corresponden a 

las diferentes cepas de P. ostreatus utilizadas. Los colores indican el origen geográfico de 

cada cepa. 

	
    
Figura 36. Actividad enzimática lacasa a 10 °C. Los diferentes números corresponden a 

las diferentes cepas de P. ostreatus utilizadas. Los colores indican el origen geográfico de 

cada cepa. 
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 Figura 37. Actividad enzimática lacasa a 30 °C luego de tratamiento térmico a 80 ºC. Los 

diferentes números corresponden a las diferentes cepas de P. ostreatus utilizadas. Los 
colores indican el origen geográfico de cada cepa. 

2.4.5 Perfiles isoenzimáticos de la lacasa en geles 
En todas las calles se sembró la misma cantidad de unidades enzimáticas sobre la 

base de conocer previamente la actividad lacasa (UE/ml), cuantificada 

espectrofotométricamente en cada sobrenadante, y sembrando con micropipeta el 

volumen necesario. Esto se hizo a fin de comparar qué bandas predominan en 

cada sobrenadante, por lo que la intensidad de las manchas no representa la 

actividad en el sobrenadante.  

Cuando se utilizó ABTS como sustrato revelador se observaron dos variables 

isoenzimáticas en todas las cepas, salvo en la CIEFAPcc 615 (Neuquén) y la 

BAFC 4281 (Buenos Aires). La banda de 35-41 KDa estuvo presente en todas las 

cepas, mientras que la correspondiente a la variable isoenzimática más pesada 

presentó diferencias entre cepas, registrando un valor de 92 KDa para la cepa 

CIEFAPcc 104 y BAFC 263, de 75 KDa para la CIEFAPcc 618 y de 82-85 KDa 

para las cepas CIEFAPcc 287, 616, 617 y 619 (Fig. 38). 

Cuando se reveló con 2,6-DMP se observó lo mismo para la variable más liviana, 

pero nuevamente se registraron diferencias en la banda de mayor peso molecular. 

Esta no fue detectada en las cepas CIEFAPcc 287, 615, 617, BAFC 263 y 4281. 

La cepa CIEFAPcc 104 presentó la banda de 92 KDa ya observada con ABTS. En 

las cepas CIEFAPcc 616, 618 y 619 se detectó una banda de 82 KDa (Fig. 39). 
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Figura 38. Perfiles isoenzimáticos de lacasa utilizando ABTS como sustrato revelador. 
Los números corresponden a las diferentes cepas usadas: 1. CIEFAPcc 104, 2. 
CIEFAPcc 287, 3. CIEFAPcc 617, 4. CIEFAPcc 618, 5. CIEFAPcc 619, 6. CIEFAPcc 615, 
7. CIEFAPcc 616, 8. BAFC 263 y 9. BAFC 4281. MM corresponde al marcador de peso 
molecular. 

 
Figura 39. Perfiles isoenzimáticos de lacasa utilizando 2,6-DMP como sustrato revelador. 
Los números corresponden a las diferentes cepas usadas: 1. CIEFAPcc 104, 2. 
CIEFAPcc 287, 3. CIEFAPcc 617, 4. CIEFAPcc 618, 5. CIEFAPcc 619, 6. CIEFAPcc 615, 
7. CIEFAPcc 616, 8. BAFC 263 y 9. BAFC 4281. MM corresponde al marcador de peso 
molecular. 
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Las expresiones de los pesos moleculares interpoladas de los marcadores 

utilizados sólo tienen valor comparativo, ya que se utilizaron geles nativos para la 

detección isoenzimática (no hubo desnaturalización). 

2.4.6 Ensayos de producción de pectinasas y ligninasas para su utilización 
en la industria juguera 
Las diferentes actividades enzimáticas evaluadas (lacasa, manganeso peroxidasa 

y polimetilgalacturonasa) de los sobrenadantes de cultivos líquidos de hongos 

comestibles mostraron mayores valores de lacasa (Fig. 40) y Mn-P (Fig. 41) en las 

cepas de Pleurotus ostreatus (616, 618 y 619, seleccionadas de la actividad en 

placa de Petri con medio agarizado), pero mayor actividad PMG (Fig. 42) en la 

cepa de Morchella. 

 
Figura 40. Actividad enzimática Lacasa en medio líquido GPY con glucosa o pectina. 
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Figura 41. Actividad enzimática Mn-P. 

 
Figura 42. Actividad enzimática PMG. 

Estas enzimas pueden ser aplicadas en diferentes etapas de la producción de 

jugos de fruta, ya que son capaces de clarificar y mejorar la calidad óptica, 

disminuir la viscosidad, bajar la turbidez y aumentar el volumen de extracción de 

jugo.  
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2.5 DISCUSIÓN  
Pleurotus ostreatus causa un patrón de pudrición blanca en el sustrato debido a su 

capacidad de degradar lignina y celulosa, lo cual muestra una clara relación con 

las actividades enzimáticas cuantificadas de Mn-P y lacasa en este trabajo. 

Gracias a sus altos potenciales redox e inespecificidad, estas enzimas pueden 

oxidar eficientemente los componentes de las paredes celulares de la planta 

(Shah & Nerud 2002). 

El estudio de la degradación de lignanos que genera P. ostreatus sobre A. 

araucana permite comprender cómo atraviesa las barreras defensivas de esa 

especie, para la cual existen muy pocos hongos degradadores reportados. 

También seria interesante comprender el rol patogénico que podría estar 

ocasionando en los árboles vivos y si este ataque ocurre a nivel de la albura o del 

duramen de Araucaria. Para comprender cabalmente el rol específico que cumple 

cada lignano en la defensa contra la degradación se deberán realizar ensayos con 

moléculas puras o mezclas de compuestos para determinar su efecto particular o 

la existencia de interacciones sinérgicas. Ya se conoce la capacidad quelante y de 

reducción de especies reactivas de oxígeno por parte de los lignanos, que inhiben 

el accionar enzimático u oxidativo de organismos degradadores de la madera 

(Donoso-Fierro et al. 2009). 

Los lignanos de A. araucana detectados en nuestro trabajo también fueron 

reportados para A. angustifolia (Yamamoto et al. 2004). Las uniones más 

abundantes entre lignanos son las del tipo β-O-4, seguidas de las uniones que 

involucran el C-5 (pueden darse con la posición Cβ-, C5-, u O4-). Las uniones β-

O-4 resultan ser las más lábiles, mientras que las C-5 junto con las uniones β-β y 

las β-1 son las más resistentes. Estás uniones C-C son, por lo tanto, menos 

reactivas que las uniones éter C-O (Adler 1977). La presencia de eudesmin y 

secoisolariciresinol-4-metil éter-9´acetato en la madera atacada por P. ostreatus 

podría estar relacionada con la ausencia de grupos hidroxilos y la predominancia 

de uniones β-β y α-O-γ, que los hace más recalcitrantes. Así, estos grupos Ar-

OCH3 le conceden estabilidad a la molécula y la protegen del ataque fúngico. 

Estos lignanos fueron solo levemente afectados por la cepa de P. ostreatus 
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ensayada. El eudesmin ha sido reportado por su actividad antifúngica contra 

fitopatógenos como Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc. 

(Glomerellaceae, Glomerellales, Ascomycota), Phomopsis obscurans (Ellis & 

Everh.) B. Sutton (Diaporthaceae, Diaporthales, Ascomycota) y Fusarium 

oxysporum Schltdl. (Nectriaceae, Hypocreales, Ascomycota) en concentraciones 

entre 50 y 150 µM (Cantrell et al. 2005). 

Martínez et al. (2005) evaluaron por GC-MS la degradación de la madera dura de 

un árbol como Eucalyptus globulus por el hongo pudridor blanco Ceriporiopsis 

subvermispora (Pilát) Gilb. & Ryvarden (Phanerochaetaceae, Polyporales, 

Basidiomycota). Sus resultados mostraron la disminución relativa de la lignina y el 

aumento de los carbohidratos, pero no la degradación total de los compuestos 

derivados de la lignina. Estos resultados coinciden con los nuestros sobre la 

presencia y durabilidad de determinados compuestos con mayor recalcitrancia y 

dificultad de degradación.  

El aumento de isovainillina, presente en los extractos de la madera atacada, indica 

un incremento en la degradación de lignina ya que este compuesto es parte de la 

ruta metabólica del ácido ρ-cumárico, precursor en la formación de la lignina. Esto 

estaría relacionado con las actividades ligninolíticas lacasa y manganeso 

peroxidasa reportadas a los 25, 35 y 60 días de cultivo sobre A. araucana. 

A pesar de las bajas EBs obtenidas en los sustratos de pino, se demostró que las 

cepas nativas presentan una adaptación a los sustratos resinosos porque presentó 

mejor comportamiento respecto a la cepa comercial usada como control.  

Los compuestos de la fracción aromática podrían ser los responsables de la 

disminución del crecimiento del hongo en sustratos de coníferas y de la baja 

producción y eficiencia biológica obtenida en formulaciones con sustratos a base 

de estos residuos. Justamente, los cultivos en medio líquido presentaron una 

disminución en el crecimiento cuando fueron expuestos a diferentes compuestos 

aromáticos presentes en las coníferas. Esto coincidió con los ensayos de López et 

al. (2013) quienes mostraron que el crecimiento de los hongos lignívoros 

Amylostereum areolatum (Chaillet ex Fr.) Boidin (Amylostereaceae, Russulales, 

Basidiomycota) y A. chailletii (Pers.) Boidin (Amylostereaceae, Russulales, 
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Basidiomycota) fue afectado negativamente en presencia de los aceites 

esenciales de Pinus ponderosa y Pseudotsuga menziesii. Para el caso de A. 

areolatum este tuvo un retraso en su crecimiento del 86,52 % y 85,28 %, 

respectivamente y A. chailletii tuvo un retraso del 97,1 % y 92,36 %, 

respectivamente. Sin embargo, en el cultivo control con cobre la producción de 

lacasa se vio inducida, siendo esta inducción por iones metálicos ya demostrada 

en numerosos trabajos sobre este y otros géneros (Palmieri et al. 2000, Koroljova-

Skorobogatko et al. 1998, Lorenzo et al. 2006, Schilling et al. 1992).  

Las variantes isoenzimáticas encontradas en las diferentes cepas resultaron ser 

una o dos, dependiendo del sustrato revelador utilizado. La banda más liviana de 

ambas cepas se encuentra entre los 35 y 41 KDa y la más pesada entre los 75 y 

95 KDa, con ligeras diferencias entre las dos cepas evaluadas. El patrón de varias 

bandas de lacasa en geles de poliacrilamida fue observado en la mayoría de los 

hongos de pudrición blanca y, además, se pudo observar que no sólo son 

diferentes en cuanto a su migración electroforética, sino que en muchos casos 

difieren en sus características físico-químicas (Giardina et al. 2010, Levin et al. 

2005). Las diferentes isoformas encontradas pueden deberse a varios genes de la 

lacasa (Chen et al. 2004a) y a patrones de glicosilación diferencial, en los cuales 

un glucano (arabinosa, xilosa, manosa, galactosa o glucosa) se une a través de un 

nitrógeno al polipéptido. Esta glicosilación protege de la degradación proteolítica. 

Si bien la mayoría de los hongos de pudrición blanca presentan al menos dos 

isoenzimas de lacasa (Baldrian 2006), en el caso de P. ostreatus se han detectado 

hasta ocho isoenzimas diferentes, algunas de las cuales solo se detectan cuando 

al cultivo se le adiciona cobre (Palmieri et al. 2000; Garavaglia et al. 2004). La 

presencia de múltiples genes de lacasa permite la producción de distintas 

isoenzimas (Chen et al. 2003, Chen et al. 2004a, Chen et al. 2004b); sin embargo, 

las diferentes bandas observadas en un gel pueden ser producto de la 

degradación proteolítica o de proteínas parcialmente deglicosiladas pero que aún 

conservan actividad (Fukushima & Kirk 1995, Bulter et al. 2003). Los valores de 

los pesos moleculares entre 75 y 92 kDa de la isoforma de la enzima lacasa de 

mayor peso molecular obtenida en esta tesis para las cepas patagónicas de P. 
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ostreatus coinciden con los reportes de Muñoz et al. (1997) para P. eryngii, 

productor de dos isoenzimas de lacasa, con pesos moleculares de 65 y 61 kDa; y 

los reportes de Mansur et al. (2003) con variables isoenzimáticas de lacasa para 

P. ostreatus, con valores entre 60 y 65 kDa; y entre 80-82 kDa. En nuestro caso,  

además de la isoforma coincidente con los reportes previos, registramos una 

isoforma de bajo peso molecular entre 35 y 41 kDa.  

Los ensayos de termoestabilidad de la lacasa mostraron una retención de 

actividad a 10 ºC superior al 80%. Smalas et al. (2000) propusieron que la alta 

eficiencia enzimática a bajas temperaturas generalmente está acompañada de 

una estabilidad térmica reducida porque hay un aumento de la flexibilidad 

molecular del sitio activo de la enzima. Sin embargo, en el sistema utilizado se 

observó que no disminuye la estabilidad térmica cuando aumenta la actividad 

enzimática lacasa a baja temperatura (10 °C). Es decir, que se podría utilizar el 

sobrenadante enzimático en procesos a bajas temperaturas sin sufrir pérdidas de 

actividad por exposición a temperaturas elevadas. 

Los valores de actividad de las lacasas de las cepas nativas utilizadas resultaron 

bajos en rendimiento o eficiencia, comparadas con cepas industriales. Por esto las 

cepas silvestres resultaron inadecuadas para una aplicación comercial, siendo la 

opción biotecnológica más usada en la actualidad la que consiste en la expresión 

de los genes de la enzima en algún microorganismo compatible, como ha ocurrido 

con expresiones en las levaduras Saccharomyces cerevisiae 

(Saccharomycetaceae, Saccharomycetales, Ascomycota), Pichia pastoris 

(Guillierm.) Phaff (Pichiaceae, Saccharomycetales, Ascomycota), Pichia 

methanolica Makig. (Pichiaceae, Saccharomycetales, Ascomycota), 

Kluyveromyces lactis (Krassiln.) Van der Walt (Saccharomycetaceae, 

Saccharomycetales, Ascomycota), Yarrowia lipolytica (Wick., Kurtzman & Herman) 

Van der Walt & Arx (Dipodascaceae, Saccharomycetales, Ascomycota) y hongos 

filamentosos como Trichoderma reesei E.G. Simmons (Hypocreaceae, 

Hypocreales, Ascomycota), Aspergillus oryzae (Ahlb.) Cohn (Trichocomaceae, 

Eurotiales, Ascomycota), Aspergillus niger Tiegh. (Trichocomaceae, Eurotiales, 

Ascomycota), Aspergillus nidulans (Eidam) G. Winter (Trichocomaceae, Eurotiales, 
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Ascomycota), Coriolus versicolor (L.) Quél. (Polyporaceae, Polyporus, 

Basidiomycota) y Coprinopsis cinerea (Schaeff.) Redhead, Vilgalys & Moncalvo 

(Psathyrellaceae, Agaricales, Basidiomycota) (Zhou et al. 2007). Esta expresión 

permite aumentar la actividad y el stock enzimático, disminuyendo también el 

costo de las mismas. 

Los cultivos con adición de pectina favorecieron la producción de pectinasas 

respecto de los que tenían glucosa. Las pectinasas contribuyen a inestabilizar las 

paredes celulares en la etapa de exprimido de las frutas aumentando el 

rendimiento de este proceso; también contribuyen a bajar la viscosidad del 

producto resultante disminuyendo las presiones de filtrado y permitiendo la 

decantación de los sólidos remanentes (Demir et al. 2001). Las enzimas 

ligninolíticas como la lacasa y la Mn-P contribuyen con la degradación de los 

fenoles, resultando en la clarificación del jugo y su brillantez (Rodríguez-Couto & 

Toca-Herrera 2006). Los mayores productores de ligninasas fueron las cepas de 

Pleurotus ostreatus, mientras que la mayor actividad pectinolítica 

(polimetilgalacturonasa) se observó en el aislamiento de Morchella sp. cuando se 

la indujo con pectina, resultando en 300 UE/L. 

Respecto a la parte productiva, el estudio de la temperatura óptima de crecimiento 

de los micelios es importante ya que con dicho conocimiento se pueden manejar y 

acelerar los tiempos de incubación. Cuando se utilizaron sustratos suplementados 

la colonización fue mayor y más intensa. La formación de los primordios ocurrió 

luego de 5-7 días de la inducción en los sustratos con suplemento, en los cuales el 

micelio fue más vigoroso.  

En lo que respecta al sustrato, en general, las virutas de sauce o las pajas de trigo 

son los mejores sustratos para el cultivo de Pleurotus (Lechner & Albertó 2011). 

Los residuos de la producción cervecera resultaron suplementos adecuados para 

el cultivo, y se podría reemplazar fácilmente por el tradicional salvado de trigo, ya 

que además de los rindes obtenidos con este suplemento en el análisis del 

contenido de nutrientes, la cebada malteada presentó 2,89% de nitrógeno contra 

2,70% del salvado de trigo y 5190 contra 5892 mg/kg de fósforo, mientras que las 

virutas de álamo y pajas de gramón utilizadas resultaron ser la mejor opción para 
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la producción de Pleurotus ostreatus. Cuando se utilizó Pinus, las EB alcanzadas 

por la cepa nativa fueron 30% mayores que la cepa comercial utilizada, tal como 

se esperaba. Si bien estas EBs fueron menores al 50%, el uso de los aserrines y 

virutas de la madera más utilizada en Patagonia, con una alta actividad forestal, 

permitiría generar alimento de alto valor a partir de residuos de alta disponibilidad. 

Lo observado permite plantear nuevos ensayos con algún aditivo adicional para 

poner a punto el sustrato y obtener mayores rindes, o bien buscando cruzamientos 

promisorios para aprovechar la capacidad de crecimiento en sustratos resinosos, y 

mayor producción a bajas temperaturas de las cepas locales.  

Los análisis de fibra revelaron que las cepas difieren en su accionar degradativo 

dependiendo del sustrato de cultivo. Comparando con el sustrato control en álamo 

disminuye la fracción de celulosa cuando actúa la cepa CIEFAPcc 129 y 

disminuye la fracción de lignina en el caso de la cepa CIEFAPcc 619. El 

comportamiento de ambas cepas en paja gramón mostró una notoria disminución 

en el contenido de celulosa, y un aumento proporcional de la lignina. Cuando el 

sustrato usado fue lenga o pino ambas cepas degradaron principalmente la 

lignina, disminuyendo la fracción de esta respecto de la celulosa o la hemicelulosa. 

La fracción de los extractivos aumentó en todos los casos. El accionar diferencial 

según el sustrato usado también fue reportado por Postemsky et al. (2017) con G. 

lucidum cultivado en paja de trigo y cáscaras de semilla de girasol. 
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CAPÍTULO III 

POLISACÁRIDOS, METABOLITOS Y CULTIVO DE 

 GRIFOLA GARGAL Y GRIFOLA SORDULENTA  
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3.1 INTRODUCCIÓN 

3.1.1 El cultivo tradicional de Grifola frondosa o “Maitake” 
El cultivo artificial de especies de Grifola está representado principalmente por el 

de G. frondosa (n.v. Maitake), especie distribuida en el Hemisferio Norte. Grifola 

frondosa es un basidiomicete causante de pudrición blanca perteneciente a la 

familia Polyporaceae, orden Polyporales (Lee et al. 2003, Justo et al. 2017). Su 

basidioma comestible tiene en promedio 86% de humedad. Del 14% de materia 

seca, aproximadamente el 59% son carbohidratos totales, 21% de proteína cruda, 

10 % de fibra cruda, 3% de grasa cruda y 7% de cenizas (Mau et al. 2001a). 

Además, el basidioma contiene vitaminas y minerales (Stamets 2000), dentro de 

los que se incluyen por cada 100 g de hongo seco: vitamina B1 (1,5 mg), vitamina 

B2 (1,6 mg), niacina (54 mg), vitamina C (63 mg), vitamina D (410 IU), magnesio 

(67 mg), hierro (0,5 mg), calcio (11 mg) y fósforo (425 mg) (Lee et al. 2003; Chang 

& Miles 2004). Grifola frondosa ha llamado la atención científica por sus 

compuestos activos, principalmente glucanos, los cuales han sido aislados y 

caracterizados in vivo e in vitro (Boh & Berovic 2007). 

Los basidiomas de G. frondosa se desarrollan en estado natural sobre maderas 

duras no aromáticas como Fagus crenata, Quercus serrata y Q. crispula; 

esporádicamente en maderas semiduras, como pinos y castaños (Zhou & Wasser 

2004). 

El cultivo de G. frondosa comenzó en Japón en la década de los 80 y, 

posteriormente, en China y los Estados Unidos. En la medicina china tradicional se 

lo usa para mejorar las enfermedades del bazo y del estómago, tranquilizar los 

nervios y tratar las hemorroides (Sullivan et al. 2006). En el noreste de Japón, los 

hongos Maitake crecen silvestres en los bosques y por cientos de años la tradición 

herbolaria japonesa hizo uso de este hongo como un tónico y adaptógeno. Este 

último término, según los herboristas, define a las sustancias que aumentan la 

resistencia del cuerpo al estrés, el trauma y la ansiedad por su habilidad de 

balancear el sistema endócrino hormonal y el inmune, ayudando al cuerpo a 

mantener una homeostasis óptima, dando como resultado un mayor bienestar, 

vitalidad, fuerza y vigor (Curvetto 2009). Allí se han establecido 3 métodos de 
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cultivo, usando como sustrato virutas de árboles caducifolios suplementadas con 

15 % de salvado de arroz y 5 % de salvado de trigo (Mayuzumi & Mizuno 1997):  

1. “Bottle culture”: Es un método utilizable todo el año con mínimos 

requerimientos. Sin embargo, el tamaño de los basidiomas obtenidos son 

pequeños debido al tamaño de las botellas empleadas (800-1000ml). 

2. “Bag culture”: Es el más utilizado; como sustrato se mezclan virutas con arroz y 

salvado de trigo. Este mix se embolsa y se moldea en forma de cubo sobre la 

cama de cultivo. 

3. “Outdoor culture bed”: Es el primer método bajo condiciones ambientales 

naturales usado en Japón. Requiere 6 meses desde la inoculación hasta la 

formación de basidiomas.  	
  

Más recientemente se han desarrollado métodos de cultivo sobre sustratos 

artificiales a base de aserrín de madera o viruta de madera proveniente de 

residuos de aserríos (preferiblemente de maderas duras no aromáticas), 

suplementados con cascarillas, salvados o tortas de cereales, entre los que se 

destacan el maíz, trigo y arroz.  

Según Montoya et al. (2007), las condiciones generales para el  cultivo de G. 

frondosa son:  

- Fase vegetativa: Luego de la inoculación, el micelio invade el sustrato en 

condiciones fijas de temperatura, humedad relativa, concentración de CO2 y en 

penumbra (50 lux o menos). Finalizada la invasión, el micelio blanco empieza a 

engrosar y a formar un micelio denso desigual que se pigmenta de color café 

naranja. Esta etapa tiene un tiempo de duración de 75 días. 

- Formación de primordios: Ocurre el cambio de fase vegetativa, que consiste en 

un shock térmico de 10 °C durante 24 horas, shock de luz de aproximadamente 

50-150 luxes al sustrato una vez presentes las características mencionadas en 

fase vegetativa, aumento en la humedad relativa (hasta 80%) y aumento en la 

concentración de O2, con el fin de inducir la formación de basidiomas. Esta etapa 

tiene un tiempo aproximado de 7-10 días. Durante la fase de formación ocurren 

variaciones de forma y tamaño del basidioma, pasando por subetapas donde el 

mismo se aprecia de diferentes formas y colores, pasando de una forma similar a 
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un cerebro de color negro-grisáceo, a una de coliflor de color gris oscuro hasta 

obtener la forma propiamente dicha del hongo, similar a un coral grisáceo-pardo. 

Cuando está joven es de color gris pardo oscuro haciéndose más claro con el 

tiempo hasta tornarse gris claro.  

- Producción: Esta fase es la reproductiva propiamente dicha; requiere un manejo 

adecuado de las condiciones ambientales, como humedad relativa, concentración 

de CO2, relevos de aire y cantidad de luz. Se reportan dos cosechas en un tiempo 

aproximado de 25 a 32 días. 

3.1.2 Las grifolas de Patagonia: Grifola gargal y Grifola sordulenta 
Recientemente se han desarrollado avances en el cultivo y domesticación de las 

especies sudamericanas G. gargal y G. sordulenta (Postemsky et al. 2006), y se 

desarrolló un protocolo de producción con sustratos de Japón para G. gargal 

(Harada et al. 2015). 

Los antecedentes del cultivo y comercialización de G. gargal surgen del proyecto 

Fondo de Innovación Agrícola (FIA, Chile) del año 2008 denominado “Desarrollo 

del cultivo del hongo silvestre gargal, Grifola gargal, y sus alternativas de 

procesamiento comercial” en asociación con la Universidad de Concepción, 

Facultad de Ingeniería Agrícola, Chile. De dichos estudios se relevó que este 

hongo se consume preferentemente cocido y se comercializa en estado fresco y 

en pequeñas cantidades durante el invierno, en ferias libres entre las regiones del 

Biobío y de Aysén. Su producción proviene sólo de la recolección, ya que no se 

cultiva comercialmente.  

En sustrato a base de viruta de coihue (Nothofagus dombeyi) se obtuvieron 

basidiomas con un promedio de 105 días entre el término de la colonización 

vegetativa y la producción, mientras que en los sustratos generados a partir de 

otros Nothofagus, como raulí y roble pellín, el tiempo de generación de basidiomas 

fue de 120 días. En el sustrato a base de viruta de eucalipto se demoró 240 días 

(FIA 2008).  

La producción fue errática y la forma de los basidiomas fue distinta a la que se 

observa en los crecimientos naturales, ya que se desarrollaron con estípites 

proporcionalmente grandes, píleos aguzados, deformes y en general pequeños.  
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Las eficiencias biológicas fueron bajas; alrededor de un 10% en los sustratos a 

base de roble y coihue, y del 7% cuando se cultivó en eucaliptus. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, el cultivo artificial del “gargal” para 

consumo en fresco no resultaría un negocio rentable ni atractivo, debido a la baja 

productividad que se obtuvo en condiciones artificiales y a los altos requerimientos 

de temperatura y humedad. 

Sin embargo, G. gargal posee un potencial interesante como antioxidante natural 

(Bruijn et al. 2009; Postemsky & Curvetto 2014; Postemsky & Curvetto 2015a; 

Toledo et al. 2016), por lo que podría utilizarse en la industria alimentaria o con 

fines medicinales, donde la forma y el peso de los basidiomas deja de ser 

importante y el agregado de valor puede absorber o solventar la inversión y los 

mayores costos de producción con relación a los hongos silvestres. En este 

sentido, el enfoque debiera abocarse a este hongo como alimento funcional.  

Recientemente, Harada et al. (2015) desarrollaron un sustrato para el cultivo de G. 

gargal con mezcla de maderas duras, principalmente a base de Quercus serrata y 

Cryptomeria japonica (n.v. sugi). Las 13 cepas ensayadas, recolectadas en el sur 

de Chile, desarrollaron basidiomas grandes, aunque los colores y las 

características morfológicas fueron diferentes en cada cepa. Considerando las 

eficiencias biológicas, el período de cultivo y las formas de los basidiomas, se 

pudo establecer el cultivo comercial a costos razonables. La cepa más productiva 

demoró 105 días en desarrollar basidiomas luego de la incubación con rindes 

promedio del 55%. Las mayores EBs fueron obtenidas cuando se utilizó madera 

de Nothofagus o cuando la mezcla contuvo “sugi” (madera dura:sugi, 4:1 v/v). 

3.1.3 Actividad medicinal de Grifola 
El descubrimiento de las propiedades medicinales de Grifola gargal han ido en 

aumento en los últimos años. Postemsky et al. (2011) evaluaron la capacidad 

antimutagénica potencial de la especie a partir de basidiomas y micelio. Los 

compuestos del extracto del “gargal” disminuyeron la mortalidad inducida por un 

promutágeno como el DMBA (7,12-dimetilbenzo(α)antraceno) en larvas de D. 

melanogaster.  
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Wu et al. (2011) demostraron que de 3 nuevos esteroles (Gargalol A, B y C) y de 

otros 4 componentes no identificados aislados de G. gargal, cinco presentan 

actividad supresora de la formación de osteoclastos sin generar toxicidad. Harada 

et al. (2015) mostraron que también puede suprimir o prevenir la progresión de la 

ateroesclerosis, ya que la inducción de esta en ratones deficientes en lipoproteína 

ApoE, con posterior inyección intraperitoneal de un extracto de G. gargal, 

disminuyó la formación de ateromas en la zona toráxica y abdominal de la aorta, el 

porcentaje de granulocitos periféricos y la concentración de la proteína MCP-

1/CCL2 en sangre (proteína relacionada a alteraciones cardiovasculares). 

Zhou & Wasser (2004) aislaron y purificaron más de 20 polisacáridos 

antitumorales de G. frondosa. Varios glucanos han sido patentados en Japón 

como sustancias antitumorales, anticancerígenas, y como agentes 

inmunoestimuladores. Estos últimos incluyen GF-1, Grifolan-N y Grifolan NMF-5N.  

Los glucanos producidos por G. frondosa, además de ser anticancerígenos e 

inmunomoduladores, ejercen otros efectos terapéuticos: actúan sobre la 

hiperplasia prostática benigna, sobre el desarrollo de la artritis y sobre el 

metabolismo lipídico, además son antibacterianos, antivirales, antidiabéticos, 

antihipertensivos, antioxidantes, y se usan también con fines cosméticos (Boh & 

Berovic 2007).  

Los polisacáridos están cobrando cada vez más importancia por su efecto 

immunomodulador no específico. Los llamados “modificadores de la respuesta 

biológica” pueden ser potentes agentes antivirales y antitumorales que no matan 

directamente los virus o las células cancerosas, sino que estimulan la habilidad del 

cuerpo de dirigir las defensas celulares; es decir, potenciando la respuesta de una 

propiedad que generalmente falta en las drogas anticancerígenas convencionales 

y que los investigadores japoneses de cáncer han denominado “los mecanismos 

de defensa intrínsecos del hospedador”. Las defensas principales que se pueden 

inmunoestimular en los macrófagos radican en la secreción de citocinas como la 

interleucina 6 (IL-6) o el factor α de necrosis tumoral (TNF-α) y en la producción de 

óxido nítrico (NO) y especies reactivas de oxigeno (ROS) como mediadores de la 

inflamación (Abdala Díaz et al. 2010). Los ensayos in vitro se basan en la 



	
   115	
  

cuantificación de estos compuestos y en la corroboración de la ausencia de efecto 

citotóxico sobre la línea de macrófagos por parte del polisacárido o metabolito de 

interés. 

Los polisacáridos del “Maitake”, de los que se han informado poseer acción 

antitumoral e inmunomoduladora (Wasser 2002) son: β-1,6 glucano, β-1,3 

glucano, manoxiloglucano, xiloglucano y manogalactofucano.  

Otras aplicaciones de las propiedades nutricionales y medicinales han llegado 

incluso a la industria alimenticia para peces. A partir de una dieta para estadios 

juveniles de trucha arcoíris (Oncorhynchus mykiss) suplementada con porciones 

de basidiomas de G. gargal Pascual et al. (2017) evaluaron, con resultados 

positivos, el aumento del crecimiento, del contenído lipídico y de la retención de 

nutrientes en los peces. 

Los sustratos biotransformados son una fuente interesante de compuestos 

generados por la interacción del hongo y el sustrato en el que crece. Postemsky & 

Curvetto (2014) utilizaron moliendas de granos y cáscaras de semilla de girasol 

colonizados por G. gargal y G. sordulenta para evaluar el efecto antioxidante, sin 

embargo, no existen antecedentes sobre el efecto antiproliferativo y citotóxico a 

partir de metabolitos extraídos de cultivos fúngicos creciendo en sustratos a base 

de diferentes maderas. 

3.1.4 Aromática fúngica  
Las preferencias de los consumidores por aditivos de origen natural ha generado 

una continua búsqueda de sustancias aromáticas. Los hongos presentan un 

amplio espectro de compuestos volátiles entre los que se pueden mencionar las 

moléculas alifáticas, como el 1-octen-3-ol, formado por la ruptura enzimática del 

ácido linoleico y que brinda el peculiar aroma agradable de los hongos, y el 1-

octen-3-ona, presente en el perfume que liberan los hongos cuando se cocinan. 

También poseen otros compuestos aromáticos como vainillina, benzaldehído, 

fenilacetaldehído, 1-feniletanona, y metil benzoato, o los terpenoides como 

citronelol y linalol (Lomascolo et al. 1999). En Agaricus bisporus, los compuestos 

mayoritarios en estado fresco son la 3-octona, el 3-octanol, el 1-octen-3-ol, el 
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benzaldehído, el octanol y el 2-octen- 1-ol; luego de la cocción se suma el 1-octen-

3-ona.  

En Lentinula edodes aparece la lentionina (compuesto cíclico sulfurado) luego del 

secado, mientras que en Pleurotus ostreatus, los sesquiterpenoides (citronelol, 

linalol, geraniol, entre otros) son las sustancias principales relacionadas con el olor 

(Jong & Birmingham 1993). Los principales compuestos volátiles en basidiomas 

frescos de Flammulina velutipes (Curtis) Singer (Physalacriaceae, Agaricales, 

Basidiomycota) son las cetonas (3-octanona), los alcoholes (3-octanol y 1-

hexanol) y los aldehídos (benzeneacetaldehído) (Yang et al. 2016).  

Kleofas et al. (2014) realizaron la comparación del perfil aromático de Agrocybe 

aegerita (V. Brig.) Singer (Strophariaceae, Agaricales, Basidiomycota) cultivada en 

paja de trigo y en paja de trigo con té negro. Los compuestos determinados en 

ambos extractos no mostraron diferencias. Estos fueron los típicos 1-octen- 3-ol, 

1-octen-3-ona, 2-feniletanol (que presenta un suave aroma símil a rosas); hexano 

y 3-octanona (que recuerdan a pasto recién cortado); ácido acético (que presenta 

olor a vinagre), benzaldehído (olor a almendras) y 2-octen- 1-ol (aroma rancio). 

Grifola gargal se caracteriza por presentar un agradable aroma a almendras 

cuando se encuentra en estado fresco, fácilmente de distinguir cuando se lo busca 

y encuentra en el bosque. 
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3.2 OBJETIVOS 

• Evaluar el crecimiento de Grifola gargal y Grifola sordulenta en sustratos a 

base de virutas de Nothofagus, salicáceas y Pinus sp. y seleccionar el 

mejor para la producción. 

• Determinar los metabolitos secundarios generados en el cultivo fúngico de 

G. gargal y G. sordulenta sobre las diferentes virutas utilizadas. 

• Investigar el perfil de los diferentes compuestos volátiles producidos por 

Grifola gargal. 

• Obtener polisacáridos hidrosolubles a partir de los cultivos de G. gargal y G. 

sordulenta sobre las diferentes virutas utilizadas. 

• Evaluar la capacidad inmunomoduladora de los polisacáridos obtenidos del 

cultivo de G. gargal y G. sordulenta sobre las diferentes virutas utilizadas. 

 

HIPÓTESIS 

• Las virutas regionales son adecuadas para la producción de basidiomas de 

G. gargal y G. sordulenta. 

• Los sustratos biotransformados son fuente de polisacáridos con actividad 

inmunomoduladora positiva. 

• Las cepas de G. gargal y G.sordulenta generan distintos metabolitos 

secundarios dependiendo del sustrato lignocelulósico en el cual crecen. 
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3.3 METODOLOGÍA  

3.3.1 Organismo  
Grifola gargal, Argentina, Neuquén, P. N. Lanín, Seccional Quillén, Lago Quillén, 
leg. M. Rugolo & M. Rajchenberg 3/V/2013. CIEFAPcc 536. Sobre tronco en pie de 
N. obliqua. 

Grifola sordulenta, Argentina, Neuquén, P. N. Nahuel Huapi, Arroyo Los Cántaros, 
leg. M. Rajchenberg, 8/V/1999. CIEFAPcc 280. Sobre tronco en descomposición 
de N. dombeyii. 

3.3.2 Medios de Cultivo  
Los medios de cultivo utilizados fueron descriptos en la sección 1.3.2  

3.3.3 Búsqueda del sustrato base para el cultivo 
3.3.3.1 Test en tubos de Duncan 
Se realizó un ensayo del crecimiento lineal de los aislamientos seleccionados en 

base a la velocidad de crecimiento en placa y a la producción enzimática. Estos 

fueron cultivados por quintuplicado en tubos de vidrio tipo Duncan, de 25 x 200 

mm abiertos en ambos extremos (tubos de corrida), conteniendo 5 sustratos 

diferentes: Viruta de álamo, sauce, lenga, roble pellín y pino al 100 % ajustando al 

65 % la humedad. 

3.3.3.2 Preparación del inóculo (“semilla”)  
La cepa de G. gargal CIEFAPcc 536 y de G. sordulenta CIEFAPcc 280, fueron 

repicadas en cajas de Petri con medio de Nobles y posteriormente incubadas a 23 

°C hasta la completa colonización de la caja, con el fin de ser empleada como 

inóculo. 

Se prepararon frascos de vidrio de 500 ml a los cuales se les agregó granos de 

trigo candeal (hasta 2/3) previamente hervidos, y 1 % CaCO3 (peso seco). El 

material fue esterilizado mediante autoclave a 1,2 atm durante 1,5 hs. Luego de 

enfriado, se inocularon bajo cámara de flujo laminar con un bloque de agar de 1 

cm2 con micelio de Grifola. Por último, se colocó en estufa de cultivo a 23 °C en 

oscuridad por un lapso de 40 días, período durante el cual los frascos fueron 
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agitados periódicamente con el propósito de evitar la aglutinación provocada por el 

crecimiento miceliano y acelerar el proceso de colonización. 

3.3.3.3 Preparación del sustrato en bolsas de polipropileno 
Se analizó el crecimiento de G. gargal y G. sordulenta sobre viruta de sauce, lenga 

y pino. Para cada cepa evaluada se armaron 6 bolsas de 25 x 15 cm por cada 

tratamiento de sustrato conteniendo 100 gramos de sustrato seco. Se ajustó el 

contenido de humedad del sustrato hasta el 70 % del peso seco de las bolsas y 

por fuera de cada una se colocó un cilindro de PVC de 4 cm de diámetro y 3 cm 

de largo, con el objetivo de sostener un tapón de algodón. El material fue 

esterilizado en autoclave a 1,2 atm durante 1,5 hs. 

3.3.3.4 Siembra e incubación 
Luego de enfriadas las bolsas con el sustrato fueron colocadas sobre una balanza 

ubicada bajo flujo laminar, se retiraron los tapones de algodón y se inocularon con 

10 % (peso húmedo) de “semilla” colonizada ya sea con G. gargal o G. sordulenta. 

Se volvió a colocar el cilindro con el tapón de algodón en una posición más baja 

que la original con el fin de evitar la contaminación, siempre dejando un espacio 

entre éste y el sustrato. Se mezcló el inóculo con el sustrato mediante agitación 

manual de las bolsas. Las bolsas inoculadas fueron ubicadas en una estufa a 23 

°C, donde fueron incubadas en oscuridad durante 90 días, período en el cual se 

obtuvo la completa colonización. 

3.3.3.5 Cultivo 
El cultivo de G. gargal y G. sordulenta se realizó sobre viruta de lenga (60%), 

seleccionada a partir de los test de Duncan y los resultados histoquímicos 

(Capítulo 1) y restos de cebada cervecera (40%), suplemento seleccionado en 

base a los aportes nutricionales mencionados en la sección 2.4.3. Para cada cepa 

evaluada se armaron 6 bolsas de 25 x 15 cm por cada tratamiento de sustrato. Se 

ajustó el contenido de humedad del sustrato hasta el 70 % del peso seco de las 

bolsas y por fuera de cada una se colocó un cilindro de PVC de 4 cm de diámetro 

y 3 cm de largo, con el objetivo de sostener un tapón de algodón. El material fue 

esterilizado en autoclave a 1,2 atm durante 1,5 hs. La incubación se realizó 
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durante 90-120 días en oscuridad a 20ºC y luego se indujo la producción de 

primordios y desarrollo de basidiomas bajando la temperatura a 15ºC, con 

fotoperíodo de 12/12 y con humedad del 80-90%.  

3.3.3.6 Cosecha  
A medida que se fueron produciendo los basidiomas se cosecharon en estado de 

madurez (previo a la esporada) cortando manualmente los pies de los mismos al 

ras de la base. Estos se deshidrataron para el análisis posterior de los ácidos 

grasos y esteroles por cromatografía gaseosa acoplada a espectrómetro de masas 

(GC-MS). 

3.3.3.7 Toma de muestras  
Antes y luego de la completa colonización del sustrato se tomaron muestras (Fig. 

43) con espátula metálica consistentes en 100 gramos del material (mezcla de 

sustrato y micelio fúngico) con el fin de analizar los ácidos grasos, esteroles y 

terpenos presentes por cromatografía. Por otro lado se analizó el contenido de los 

compuestos extraíbles, de lignina y de carbohidratos para evaluar el nivel de la 

degradación obtenida.  

Se tomaron 50 gramos de cada sustrato completamente colonizado para realizar 

la extracción y cuantificación de los polisacáridos utilizados en los ensayos de 

inmunomodulación. 
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Figura 43. Extracción de las muestras A. Sustrato completamente colonizado, B. Uso de 

la espátula, C. Material colocado en Erlenmeyer para su pesaje. 

3.3.4 Polisacáridos e inmunomodulación 
3.3.4.1 Extracción y cuantificación de polisacáridos  
Se colocaron las muestras de 50 gramos del sustrato (lenga, sauce o pino) 

colonizado durante 120 días por G. gargal 536 y G. sordulenta 280 en erlenmeyes 

y se las saturó con 250 ml de agua destilada. Se realizó la extracción durante una 

hora a 90 ºC. Se filtró el material y se almacenó para extraer con hidróxido de 

sodio la fracción álcali solubles. Al sobrenadante recuperado de la fracción acuosa 

se le agregó etanol en una proporción 3:1 para que precipiten los polisacáridos 

hidrosolubles. El precipitado se lavó 3-5 veces hasta obtener una muestra limpia, 

sin coloración, y se centrifugó a 10000 rpm durante 20 minutos. Se retiró el 

solvente y el precipitado se re-disolvió en agua destilada para la purificación en 

membrana de diálisis (10000-16000 kD) con agitación constante durante 18 horas. 
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Finalmente el contenido se liofilizó para su posterior análisis. El protocolo fue 

modificado de Abdala Díaz et al. (2010). 

La cuantificación de polisacáridos se realizó por el método del Fenol-Sulfuro como 

se explicó en la sección 1.3.4. 

3.3.4.2 Medición del contenido de especies reactivas de oxígeno (ROS), 
óxido nítrico (NO) y de la proliferación de macrófagos 
Se utilizó la línea celular J774A.1 de macrófagos de ratón, la cual se cultivó en 

medio de cultivo DMEM (Medio Eagle Modificado de Dulbecco) consistente en 10 

% de suero fetal bovino (FBS), 1 % de glutamina, 1 % de penicilina/estreptomicina 

y 0,1 % fungisona. 
Cada extracto de polisacáridos hidrosolubles se resuspendió en 200 µl de 

dimetilsulfóxido (DMSO) con 300 µl de DMEM en ultrasonido durante una hora. 

Los polisacáridos que se solubilizaron fueron los de la cepa de G. gargal 536 en 

sauce y lenga, y los de la cepa G. sordulenta 280 en sauce. Se descartaron del 

ensayo los polisacáridos de la cepa 280 en lenga y pino, y los de la cepa 536 en 

pino porque no se solubilizaron en el solvente utilizado. 

La línea de macrófagos J774A.1 se incubó con diferentes concentraciones de los 

polisacáridos hidrosolubles (50 y 100 µg.ml−1) durante 48 h a 37 ºC. Se utilizó LPS 

(Lipopolisacárido) y PMA (Forbol-12-miristato acetato) como controles positivos a 

una concentración de 1 µg. ml−1. 

Los ensayos de proliferación celular se desarrollaron a partir de los cultivos de la 

línea de macrófagos J774A.1 incubados con los polisacáridos hidrosolubles luego 

de las 48 horas mediante el ensayo del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-

difeniltetrazol (MTT) (5 mg/ml) (Ver Capítulo 4). Este fue incubado por un tiempo 

de 45 minutos, luego del cual se retiró el sobrenadante y se añadió DMSO para 

solubilizar las sales de formazán generadas por la oxidación del MTT. La 

absorbancia se leyó a una longitud de onda de 570 nm. 

Transcurridas las 48 horas de crecimiento celular, se retiró el sobrenadante de 

cada pocillo y se incubó a las células J774A.1 de macrófago de ratón por un 

tiempo de 30 minutos a 37 ºC con 100µl de la sonda 2,7-diclorofluoresceina 

diacetato (DCF-DA) (100 µM en buffer Krebs-Ringer-Hepes (KRH)), que se oxida 
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en presencia de especies reactivas de oxígeno (ROS) y que permite cuantificar el 

contenido de H2O2 celular, y con la sonda 4-amino-5-metilamino-2,7-

difluorofluoresceina (DAF-FM) diacetato (10 µM en KRH) por un tiempo de 45 

minutos a 37 ºC para la cuantificación del contenido de óxido nítrico (NO). Luego 

de eso se realizó un lavado con KRH y se midió la señal de fluorescencia a 485 y 

495 nm respectivamente. 

3.3.4.3 Análisis estadístico 
Todos los resultados fueron graficados como promedio ± error estándar y 

expresados como porcentaje con respecto al control sin tratamiento. El análisis 

estadístico fue realizado mediante ANOVA de una vía. Se consideraron resultados 

estadísticamente significativos *p < 0,05 respecto al control. Se realizaron con el 

software GraphPad Prism (USA). 

3.3.5 Cromatografía 
Se colocó el material en un Erlenmeyer con metanol (10 ml por gramo de muestra) 

en oscuridad a 25 ºC durante 48 horas, luego del cual se filtró con papel de filtro 

Whatman Nº 4. El residuo se re-extrajo dos veces más y el volumen total se 

concentró en rotavapor a 120 rpm a 35°C (Modificado de Mau et al. 2001b). 

3.3.5.1 Cromatografía en placa delgada (TLC)  
El extracto crudo total se utilizó con la técnica de cromatografía de placa delgada, 

para la cual  se utilizaron placas de sílica gel (Merck) con solución hexano:acetato 

de etilo (80:20) como eluyente. Para la detección de los compuestos se usó una 

solución spray de ácido sulfúrico-etanol al 5%, sometiendo luego la placa a 150 ºC 

durante 2 minutos. 

3.3.5.2 Perfiles de extractos metanólicos por cromatografía gaseosa 
acoplada a espectrómetro de masas (GC-MS) 
El aceite del extracto crudo total concentrado se preservó a 4 °C en un vial con 

acetato de etilo para el análisis vía GC-MS. 

La identificación de los compuestos se realizó por comparación con los espectros 

de masas y por interpretación de los patrones de fragmentación con la base de 
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datos NIST05a (NIST 2008, National Institute of Standards and Technology). La 

abundancia relativa se calculó por el área bajo la curva de cada señal (“pics”) en la 

corrida total del cromatograma. 

3.3.6 Determinación del contenido de lignina y de carbohidratos 
Cada muestra deshidratada fue pesada y luego extraída con hexano en columna 

soxhlet durante 6 ciclos de reflujo para obtener el porcentaje de extractivos. Para 

esto se colocó  el material de interés en cartuchos de papel filtro completamente 

cerrados y se dispusieron en el compartimiento de muestra del dispositivo soxhlet. 

El extracto se recogió en un balón de vidrio y el remanente se deshidrató y 

posteriormente pesó. Mediante las técnicas de TAPPI T-222 om-02 (Technical 

Association for the Pulp and Paper Industries 2002) por gravimetría y 

espectrofotometría UV se determinó el contenido de la lignina soluble, la lignina 

insoluble y el contenido de lignina total. Los carbohidratos en la muestra de 

madera fueron determinados por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 

con columna ácida. 

3.3.7 Composición de los compuestos aromáticos  
Se preparó un cultivo líquido con extracto de malta, el cual fue inoculado con G. 

gargal con el objetivo de extraer los componentes volátiles del micelio (Muestreo 

de la fase vapor en equilibrio con el material fúngico) mediante la técnica de HSA 

(Static Headspace Analysis, modificado de Restek Corporation 2000). El material 

fue colocado en un recipiente de vidrio  de 20 ml herméticamente cerrado, provisto 

de una tapa con diafragma de silicona que permitía la introducción de la aguja de 

una jeringa para gases y mantenido a 120 °C (baño térmico) durante 1 h. Al cabo 

de este tiempo se procedió a extraer la muestra de vapores para su análisis por 

cromatografía gaseosa utilizando un equipo GC-MS HP 5890/MS 5970 (JyW 

Scientific) acoplado al sistema.  
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3.4 RESULTADOS 

3.4.1 Test en tubos de Duncan 
Los tests en tubos de Duncan permitieron establecer que la tasa de crecimiento en 

sustrato de roble pellín fue mayor en los dos aislamientos ensayados, aunque la 

diferencia no fue significativa respecto a lenga, sauce, álamo o pino (Figs. 44 y 

45). De las 5 virutas ensayadas, el crecimiento de G. gargal fue más vigoroso y 

con presencia de micelio más denso en los sustratos a base de Nothofagus (roble 

pellín y lenga) que en los sustratos a base de álamo y sauce, donde el micelio fue 

más tenue y de aspecto débil. Con estos datos (respaldado por lo evidenciado en 

la sección 1.4.3) es razonable postular que los sustratos a base de roble pellín o 

lenga serían más indicados para el crecimiento de especies del género Grifola que 

los sustratos formulados a base de pino, álamo o sauce.  

 

	
  	
     
Figura 44. Curvas de crecimiento de G. gargal en diferentes sutratos. 
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Figura 45. Curvas de crecimiento de G. sordulenta en diferentes sustratos. 

Los valores de las tasas de crecimiento de cada cepa en los diferentes sustratos 

ensayados se presentan en la Tabla IX. 

Tabla IX. Tasas de crecimiento lineal promedio (N=4) de Grifola gargal 536 y G. sordulenta 280 

expresada en cm/día, con sus desvíos estándar respectivos. NC= No creció 

Cepa 
Sustrato 

Roble Lenga Álamo Sauce Pino 

536 0,2050 ± 0,0098 0,1532 ± 0,0083 0,1907 ± 0,0089 0,2063 ± 0,0058 0,1802 ± 0,0035 

280 0,1638 ± 0,011 0,1433 ± 0,011 0,1555 ± 0,018 0,1470 ± 0,0081 NC 

3.4.2 Cultivo de G. gargal y G. sordulenta 
Las condiciones de inducción para la producción de basidiomas se realizaron 

luego de los 90 días de incubación del sustrato, momento de colonización 

completa. Ambas cepas de Grifola se comportaron de manera similar, creciendo 

vigorosamente en el sustrato evaluado (viruta de lenga 60 % y malta cervecera 40 
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%, con un contenido de humedad del 75 %). Las condiciones de iluminación se 

realizaron con luz ambiente en baja intensidad y conservando la humedad en 70-

80 %. La temperatura osciló entre 13-17 ºC. Las diferentes etapas en el desarrollo 

de los basidiomas se muestran en las Figs 46 y 47 para la cepa 536 de G. gargal 

ya que en el caso del cultivo de G. sordulenta el desarrollo de los primordios no 

prosperó. Los basidiomas cosechados pesaron entre 12-25 gramos en estado 

fresco (EBs entre 12 y 25 %), obteniéndose una única oleada de producción 

consistente con un único basidioma por bolsa de cultivo, bien desarrollado 

morfológicamente, pero de menor tamaño al encontrado en la naturaleza. 

Las bolsas de G. sordulenta produjeron primordios pero nunca terminaron de 

desarrollarse completamente. Luego de 20-30 días de la formación de los mismos 

los cultivos se contaminaron con mohos del medio ambiente.  
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Figura 46. Estadios en el desarrollo de basidiomas de G. gargal A. Primordio estado 

“cerebroide”, B. Primer semana post primordio, estado “coliflor”; C. Segunda semana post 

primordio, estado “coliflor”; D. Basidioma inmaduro, estado “racimo”. 
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Figura 47. Basidiomas maduros de G. gargal.  

3.4.3 Cuantificación del contenido de polisacáridos  
Los porcentajes de polisacáridos obtenidos en las diferentes muestras de madera 

colonizada por G. gargal y G. sordulenta resultaron similares, promediando el 0,5 

% para los hidrosolubles, y el 1,5 % para los álcali solubles (Figs. 48 y 49). El total 

obtenido para cada muestra promedia el 2 % por gramo de muestra. 
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Figura 48. Composición de polisacáridos del cultivo de G. sordulenta 280 en diferentes 

sustratos 

 

Figura 49. Composición de polisacáridos del cultivo de G. gargal 536 en diferentes 

sustratos 

3.4.4 Medición del contenido de ROS, NO y de la proliferación de macrófagos 
Los porcentajes de especies reactivas de oxigeno (ROS) generados en el 

tratamiento con polisacáridos fue mayor que los compuestos usados como control 

positivo (LPS y PMA). Los valores más altos de ROS fueron generados cuando las 
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células de macrófagos se incubaron con 50 µg/ml del polisacárido proveniente del 

cultivo de la cepa 536 de G. gargal en madera de sauce (Fig. 50). 

	
  

 
Figura 50. Medición de la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) con DCF-

DA a las 48 horas. Los * indican p <0,05 respecto al control; A. Polisacáridos evaluados a 

100 µg/ml; B. Polisacáridos evaluados a 50 µg/ml. 

La producción de óxido nítrico (NO) también fue mayor cuando los macrófagos 

fueron incubados con 50 µg/ml del polisacárido proveniente del cultivo de la cepa 

536 de G. gargal en madera de sauce (Fig. 51).  
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Figura 51. Medición de la producción de óxido nítrico (NO) con DAF-FM a las 48 horas. 

Los * indican p <0,05 respecto al control. A. Polisacáridos evaluados a 100 µg/ml; B. 

Polisacáridos evaluados a 50 µg/ml. 

Los porcentajes de viabilidad celular indicaron que el tratamiento con 50 µg/ml del 

polisacárido proveniente del cultivo de la cepa 536 de G. gargal en madera de 

lenga resultó el menos tóxico, con valores de viabilidad superiores al 100 %, 

siendo estos similares a los controles con LPS y PMA. El tratamiento con 50 µg/ml 

del polisacárido proveniente del cultivo de la cepa 536 de G. gargal en madera de 

sauce arrojó valores de viabilidad del 100 %. Cuando el polisacárido se evaluó en 

la concentración de 100 µg/ml los valores de viabilidad celular fueron cercanos al 

85 % (Fig. 52). 
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Figura 52. Viabilidad celular de células J774A.1 incubadas con polisacáridos. El control 

es el cultivo celular no estimulado. El LPS y PMA son usados como control positivo por 

ser mitógenos de uso estándar. El porcentaje de viabilidad se calcula como la [(Densidad 

óptica del tratamiento/Densidad óptica del control)*100].  Los * indican p <0,05 respecto al 

control. 280: G. sordulenta; 536: G. gargal; S: Sauce; L: Lenga. 

3.4.5 Cromatografía en placa delgada (TLC)  
La corrida TLC reveló diferentes bandas en tonalidades verdes, turquesas, violetas 

y castañas correspondientes a los diferentes compuestos (Fig. 53). En las 

combinaciones “hongo-madera” (calles 1-5 y 8) se observó una banda bien 

definida con un valor Rf de 0,77 correspondiente al ergosterol, principal compuesto 

del grupo de los esteroles presentes en los hongos (calle E de referencia). La 

muestra de madera de pino control (sin ser afectada por el micelio fúngico), reveló 

una banda intensa con un valor Rf de 0,83 la cual no se pudo identificar. Esa 

banda no se observó en las muestras de pino colonizada por el micelio de G. 

gargal (calle 3) y G. sordulenta (calle 8), posiblemente por la degradación 
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generada por el hongo sobre el compuesto. La muestra de micelio (calles 9 y 10) 

reveló diferentes bandas con distinta intensidad y coloración, las principales con 

Rfs de 0,77; 0,61 y 0,38.  

 

Figura 54. Cromatografía de placa delgada: 1. G. gargal + Lenga, 2. G. gargal + sauce, 3. 

G. gargal + pino, 4. G. sordulenta + lenga, 5. G. sordulenta + sauce, 6. Lenga, 7. Pino, 8. 

G. sordulenta + pino, 9 y 10 Micelio, E. Ergosterol. 

3.4.6 Perfiles de extractos metanólicos 
Los cromatogramas del ánalisis del GC-MS de cada madera colonizada por cada 

cepa se muestran en las Figs. 55-66. En cada caso se acompaña de una tabla con 

los principales compuestos detectados, haciendo principal énfasis en los ácidos 

grasos, esteroles y triterpenos, ya que son los compuestos de interés para evaluar 

el efecto citotóxico (Capítulo 4 de esta tesis), destacando el porcentaje de 
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abundancia, el tiempo de retención y los pesos moleculares de cada uno. Dentro 

del grupo de los ácidos grasos, los principales encontrados fueron: ácido 

palmítico, ácido linoleico, ácido oleico, ácido esteárico, ácido araquídico y ácido 

behénico.  

En todos los casos se detectó Dietilftalato, compuesto sintético usado en los 

plásticos, el cual aparece como “contaminante” debido al uso de solventes 

contenidos en botellas plásticas. Este compuesto aparece con abundancias 

variables de 20-30%, disminuyendo así las abundancias relativas de los 

compuestos presentes en las muestras analizadas, es por esto que se descartó 

del cálculo final.  

La Fig. 55 muestra el cromatograma del basidioma de G. gargal y la Fig. 56 el de 

G. sordulenta. En ambos casos, junto con el del micelio de G. gargal (Fig. 57), se 

detectó la presencia de ácidos palmítico, linoleico y oleico, con preponderancia del 

ácido linoleico. Los principales esteroles detectados entre los tiempos de 25-30 

mins fueron el ergosterol, con valores cercanos al 100%, y en menor proporción el 

ergosterol acetato y el escualeno (Tabla X). La cromatografía del micelio de G. 

sordulenta no se pudo realizar por las bajas cantidades de biomasa miceliar 

generada en el cultivo. 
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Figura 55. Cromatograma del extracto metanólico total de basidiomas de G. gargal.	
  

	
  
Figura 56. Cromatograma del extracto metanólico total de basidiomas de G. sordulenta. 
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Figura 57. Cromatograma del extracto metanólico total de micelio de G. gargal. 

Tabla X. Ácidos grasos, esteroles y triterpenos presentes en las muestras de micelio y 
basidiomas de Grifola. N.D. corresponde a No Detectado 

Tiempo 
ret. 

Peso 
molec. 

Nombre del 
compuesto 

Basidioma  
G. gargal 

536 

Basidioma  
G. sordulenta 

280 

Micelio  
G. gargal 

536 
   % % % 

13,86 270 Ácido palmítico 10,59 17,49 8,5% 
15,48 294 Ácido linoleico 81,09 54,96 50,3% 
15,54 296 Ácido oleico 8,32 27,55 39,3% 

15,77 298 Ácido esteárico N.D. N.D. 1,9% 

17,51 326 Ácido 
araquídico 

N.D. N.D. N.D. 

19,12 354 Ácido behénico N.D. N.D. N.D. 

Sumatoria 100 100 100 

25,30 396 Ergosterol 97,16 97,33 100 

29,87 410 Escualeno 1,73 1,55 N.D. 

31,43 438 Ergosterol 
acetato 1,11 1,12 N.D. 

Sumatoria 100 100 100 
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En las muestras de G. gargal sobre las diferentes maderas (Figs. 58, 59 y 60) se 

encontraron los diferentes ácidos grasos evaluados: palmítico, linoleico, oleico, 

esteárico, araquídico y behénico. En todos los casos el ácido oleico (porcentajes 

cercanos al 50 %) resultó el de mayor abundancia. Con respecto a los esteroles, 

solo se detectó ergosterol y dihidroergosterol en los cultivos con sustrato a base 

de lenga y de sauce. El β-sitosterol sólo se encontró en el cultivo con lenga. No se 

detectaron esteroles en el cultivo con madera de pino (Tabla XI). 

 
Figura 58. Cromatograma del extracto metanólico total de G. gargal 536 cultivada sobre 

madera de lenga. 
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Figura 59. Cromatograma del extracto metanólico total de G. gargal 536 cultivada sobre 

madera de sauce. 

 
Figura 60. Cromatograma del extracto metanólico total de G. gargal 536 cultivada sobre 

madera de pino. 
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Tabla XI. Ácidos grasos, esteroles y triterpenos presentes en las muestras de G. gargal cultivada sobre 
diferentes maderas. N.D. corresponde a No Detectado 

Tiempo ret. Peso 
molec. 

Nombre del 
compuesto 536 Lenga 536 Sauce 536 Pino 

   Área % Área % Área % 

13,86 270 Ácido 
palmítico 1005971 20,5 1601968 19,5 1475831 21,3 

15,48 294 Ácido 
linoleico 1203029 24,5 2251467 27,4 2029136 29,3 

15,54 296 Ácido oleico 2468186 50,3 3942753 47,9 3139442 45,4 

15,77 298 Ácido 
esteárico 166025 3,4 326206 4,0 222775 3,2 

17,51 326 Ácido 
araquídico 16739 0,3 45310 0,6 30660 0,4 

19,12 354 Ácido 
behénico 51046 1,0 60388 0,7 24232 0,4 

Sumatoria 4910996 100 8228092 100 6922076 100 
25,30 396 Ergosterol 51954 40,98 120158 61,66 N.D. N.D. 

25,48 398 Dihidro 
ergosterol 36978 29,16 74700 38,34 N.D. N.D. 

27,04 414 β-sitosterol 37859 29,86 N.D. N.D. N.D. N.D. 
 

Las muestras de G. sordulenta crecida sobre las diferentes maderas (Figs. 61, 62 

y 63) mostraron la presencia de los ácidos palmítico, linoleico, oleico y esteárico, 

en todos los casos con mayor abundancia del ácido oleico (porcentajes superiores 

al 50 %). En el tratamiento con madera de lenga también se detectó ácido 

araquídico (0,6 %) y behénico (0,9 %). Con respecto a los esteroles, el β-sitosterol 

resultó el más abundante en el cultivo con sustrato a base de sauce, mientras que 

en los cultivos sobre lenga y pino, el ergosterol, un derivado del ergosterol, el 

estigmasterol acetato, el dihidroergosterol y el β-sitosterol fueron los más 

abundantes (Tabla XII).  
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Figura 61. Cromatograma del extracto metanólico total de G. sordulenta 280 cultivada 

sobre madera de lenga. 

	
  
Figura 62. Cromatograma del extracto metanólico total de G. sordulenta 280 cultivada 

sobre madera de sauce. 
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Figura 63. Cromatograma del extracto metanólico total de G. sordulenta 280 cultivada 

sobre madera de pino. 
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Tabla XII. Ácidos grasos, esteroles y triterpenos presentes en las muestras de G. sordulenta 
cultivada sobre diferentes maderas. N.D. corresponde a No Detectado 

Tiempo 
ret. 

Peso 
molec. 

Nombre del 
compuesto 280 Lenga 280 Sauce 280 Pino 

   Área % Área % Área % 
13,86 270 Ácido palmítico 514412 17,8 186641 11,2 29470 13,6 

15,48 294 Ácido linoleico 455280 15,8 602789 36,3 57136 26,3 

15,54 296 Ácido oleico 1792439 62,1 843102 50,8 122014 56,1 

15,77 298 Ácido esteárico 84134 2,9 27161 1,6 8811 4,1 

17,51 326 Ácido araquídico 17005 0,6 N.D. N.D. N.D. N.D. 

19,12 354 Ácido behénico 25308 0,9 N.D. N.D. N.D. N.D. 

Sumatoria 2888578 100 1659693 100 217431 100 

22,57 376 Derivado de 
ergosterol 175793 33,71 N.D. N.D. 65209 31,38 

23,60 454 

Estigmasta-5,22-
dien-3-ol, acetato 

“Estigmasterol 
acetato” 

52651 10,10 N.D. N.D. 40750 19,61 

24,10  No identificado 28489 5,46 52862 42,15 32721 15,75 
24,40  No identificado N.D. N.D. N.D. N.D. 6497 3,13 
25,30 396 Ergosterol 184643 35,41 N.D. N.D. 36931 17,77 
25,48 398 Dihidroergosterol 65982 12,65 N.D. N.D. N.D. N.D. 
26,99 414 β-sitosterol 13914 2,67 72564 57,85 25686 12,36 

Sumatoria 521472 100 125426 100 207794 100 
 

A continuación se muestran los análisis de las muestras de madera control, es 

decir, las que no fueron incubadas con el hongo (Figs. 64, 65 y 66). En todos los 

casos se encontró ácido palmítico, linoleico y oleico. En sauce y pino se encontró 

ácido esteárico. 

Fue hallada una mayor diversidad de compuestos del grupo de los esteroles: α y 

β-sitosterol, estigmastanol, campesterol, estigmasterol y α y β amirina, entre los 

principales (Tabla XIII). 
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Figura 64. Cromatograma del extracto metanólico total de madera de lenga. 

 
Figura 65. Cromatograma del extracto metanólico total de madera de sauce. 
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Figura 66. Cromatograma del extracto metanólico total de madera de pino. 
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Tabla XIII. Ácidos grasos, esteroles y triterpenos presentes en las muestras de madera. N.D. 
corresponde a No Detectado 

Tiempo 
ret. 

Peso 
molec. 

Nombre del 
compuesto Lenga Sauce Pino 

   Área % Área % Área % 

13,86 270 Ácido 
palmitico 148405 23,4 7605 7,4 365589 19,0 

15,48 294 Ácido linoleico 375441 59,2 41663 40,5 652753 33,9 
15,54 296 Ácido oleico 110508 17,4 33425 32,5 803139 41,7 

15,77 298 Ácido 
esteárico N.D. N.D. 20130 19,6 106140 5,5 

17,51 326 Ácido 
araquídico N.D N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

19,12 354 Ácido 
behénico N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

Sumatoria 634354 100 102823 100 1927621 100 

23,68 454 

Estigmasta-

5,22-dien-3-ol, 

acetato 

195167 3,32 69580 3,37 564100 4,99 

24,15 386 Colesterol 36243 0,62 44851 2,17 310972 2,75 

25,61 400 Campesterol N.D. N.D. N.D. N.D. 1495929 13,23 

25,78 402 Ergostanol N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

26,09 412 Estigmasterol N.D. N.D. 275580 13,35 N.D. N.D. 

27,04 414 α-Sitosterol 4391398 74,74 881109 42,70 5649246 49,96 

27,26 416 Estigmastanol 525937 8,95 393758 19,08 1695897 15,00 

27,60 426 α-Amirina N.D. N.D. 220909 10,71 N.D. N.D. 

28,42 426 β-Amirina N.D. N.D. 177759 8,61 N.D. N.D. 

28,88 410 
Estigmasta-

3,5-dien-7-ona 
107612 1,83 N.D. N.D. 437308 3,87 

29,60 412 
Estigmast-4-

en-3-ona 
619539 10,54 0 0,00 1153676 10,20 

Sumatoria 5875896 100 2063546 100 11307128 100 

3.4.7 Determinación del contenido de lignina y de carbohidratos 
La composición de fibras presente en las muestras de madera colonizada, tanto 

por G. gargal como por G. sordulenta (Tabla XIV y XV), mostró una preferencia 

por la degradación de celulosa y hemicelulosa, evidenciada por el aumento del 

contenido de glucosa y xilosa respectivamente. La única excepción ocurrió en el 
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tratamiento de G. sordulenta con madera de pino, donde no se evidenció una 

degradación importante, al menos en el contenido de los carbohidratos evaluados.  

La degradación de la lignina total es similar en las tres maderas evaluadas; sin 

embargo, en la madera de pino fue notorio el aumento en el contenido de lignina 

soluble. Este aumento en la madera colonizada correspondió a una disminución 

en la lignina insoluble, siendo esta la que fue degradada principalmente por ambas 

cepas. 

Tabla XIV. Contenido de lignina y carbohidratos en sustratos colonizados por G. gargal y G. 
sordulenta 

Compuesto 536  
Lenga 

536  
Sauce 

536 
Pino 

280 
Lenga 

280 
 Sauce 

280  
Pino 

Lignina 

soluble 
3,90 ± 2,0 3,0 ± 2,7 1,4 ± 1,0 2,9 ± 4,5 2,8 ± 1,4 1,1 ± 2,2 

Lignina 

insoluble 
20,5 ± 2,6 18,6 ± 0,3 25,0 ± 0,8 19,8 ± 0,2 15,7 ± 0,5 23,4 ± 1,8 

Lignina total 24,3 ± 2,3 21,6 ± 0,5 26,5 ± 0,7 22,7 ± 0,7 18,5 ± 0,5 24,5 ± 1,8 

Celobiosa <13 <13 2,7 ± 1,2 <13 3,1 ± 12,0 3,4 ± 1,2 

Glucosa 40,4 ± 1,6 43,4 ± 1,7 42,4 ± 0,9 47,2 ± 1,8 38,6 ± 3,8 11,0 ± 3,7 

Xilosa 18,7 ± 1,6 11,1 ± 0,8 17,4 ± 0,6 17,3 ± 2,3 9,9 ± 0,9 7,4 ± 1,6 

Arabinosa <13 <13 <13 <13 <13 <13 

Ácido acético 2,1 ± 5,3 <13 <13 <13 <13 <13 

La composición en las muestras de sustratos sin colonizar (control) se muestran 

en la Tabla XV. 
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Tabla XV. Composición de lignina y carbohidratos en cada sustrato control (%p/p ± 

%RSD) 

Nº Compuesto Lenga Sauce Pino 

1 Lignina soluble 3,9 ± 2,3 2,8 ± 0,3 0,2 ± 3,5 

2 Lignina insoluble 21,6 ± 2,5 22,6 ± 0,5 29,6 ± 1,2 

3 Lignina total 25,5 ± 1,8 25,4 ± 0,5 29,8 ± 1,2 

4 Celobiosa 2,9 ± 6,5 - 3,2 ± 0,7 

5 Glucosa 15,7 ± 4,1 - 9,5 ± 3,4 

6 Xilosa 9,4 ± 0,9 - 7,7 ± 3,6 

7 Arabinosa <13 - <13 

8 Ácido acético <13 - <13 

3.4.8 Composición de los compuestos aromáticos  
Mediante la técnica de HS-SPME acoplada a GC-MS (Head Space SolidPhase 

Micro Extraction Gas Chromatography) se pudieron detectar los compuestos 

aromáticos en el micelio de G. gargal mostrados en la Tabla XVI. El mayoritario, 

con una abundancia cercana al 57 %, correspondió al benzaldehído, compuesto 

que otorga el típico aroma a anís o almendras de esta especie. Los otros 

compuestos detectados corresponden al cinnamaldehído (2,49 %) y al 2-

hidroximetilbenzimidazol (1,24 %). El cromatograma del ánalisis por GC-MS se 

muestra en la Fig. 67. 

 

 

 

 

 



	
   149	
  

Tabla XVI. Compuestos presentes en la fracción aromática de G. gargal. N.I corresponde a No 
Identificado 

Tratamiento N° Compuesto Composición 
Peso 

Molec. 

Tiempo de 

ret. (min) 
Abundancia 

Micelio 

G. gargal 

1 Benzaldehido C7H6O 106 7,58 56,70 

2 Cinnamaldehido C9H8O 132 14,25 2,49 

3 N.I - - 15,66 0,26 

4 N.I - - 15,83 4,69 

5 
2-hidroximetil 

-Benzimidazol 
C8H8N2O 148 16,87 1,24 

6 N.I - - 20,18 34,62 

 

 
Figura 67. Cromatograma de los compuestos volátiles de Grifola gargal. 
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3.5 DISCUSIÓN 

Los ensayos de crecimiento lineal mostraron que las tasas de crecimiento 

resultaron similares a los antecedentes del proyecto FIA (2008). Los resultados 

mostrados en viruta de coihue son coincidentes en ambos trabajos, con tasas de 

crecimiento entre 0,16 y 0,20 cm/día. Sin embargo, en el proyecto citado las 

mayores tasas de crecimiento se obtuvieron en sustrato a base de eucalipto (0,5 – 

0,6 cm/día). Esto se explicaría por la mayor disponibilidad de los nutrientes en este 

sustrato, permitiendo que el micelio degrade y absorba con mayor facilidad. En el 

caso del coihue, como en otras especies de Nothofagus, la carga fenólica (Donoso 

et al. 2004) y de taninos genera una barrera más compleja, por lo que el hongo 

demora más en hidrolizar y absorber los nutrientes y, por ende, en crecer. En 

nuestros ensayos el crecimiento en virutas de Nothofagus fue el más apropiado, 

seguido de las salicáceas y finalmente por el de pino. A partir del análisis de la 

composición de fibras se observa que la degradación de la celulosa y de la 

hemicelulosa ocurre en mayor proporción en el sustrato a base de lenga que en el 

de sauce o pino. El aumento en el contenido de glucosa en el sustrato colonizado 

respecto al sustrato control sin colonizar por el micelio del hongo, explica la mayor 

degradación de la celulosa, de la misma manera ocurre con la hemicelulosa, 

evidenciado por el aumento del porcentaje de xilosa. Si bien en la lenga el 

crecimiento es más lento, claramente la mayor vigorosidad del micelio en este 

sustrato se corresponde con una degradación mas efectiva del sustrato 

lignocelulósico. La degradación de la lignina fue similar en todos los sustratos 

evaluados; sin embargo, fue mayor la degradación por parte de G. sordulenta 

comparada con G. gargal. Los análisis de degradación de fibras coinciden con los 

mostrados por Postemsky & Curvetto (2015b) en sustratos con cáscaras de 

semilla de girasol, en los cuales la degradación ocurre principalmente sobre la 

celulosa, con una disminución del 35 al 25 % en 210 días de cultivo. 

Aunque el roble demostró ser una buena alternativa de sustrato, el crecimiento no 

fue significativamente diferente en las virutas analizadas. Por ello, para avanzar en 

la etapa reproductiva de las cepas, se seleccionaron los sustratos de mayor 

disponibilidad y, dentro de los Nothofagus, la lenga se comportó como el mejor 
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candidato. 

La incubación del micelio de G. gargal debe realizarse entre 18 y 23 °C, ya que se 

observó que esta especie crece en un estrecho rango de temperaturas, 

coincidente con el ensayo de Postemsky et al. (2006) donde reportaron el rango 

de temperatura entre 18 y 21 °C para el crecimiento en placa de Petri, a diferencia 

de la mayoría de otras especies, que crecen en ambientes con temperaturas de 

alrededor de 24 °C. En este valor, las cepas de G. gargal presentan un 

crecimiento menor, lo cual es relevante al momento de desarrollar un cultivo de G. 

gargal, ya que el daño por temperatura implicaría un gasto de energía mayor en 

volver a recuperar el crecimiento perdido, lo que influye en la colonización su 

rendimiento biológico. 

También se observó que en el proceso de colonización fue muy importante el nivel 

de aireación ya que se obtuvo una buena colonización del micelio gracias a los 

dos extremos cerrados con algodón. Las cepas presentaron una baja capacidad 

de colonización, se desarrollaron muy lentamente, demorando 3 meses en 

completar el volumen total del sustrato durante la incubación, el mismo 

acontecimiento es postulado por Postemsky & Curvetto (2015b), ya que a pesar 

de usar altos porcentajes de inoculación (entre 10-15 %), la colonización del 

sustrato a base de cáscara de semilla de girasol demoró entre 40 y 60 días; y más 

del 70 % de las bolsas de cultivo se contaminaron con hongos oportunistas por el 

extenso período de incubación. Por otro lado, la fase reproductiva resultó muy 

sensible a los cambios de temperatura y humedad que se ocasionaron 

esporádicamente dentro de la sala de producción. Estos factores son claves para 

mantener el cultivo, dado que esta especie de hongo requiere bajas temperaturas 

en un estrecho rango para generar los basidiomas, coincidentemente con lo 

reportado por Postemsky & Curvetto (2015b) y Harada et al. (2015), que utilizan 

temperaturas de inducción y producción entre 5 y 10 ºC. A pesar de estos 

inconvenientes, la producción obtenida es comparable con estos trabajos y con lo 

mostrado por el proyecto FIA (2008).  

Harada (2007) mostró que de 12 aislamientos obtenidos en la zona de Osorno 

(Chile), solo 2 resultaron viables para culminar el ciclo reproductivo con la 
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formación de basidiomas en sustratos a base de virutas de maderas, esto indica 

que el éxito de la producción radica en la selección de la cepa a producir. En ese 

mismo trabajo, las eficiencias bilógicas rondaron en el 13 %, con una duración de 

90 días en bolsas de 2 kilos de sustrato. Este fenómeno ya era conocido en el 

género, ya que un gran número de cepas de G. frondosa presentó inconvenientes 

para la producción de basidiomas (Shen 2001). Recientemente Harada et al. 

(2015) desarrollaron un protocolo de producción utilizando virutas de madera dura 

como sustrato base con adición de sugi (Crytomeria japonica), con resultados de 

EBs entre 20 y 55 %, en 100-120 días de cultivo total, dependiendo de la cepa 

usada. Hasta el momento este es el trabajo que arroja los valores de EBs más 

elevados. 

Dada esta dificultad productiva, se priorizó valorar el sustrato colonizado como 

eventual fuente de metabolitos y/o polisacáridos con interés funcional o nutricional, 

sobre la base de los producidos por G. frondosa (Svagelj et al. 2008). De ese 

modo se planteó enfocar la investigación en la obtención de sustancias 

nutracéuticas a partir de un sustrato remanente. El micelio fúngico de hongos 

degradadores de madera es una fuente importante de β-glucanos, los cuales 

pueden ser reconocidos por los receptores de membrana de los macrófagos e 

iniciar así un proceso de defensa contra microorganismos patógenos y células 

tumorales. Las defensas principales de los macrófagos radican en la secreción de 

citocinas como la interleucina 6 (IL-6), factor α de necrosis tumoral (TNF-α) y óxido 

nítrico como mediador de la inflamación (NO) (Abdala Díaz et al. 2010). Si bien 

realizamos extracciones de polisacáridos hidrosolubles y álcali solubles, 

priorizamos los ensayos de inmunomodulación con la fracción de hidrosolubles. La 

actividad antioxidante, tanto de polisacáridos álcali solubles como de hidrosolubles 

fue corroborada a partir de extracciones del hongo Oudemansiella radicata (Liu et 

al. 2017). En el mismo trabajo se evidenció la actividad hepatoprotectiva de los 

mismos. También presentaron efectos antioxidantes los polisacáridos del hongo 

degradador Inonotus obliquus (Mu et al. 2012) y del ascomicete Cordyceps taii 

(Xiao et al. 2016). 

Nuestros resultados muestran una actividad inmunomoduladora positiva en los 
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extractos del sustrato de sauce y de lenga colonizado tanto por G. gargal como 

por G. sordulenta, ya que se incrementan los niveles de ROS y de NO generados 

por las células de macrófagos incubadas con los polisacáridos. Estos datos 

concuerdan con lo evidenciado por Won et al. (2011) y Nworu et al. (2015), con 

polisacáridos de Inonotus obliquus y Pleurotus tuberregium, respectivamente. Los 

niveles de NO en las células estimuladas con los polisacáridos del micelio crecido 

en sauce y lenga, tanto en 50 como en 100 µg/ml alcanzaron valores comparables 

con los generados por el estándar LPS. La viabilidad de los macrófagos no se vió 

afectada con las concentraciones evaluadas; sin embargo, ya se ha demostrado 

en ensayos con extractos ricos en polisacáridos del tipo β-glucanos de P. 

tuberregium sobre cultivos de células RAW264.7 que concentraciones superiores 

a los 100 µg/ml (250 o 1000 µg/ml) pueden afectar y disminuir en un 20 % la 

viabilidad de las células (Nworu et al. 2015). 

El incremento de los niveles de la citocina TNF-α en células mononucleares de 

sangre periférica humana (PBMCs), fue reportado por Svagelj et al. (2008), a partir 

de 200 µg/ml  de diferentes fracciones de polisacáridos obtenidas de micelio de G. 

frondosa cultivada en bioreactor con harina de maíz y aditivos minerales. 

La composición y abundancia de ácidos grasos en los basidiomas coinciden con lo 

presentado en el trabajo de Toledo et al. (2016), en el cual se destacan a los 

ácidos linoleico, oleico y palmítico como los principales y más abundantes. Para 

realizar una descripción más detallada de cada fracción de compuestos sería 

conveniente efectuar separaciones de cada extracto total metanólico en solventes 

diferentes. En la interacción del hongo sobre el sustrato de madera, la 

composición varía y se destacaron otros ácidos grasos como el esteárico, el 

araquídico y el behénico. Los sustratos biotransformados presentan variedad de 

compuestos respecto a los basidiomas o micelios fúngicos que pueden ser una 

fuente importante para su aplicación medicinal. Postemsky et al. (2014) realizaron 

cultivos de granos de trigo con micelio de G. gargal. G. sordulenta y G. frondosa 

con el objetivo de obtener granos biotransformados. La molienda de éstos 

presentó un aumento en la capacidad antioxidante, cuantificada a partir del poder 

reductor sobre el Fe +3 y de la medición de la oxidación del DPPH (2,2-difenil-1-
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picrilhidracil), respecto a los granos de trigo molidos sin inocular con las especies 

fúngicas. Esta capacidad antioxidante se atribuyó principalmente al contenido 

fenólico de los granos con el micelio. 

Para los hongos investigados en esta Tesis no se han encontrado antecedentes 

que muestren una caracterización de los esteroles para comparar con los 

resultados obtenidos. Entre los esteroles encontrados en los basidiomas podemos 

destacar al escualeno, por ser el principal precursor de la vitamina D, ya que la 

única fuente de obtención alimenticia se encuentra en los lácteos y en este 

precursor fúngico (Bermúdez Savón et al. 2002). Los principales esteroles 

fúngicos se encontraron en los cultivos de G. sordulenta sobre los diferentes 

sustratos ensayados, sin embargo, no se detectaron en el cultivo de G. gargal con 

madera de pino, esto podría deberse a la baja colonización generada sobre este 

sustrato. El porcentaje de los esteroles (sitosteroles) y los triterpenos (α y β 

amirina) de los vegetales disminuyó notablemente en los sustratos 

biotransformados respecto al control, producto de la degradación fúngica. 

Destacamos la importancia de la composición de esteroles en las muestras porque 

tanto estos compuestos como los ácidos grasos poseen actividad citotóxica frente 

a celulas tumorales (Torres et al. 2016). En el Capítulo 4 se muestran los ensayos 

de citotoxicidad con los extractos reportados en este capítulo y se relaciona la 

actividad con el perfil de esteroles de los sustratos biotransformados.  

En lo que respecta a la fracción aromática del cultivo de micelio de G. gargal, se 

han detectado como compuestos volátiles principales al benzaldehído y al 

cinnamaldehido y, en menor proporción, al dihidroximetilbenzimidazol, causantes 

de su aroma anisado-almendrado. Estos no han sido reportados previamente para 

esta especie. Arnold et al. (2012) reportaron la fracción de compuestos volátiles de 

Cortinarius lebre Garrido (Cortinariaceae, Agaricales, Basidiomycota), otra especie 

comestible asociada a Nothofagus consumida por las comunidades nativas de 

Patagonia, comprendida principalmente por indol y derivados, que otorgan el 

aroma a “naftalina”. El benzaldehído también fue detectado mediante la técnica de 

Headspace GC-MS, en Agaricus bisporus, Lactarius deliciosus (L.) Gray 

(Russulaceae, Russulales, Basidiomycota), Melanoleuca cognata (Fr.) Konrad & 
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Maubl. (Tricholomataceae, Agaricales, Basidiomycota), Pleurotus ostreatus y 

Rhizopogon luteolus Fr. (Rhizopogonaceae, Boletales, Basidiomycota) (Deveci et 

al. 2017).  
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CAPÍTULO IV 

ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD DE EXTRACTOS FÚNGICOS FRENTE A 
LÍNEAS TUMORALES HUMANAS 
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4.1 INTRODUCCIÓN 

4.1.1 Micoterapia 
La micoterapia es el estudio sobre el uso de extractos y/o compuestos obtenidos a 

partir de hongos como medicina o agentes promotores de la salud (Popovic et al. 

2013). De las 15000 especies de hongos comestibles del mundo 700 son 

reconocidas por sus propiedades medicinales, sin embargo, se estima que son 

1800 las que poseen estos atributos (Hawksworth 2001). Muchas familias de los 

hongos superiores poseen especies que contienen propiedades antitumorales o 

inmunomoduladoras. Las fuentes más importantes de estos compuestos son los 

esporomas, la biomasa miceliar y los sobrenadantes de cultivos líquidos. El 77,3 

% de estos compuestos activos han sido extraídos desde los esporomas 

(básicamente con agua caliente o etanol); el 20,8 % proviene del cultivo de los 

micelios, y el 2,0 % restante deriva de los sobrenadante del cultivo líquido (Chang 

& Miles 2004).   

La micoterapia del cáncer es un área relativamente nueva que se enfoca en 

buscar agentes anticancerígenos obtenidos principalmente a partir de los 

esporomas fúngicos (Popovic et al. 2013).  

Diferentes culturas utilizan desde antaño una vasta variedad de hongos 

comestibles y, muchos de ellos, han sido considerados tradicionalmente como 

importantes alimentos medicinales. Una gran variedad de compuestos o de 

fracciones complejas obtenidas de hongos comestibles han sido probadas por sus 

propiedades medicinales, con especial foco en las capacidades anticancerígenas 

o preventivas de la actividad tumoral (Finimundy et al. 2013). Esta actividad está 

atribuida principalmente a los polisacáridos, complejos de glicoproteínas, 

compuestos terpenoides, esteroles y lectinas, entre otros. Los polisacáridos de las 

paredes celulares toman interés principal por la actividad inmunomoduladora que 

ejercen, siendo modulares de la respuesta biológica y preventorios de la 

carcinogénesis (Popovic et al. 2013).  

El consumo de extractos fúngicos como suplemento dietario ha ido en aumento en 

los últimos años por la variedad de compuestos que contienen (como 

polisacáridos, proteínas, fibras, lectinas y polifenoles) y más de 30 especies de 
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hongos medicinales han sido estudiados como fuente de metabolitos 

biológicamente activos frente al cáncer (Finimundy et al. 2013, De Silva et al. 

2012). 

Varios estudios han revelado que extractos de Ganoderma lucidum  interfieren con 

la progresión del ciclo celular e inducen la apoptosis de células de cáncer de 

mama MCF-7 (Hu et al. 2002); y suprimen la angiogénesis en células de cáncer de 

próstata humano (Stanley et al. 2005). Los beneficios medicinales de Lentinula 

edodes también radican principalmente en sus propiedades antitumorales. Los 

extractos acuosos de sus basidiomas (realizados a temperaturas por debajo de los 

50 ºC) disminuyen significativamente la proliferación de células de carcinoma 

laríngeo (Hep-2) y adenocarcinoma cervical (HeLa) (Finimundy et al. 2013). Xu et 

al. (2012) reportaron la reducción, tanto in vitro como in vivo, de la proliferación e 

invasión de células cancerosas de pulmón frente a extractos de Pleurotus 

pulmonarius obtenidos por acción con agua caliente. Con dichos extractos también 

se obtuvo un aumento de la sensibilidad al cisplatino, droga usada durante la 

quimioterapia como agente alquilante, destruyendo las células del tumor durante la 

fase de reposo celular. 

Tricholoma giganteum Massee (Tricholomataceae, Agaricales, Basidiomycota) es 

un hongo silvestre comestible cuyos extractos, obtenidos por maceración en 

etanol 80%, promueven los niveles de proteínas apoptóticas (Chatterjee et al. 

2013). 

Vaz et al. (2012) estudiaron los efectos de los extractos metanólico, etanólico y 

acuoso de Suillus collinitus (Fr.) Kuntze (Suillaceae, Boletales, Basidiomycota) 

sobre cuatro líneas de tumor humano: MCF-7 (mama), NCI-H460 (cáncer de 

pulmón), AGS (gástrico) y HCT-15 (colon). El extracto metanólico fue el más 

potente, causando el 50% de la inhibición del crecimiento celular en 

concentraciones entre 25,2-103,2 µg/ml. Actúa a nivel de la fase G1, generando 

un arresto de ésta, disminuyendo el porcentaje de células en la fase S del ciclo de 

vida celular. Extracciones en frío de Lignosus rhinocerus (Cooke) Ryvarden 

(Polyporaceae, Polyporales, Basidiomycota), hongo medicinal usado por los 

pueblos nativos del sur de China, exhibe actividad antiproliferativa contra células 
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MCF-7 de cáncer de mama y A549 de pulmón (Lee et al. 2012). El efecto 

citotóxico y la actividad antiproliferativa en tumores de pulmón a partir de extractos 

etanólicos del hongo comestible Clitocybe alexandri  (Gillet) Gillet 

(Tricholomataceae, Agaricales, Basidiomycota) también fue demostrado (Vaz et al. 

2012). También, el hongo “melena de león” Hericium erinaceus (Bull.) Pers. 

(Hericiaceae, Russulales, Basidiomycota), posee efectos antitumorales e 

inmunomoduladores (Patel & Goyal 2012). 

Las dificultades para la producción de Grifola gargal y de Grifola sordulenta, 

contrariamente a lo observado en P. ostreatus,  cambió el foco de atención hacia 

el aprovechamiento de los sustratos colonizados por ambas especies, ya que los 

sustratos biotransformados son también una fuente interesante de compuestos 

generados por la interacción del hongo y el sustrato en el que crece (Postemsky  & 

Curvetto 2014). 

4.1.2 Ensayos de citotoxicidad 
El análisis de citotoxicidad mediante el ensayo de MTT [bromuro de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio] es uno de los más empleados para detectar, 

por colorimetría, la actividad metabólica celular (Mosmann 1983). El MTT es una 

sal de tetrazolio que es usado para detectar la reducción del mismo por cambio de 

color. Esta reducción es realizada por la enzima mitocondrial succinato-

deshidrogenasa de células metabólicamente activas, la cual transforma al MTT de 

un compuesto hidrofílico de color amarillo a un compuesto azul hidrofóbico 

denominado formazán. La cantidad de formazán producido es proporcional a la 

cantidad de células vivas; es por esto que el método permite cuantificar tanto la 

supervivencia y proliferación celular, como el efecto citotóxico de los compuestos 

evaluados.  

Si dicho efecto lleva a la muerte celular, ésta es evaluada a partir de la enzima 

lactato deshidrogenasa (LDH), liberada desde el citosol hacia el exterior de la 

célula cuando ésta sufre algún daño. La LDH oxida el lactato en piruvato y éste 

reacciona con una sal de tetrazolio para originar formazán. 

4.1.3 Efecto citotóxico a partir de extractos fúngicos"
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Los metabolitos fúngicos están siendo intensamente estudiados por sus 

cualidades medicinales, entre estas como agentes citotóxicos, inhibiendo el 

desarrollo de células tumorales. Varios ácidos grasos y esteroles han sido 

reportados como compuestos causantes de la muerte celular, evidenciando el 

potencial farmacológico de los ergosteroles y sus derivados, como la cordicepina y 

el acetoxiscirpenediol. Lee et al. (2005) mostraron el efecto citotóxico del ergosta-

4, 6, 8(14), 22-tetraen-3-ona conocido como ergona que fue extraído y aislado de 

esclerocios de Polyporus umbellatus (Pers.) Fr. (Polyporaceae, Polyporales, 

Basidiomycota). Este compuesto derivado del ergosterol afectó el crecimiento de 

las diferentes líneas en las que fue evaluado como las HT-29 (cáncer de colon), 

HeLa 229 (cáncer de cuello de útero), Hep3B (cáncer de hígado) y AGS (cáncer 

de estómago). Para este esteroide se reportaron también efectos de apoptosis de 

carcinoma colorectal, carcinoma hepatocelular y reducción de tumores inducidos 

en ratón (Kwon et al. 2002; Zhao et al. 2010). 

El peróxido de ergosterol, aislado de Armillaria mellea (Vahl) P. Kumm. 

(Physalacriaceae, Agaricales, Basidiomycota) y Paecilomyces tenuipes (Peck) 

Samson (Trichocomaceae, Eurotiales, Ascomycota), mostró actividad frente a 

varios cultivos tumorales, además de la inhibición de la peroxidación lipídica (Nam 

et al. 2001). 

Los ácidos grasos y los esteroles son compuestos que se sintetizan dependiendo 

de las condiciones ambientales a las cuales está sometido el organismo; por ello 

están en estrecha relación con el ambiente, generando respuestas adaptativas al 

mismo (Dufourc 2008). Las condiciones climáticas de los ecosistemas patagónicos 

dominados por el frío estimulan cambios metabólicos, principalmente a nivel de los 

esteroides, generados como protección de la membrana (Dufourc 2008), 

brindando una vasta fuente de organismos con diversos compuestos. La 

ergostanona extraída del hongo comestible Cortinarius xiphidipus M.M. Moser & E. 

Horak (Cortinariaceae, Agaricales, Basidiomycota), micorrícico de Nothofagus, 

posee efecto sobre líneas de cáncer de páncreas y de mama (Torres et al. 2016). 

Fangkrathok et al. (2013) utilizó micoesteroles, estructuralmente similares a los 

estrógenos, para evaluar la actividad estrogénica o antiestrogénica en células 
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tumorales que utilizan receptores de estrógenos como mediadores. Diferentes 

ergostanoides: 6-Metilheptane-1,2,3,4,5-pentaol, (22E,24R)-ergosta-7,22-dien-

3b,5a,6b-triol, 3b,5a-dihidroxi-(22E,24R)-ergosta-7,22-dien-6-ona, ergosta-

4,6,8(14),22-tetraen-3-ona, (3b,5a,8a,22E)-5,8-diepoxi-ergosta-6,22-dien-3-ol y 

5,8-epidioxi-(3b,5a,8a,22E)-ergosta-6,9(11),22-trien-3-ol se extrajeron de micelio 

de Lentinus polychrous Lév. (Polyporaceae, Polyporales, Basidiomycota) cultivado 

en semillas de “lágrimas de Job” (Coix lacryma-jobi). Todos los compuestos 

disminuyeron la proliferación celular tumoral. 
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4.2 OBJETIVOS 

• Evaluar el efecto citotóxico que poseen diferentes extractos de micelio de 

Grifola gargal y Grifola sordulenta cultivadas en diferentes maderas sobre 

diferentes líneas de células tumorales (MCF-7, SAOS-2, CACO-2 y 

HCT116). 

• Evaluar el efecto citotóxico que poseen los extractos de basidiomas de 

Pleurotus ostreatus, Fistulina. antarctica y F. endoxantha sobre diferentes 

líneas de células tumorales (MCF-7, SAOS-2, CACO-2 y HCT116). 

• Seleccionar los extractos que presenten efecto citotóxico positivo y obtener 

el IC-50 sobre las líneas celulares tumorales MCF-7, SAOS-2 y HCT116. 

 

HIPÓTESIS 

• Los sustratos biotransformados de Grifola gargal y Grifola sordulenta 

presentan efectos citotóxicos sobre los cultivos tumorales de células de 

mama, óseas y de colon.  

• Los efectos citotóxicos provenientes de los sutrato biotransformados de G. 

gargal y G. sordulenta son atribuidos principalmente a las fracciones 

esteroides y de ácidos grasos. 

• Los extractos de basidiomas de Pleurotus ostreatus, Fistulina. antarctica y 

F. endoxantha poseen efectos citotóxicos sobre diferentes cultivos de 

células tumorales. 

" "
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4.3 METODOLOGÍA 

4.3.1 Extracción de metabolitos fúngicos 
La extracción de eventuales metabolitos de interés se realizó a partir de micelio en 

cultivo líquido, micelio de fermentación en estado sólido y/o esporomas. Para esto 

se utilizaron solventes que permiten extraer los compuestos objetivo. En este caso 

particular se buscó una composición general del material de estudio, por lo cual se 

utilizó metanol, por ser el de mayor capacidad de extracción de moléculas 

apolares y polares, a 45 ºC. Es importante ser muy cuidadoso con el aumento de 

la temperatura, ya que si bien aumenta la solubidad de los compuestos, al 

sobrepasar los 45 ºC se puede causar la descomposición de las biomoléculas. 

4.3.2 Líneas celulares tumorales 
Las líneas celulares tumorales utilizadas fueron la MCF-7, correspondiente a 

adenocarcinoma de mama humano, la SAOS-2 correspondiente a osteosarcoma 

humano y las HCT116 y CACO-2 de carcinoma colorrectal humano (Torres et al. 

2016). Las líneas utilizadas pertenecen al Laboratorio de Cultivos Celulares de la 

Facultad de Ciencias Naturales y Oceanográficas, Universidad de Concepción, 

Chile.  

4.3.3 Medios de cultivo 
Se utilizaron los medios DMEM al 10% y RPMI 1640. 

El medio DMEM, utilizado para las líneas MCF-7, HCT116 y SAOS-2, se compone 

de: 

10% Suero fetal bovino (FBS) 

1% Glutamina 

1% Penicilina/estreptomicina 

0,1% Fungisona (Anfotericina B) 

El medio RPMI 1640, utilizado con la línea CACO-2 se compone de: 

10% Suero fetal bovino 

1% Piruvato de sodio (100 mM) 

1% Glucosa 

1% HEPES (4-(2-hidroxietil)-1-piperazinil ácido etansulfónico)  
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4.3.4 Preparación de las líneas celulares 
Los cultivos celulares son almacenados por criopreservación a -80 °C. 

- El criotubo fue puesto a baño maría a 37 ºC con el cual se inoculó un frasco con 

15 ml de medio DMEM con las células. 

- Se retiró el medio de cultivo del frasco con células confluentes (90%). 

- Se realizó un lavado con 5 ml de PBS (que posteriormente se descarta). 

- Se añadió 1 ml de tripsina para despegar las células del frasco durante 5 

minutos. 

- Se añadió 9 ml de medio DMEM 10%. 

- Todo el contenido fue depositado en un tubo tipo falcon de 14 ml. 

- Del contenido de células homogeneizadas en el tubo tipo falcon se obtuvieron las 

células para su recuento. 

4.3.5 Recuento de células en cámara de Neubauer  

Se extrajo una alícuota de 30 µl de células homogeneizadas y se mezclaron en un 

tubo Eppendorf con 30 µl de azul de Tripán. A partir de esta mezcla se colocaron 

10 µl en la cámara Neubauer. Las células fueron sembradas en placas de 96 

pocillos a una densidad de 125.000 cel/ml. 

4.3.6 Extractos metanólicos totales 
Los sustratos colonizados provenientes de los cultivos de G. gargal y G. 

sordulenta sobre viruta de sauce, lenga y pino se utilizaron como fuente de 

compuestos de interés para los ensayos de citotoxicidad (ver Capítulo 3). Luego 

de la colonización completa del sustrato se tomaron muestras, las cuales se 

desgranaron y se colocaron en Erlenmeyers con metanol analítico durante 72 

horas en oscuridad. El extracto del macerado se filtró con papel Whatmann Nº 4 y 

luego se concentró en rotavapor a 40 ºC El material concentrado (extracto total) se 

almacenó a 4 ºC hasta su análisis.  

En el caso de P. ostreatus, F. antarctica y F. endoxantha se realizaron 

maceraciones metanólicas a partir de basidiomas en estado fresco. 

Se realizó un listado de los extractos y una numeración de los mismos para 

facilitar el trabajo:  
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1) G. sordulenta en lenga 

2) G. sordulenta en pino 

3) G. sordulenta en sauce 

4) G. gargal en lenga 

5) G. gargal en pino 

6) G. gargal en sauce 

7) F. antarctica 

8) F. endoxantha 

9) P. ostreatus 

10) lenga 

11) pino 

12) sauce 

13) micelio de Grifola gargal 

Esta numeración es la observada en los gráficos de los Resultados. 

4.3.7 Ensayo de citotoxicidad mediante la técnica del MTT (Bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) 
- De los diferentes extractos fúngicos (micelio de Grifola gargal CIEFAPcc 536 y 

Grifola sordulenta CIEFAPcc 280 cultivados en lenga, sauce y pino; y basidiomas 

de P. ostreatus, F. antarctica y F. endoxantha) se pesaron 20 mg, que luego 

fueron disueltos en 1 µL de DMSO y 999 µl de medio DMEM (concentración final 

de cada extracto de 20mg/ml).  

- Se colocaron 50 µl de medio de cultivo en cada pocillo y 50 µl de cada extracto 

por triplicado. Luego se añadieron 50 µl de la suspensión celular 

correspondiente. El blanco correspondió al medio de cultivo solo, y el control al 

medio de cultivo con suspensión celular. La microplaca fue incubada por 48 

horas en estufa a 37 ºC. 

- Luego de la incubación se extrajo el contenido de los pocillos y se añadieron 100 

µL de una mezcla de MTT con medio de cultivo. Se lo dejó reaccionar por 3 

horas.  
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- Posteriormente, se eliminó el contenido de MTT de cada uno de los pocillos y se 

añadieron 100 µL de DMSO para disolver las sales de formazán generadas por 

el MTT reducido, producto del metabolismo celular. Los pocillos se observaron 

principalmente de dos colores: púrpura y tonos similares cuando hubo actividad 

celular, indicadores de que no hubo efecto citotóxico; y coloraciones amarillas 

cuando no hubo actividad celular y por ende sí hubo efecto citotóxico. 

- Las absorbancias fueron medidas utilizando un lector de microplaca marca 

BioTek EL800 a 570 nm.  

- A partir de las absorbancias obtenidas, se calculó el porcentaje de vialidad 

celular mediante la siguiente fórmula: 

Porcentaje de Viabilidad (%) = (D.O células tratadas / D.O células control) * 100 

Donde D.O es la densidad óptica. 

A partir de los porcentajes de viabilidad obtenidos a diferentes concentraciones 

con cada extracto, se realizó la curva de supervivencia. Considerando la zona 

lineal de dicha curva se calculó, a partir de la ecuación de la recta, el valor de la 

concentración necesaria para generar la muerte del 50% del cultivo celular (IC50).!
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4.4 RESULTADOS 

4.4.1 Análisis general de los extractos totales a 10mg/ml 
La citotoxicidad de los compuestos presentes en los extractos totales fue evaluada 

en la máxima concentración permitida por este tipo de ensayos (10mg/ml). Ello 

tuvo como objetivo detectar y seleccionar los extractos con mayor efecto citotóxico 

con el fin de realizar la curva de supervivencia celular con cada uno a diferentes 

concentraciones. Los extractos Nº 8, 10, 12 y 13 no se seleccionaron ya que no 

presentaron efecto citotóxico en la mayoría de los casos. En las células HCT116, 

los extractos Nº 8, 10 y 12 arrojaron valores de supervivencia celular mayores al 

80% (Fig. 68). En las células MCF-7 los extractos que no tuvieron efecto citotóxico 

fueron los Nº 11 y 13, con porcentajes de supervivencia superiores al 100% (Fig. 

69). En la línea tumoral SAOS-2 se observó un patrón similar al observado en las 

HCT116, con poco o nulo efecto citotóxico por parte de los extractos Nº 8,10,12 y 

13 (Fig. 70). En la línea CACO-2 los extractos menos efectivos fueron los Nº 8, 10 

y 12 (Fig. 71). 

En todos los casos, los extractos Nº 1, 2, 3, 4, 5, 6 y 9 presentaron efecto 

citotóxico positivo, con valores de supervivencia celular menores al 40%. 

	
  
Figura 68. Porcentaje de supervivencia de la línea celular HCT116 utilizando extractos 

a 10mg/ml. 
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Figura 69. Porcentaje de supervivencia de la línea celular MCF-7 utilizando extractos a 

10mg/ml. 

	
  
Figura 70. Porcentaje de supervivencia de la línea celular SAOS-2 utilizando extractos 

a 10mg/ml. 
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Figura 71. Porcentaje de supervivencia de la línea celular CACO-2 utilizando extractos 

a 10mg/ml. 

Un ejemplo de cómo se observan y evalúan los diferentes extractos en cada línea 

celular en las placas de 96 pocillos se observa en la Fig. 72. Los pocillos con 

coloraciones púrpuras o moradas son los menos reactivos (mayor supervivencia 

celular), mientras que los más claros de tonos amarillo o coral son los más activos 

(mayor muerte celular). 
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Figura 72. Microplacas de 96 pocillos luego de la reacción con MTT. Los números 

corresponden a los diferentes extractos evaluados por triplicado en cada línea celular. 

4.4.2 Determinación del IC 50 en los extractos positivos 
Con los tres extractos de Grifola sordulenta en las diferentes maderas se observó 

que a partir de la concentración de 625 µg/ml la mortandad de la células de la 

línea MCF-7 es del 100%.  Sin embargo, el valor del IC50 es significativamente 

menor en la combinación de G. sordulenta con la madera de sauce, con un valor 

IC50 de 72,42 µg/ml, es decir, que frente a menor concentración de este extracto 

la actividad citotóxica fue mayor (Fig. 73, 74 y 75). 
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Figura 73. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de G. 

sordulenta en lenga (IC50 172,14). 

	
  
Figura 74. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de G. 

sordulenta en pino (IC50 280,59). 
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Figura 75. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de G. 

sordulenta en sauce (IC50 72,42). 

La actividad de los extractos del cultivo de G. gargal en lenga y en pino sobre la 

línea MCF-7 resultaron similares, con valores de IC50 de 226,25 y 190,59 µg/ml, 

respectivamente (Fig. 76 y 77). Este índice resultó menor en la combinación de G. 

gargal con la madera de sauce, con un valor IC50 de 88,44 µg/ml (Fig. 78). 

 
Figura 76. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de G. 

gargal en lenga (IC50 226,25). 
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Figura 77. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de G. 

gargal en pino (IC50 190,59). 

 
Figura 78. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de G. 

gargal en sauce (IC50 88,44). 

Las actividades de los extractos realizados a partir de los basidiomas de F. 

antarctica y P. ostreatus arrojaron valores de IC50 elevados respecto a los 

sustratos biotransformados por Grifola. Los valores de IC50 fueron de 212,21 

µg/ml para F. antarctica y de 501,58 µg/ml para P. ostreatus (Fig. 79 y 80). 
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Figura 79. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de F. 

antarctica (IC50 212,21). 

 
Figura 80. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de P. 

ostreatus (IC50 501,58). 

Entre las maderas utilizadas como sustrato base para el cultivo de las 

Grifolas, se seleccionó a las virutas de pino para evaluar su actividad y 

determinar el IC50, ya que en el ensayo previo de selección de extractos a 

10 mg/ml presentó mayor efecto que las otras virutas (lenga y sauce). 

La Fig. 81 muestra la actividad del extracto de madera de pino. 
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Figura 81. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de madera 

de pino (IC50 202,13). 

El micelio de G. gargal presentó un efecto citotóxico notablemente menor 

respecto al resto de los extractos ensayados, con un valor de IC50 de 577,55 (Fig. 

82). 

 
Figura 82. Curva de supervivencia de la línea celular MCF-7 frente al extracto de micelio 

de G. gargal (IC50 577,55). 
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de mama (MCF-7). En la línea SAOS-2 la actividad citotóxica fue menor en la 

mayoría de los casos, a excepción del extracto de G. sordulenta cultivado en 

madera de lenga, en el cual el IC50 fue de 96,93 (Fig. 83). Las Figs. 84 y 85 

muestran la actividad de los extractos de G. sordulenta cultivada en pino y sauce, 

con valores de 186,28 y 241,02 µg/ml, respectivamente. 

 
Figura 83. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de G. 

sordulenta en lenga (IC50 96,93). 

 
Figura 84. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de G. 

sordulenta en pino (IC50 186,28). 
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Figura 85. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de G. 

sordulenta en sauce (IC50 241,02). 

El efecto de la citotoxidad por parte de los tres extractos de G. gargal no presentó 

diferencias  en la línea celular SAOS-2 (Figs. 86, 87 y 88). Los valores del IC 50 

fueron de: 289,42 µg/ml para el extracto del hongo cultivado en lenga, 237,82 

µg/ml para el extracto del hongo cultivado en pino, y de 236,37 µg/ml para el 

extracto del hongo cultivado en sauce. 

 
Figura 86. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de G. 

gargal en lenga (IC50 289,42). 
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Figura 87. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de G. 

gargal en pino (IC50 237,82). 

 
Figura 88. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de G. 

gargal en sauce (IC50 236,37). 

Los extractos provenientes de los basidiomas no mostraron diferencias respecto a 

los efectos observados para la líneas MCF-7 (Figs. 89 y 90).  
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Figura 89. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de F. 

antarctica (IC50 253,35). 

 
Figura 90. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de P. 

ostreatus (IC50 511,99). 

El extracto de pino (Fig. 91) y de micelio de Grifola gargal (Fig. 92), arrojó valores 

de IC50 mayores a los obtenidos sobre la línea de cáncer de mama, evidenciando 

menor efecto citotóxico sobre la línea de osteosarcoma SAOS-2. 
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Figura 91. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de 

madera de pino (IC50 388,08). 

 
Figura 92. Curva de supervivencia de la línea celular SAOS-2 frente al extracto de 

micelio de G. gargal (IC50 1014,90). 

La citotoxicidad por parte de los tres extractos de G. sordulenta sobre la línea 

celular HCT116 (Figs. 93, 94 y 95) fue menor comparada con las otras líneas.  Los 

valores del IC 50 fueron de 234,79 µg/ml para el extracto del hongo cultivado en 

lenga, 174,76 µg/ml para el extracto del hongo cultivado en pino, y de 221,89 

µg/ml para el extracto del hongo cultivado en sauce. 
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Figura 93. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de G. 

sordulenta en lenga (IC50 234,79). 

 
Figura 94. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de G. 

sordulenta en pino (IC50 174,76). 
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Figura 95. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de G. 

sordulenta en sauce (IC50 221,89). 

Los extractos de G. gargal presentaron un efecto citotóxico mayor sobre la línea 

HCT116, principalmente los extractos de los cultivos sobre madera de pino y de 

sauce, con valores de IC50 de 98,32 y 67,50 µg/ml respectivamente. En el cultivo 

sobre lenga la citotoxicidad fue baja, con un IC50 de 414,95 µg/ml (Figs. 96, 97 y 

98). 

 
Figura 96. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de G. 

gargal en lenga (IC50 414,95). 

0	
  

20	
  

40	
  

60	
  

80	
  

100	
  

120	
  

140	
  

160	
  

0	
   1000	
   2000	
   3000	
   4000	
   5000	
   6000	
  

%
	
  S
up
er
vi
ve
nc
ia
	
  

Concentración	
  extracto	
  (μg/ml)	
  	
  
	
  

0	
  

10	
  

20	
  

30	
  

40	
  

50	
  

60	
  

70	
  

80	
  

0	
   1000	
   2000	
   3000	
   4000	
   5000	
   6000	
  

%
	
  S
up
er
vi
ve
nc
ia
	
  

Concentración	
  extracto	
  (μg/ml)	
  	
  	
  



	
   183	
  

 
Figura 97. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de G. 

gargal en pino (IC50 98,32). 

 
Figura 98. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de G. 

gargal en sauce (IC50 67,50). 

Los efectos citotóxicos sobre las células HCT116 por parte de los extractos de los 

basidiomas de F. antarctica (Fig. 99) y P. ostreatus (Fig. 100) resultaron 

superiores a los mostrados en las líneas MCF-7 y SAOS-2. El IC50 para el 

extracto de F. antarctica fue de 120,19 µg/ml, mientras que para P. ostreatus fue 

de 84,06 µg/ml. 
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Figura 99. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de F. 

antarctica (IC50 120,19). 

 
Figura 100. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de P. 

ostreatus (IC50 84,06). 

El extracto de madera de pino mostró su máximo de actividad citotóxica frente a la 

línea HCT116, con un valor de IC50 de 98,32 µg/ml (Fig. 101). 
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Figura 101. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de 

madera de pino (IC50 98,32). 

El extracto del micelio de G. gargal presentó la mayor toxicidad sobre las células 

de cáncer de mama HCT116. El valor del IC50 fue de 83,43 µg/ml (Fig. 102).  

 
Figura 102. Curva de supervivencia de la línea celular HCT116 frente al extracto de 

micelio de G. gargal (IC50 83,43). 

En la Tabla XVII se muestran, a modo de resumen, los valores de los IC50 

obtenidos a partir de la evaluación de cada extracto en las tres líneas de cáncer 

ensayadas. 
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Tabla XVII. Valores del IC50 de cada extracto fúngico sobre las diferentes líneas 
tumorales humanas. Resaltados, los principales. 

Nº  Extracto Línea celular 
MCF-7 SAOS-2 HTC116 

1 G. sordulenta 280 Lenga 172,14 96,93 234,79 

2 G. sordulenta 280 Pino 280,59 186,28 174,76 

3 G. sordulenta 280 Sauce 72,42 241,02 221,89 

4 G. gargal 536 Lenga 226,25 289,42 414,95 

5 G. gargal 536 Pino 190,59 237,82 98,32 

6 G. gargal 536 Sauce 88,44 236,37 67,50 

7 F. antarctica 212,21 253,35 120,19 

9 P. ostreatus 501,58 511,99 84,06 

11 Pino 202,13 388,08 98,32 

13 G. gargal 536 Micelio 577,55 1014,90 83,43 

 

En el caso de la línea MCF-7, los mejores resultados (menor crecimiento celular) 

se observan cuando el extracto provino del cultivo de G. sordulenta o G. gargal 

sobre madera de sauce. En la combinación de estos hongos con esta madera en 

particular, se estarían generando metabolitos como producto de la degradación de 

la madera con efecto citotóxico positivo.  

La línea SAOS-2 resultó más resistente a los extractos evaluados, ya que las 

concentraciones de estos deben ser, en la mayoría de los casos, superior a los 

200 µg/ml para alcanzar el IC 50. 

A diferencia de las dos líneas mencionadas anteriormente, la HCT116 presentó 

más sensibilidad a varios extractos, principalmente a los provenientes del cultivo 

de micelio de G. gargal y al cultivo en maderas de pino o sauce. Los basidiomas 

de F. antarctica y de P. ostreatus también resultaron  tóxicos para esta línea. 
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4.5 DISCUSIÓN 

Las principales fuentes fúngicas de extracción de compuestos son los esporomas, 

el micelio y los sobrenadantes de los cultivos en medio líquido (Chang & Miles 

2004). En trabajos previos se utilizaron sustratos biotransformados con micelio de 

G. gargal y G. sordulenta como fuente de compuestos antioxidantes (Postemsky & 

Curvetto 2014); sin embargo, no existen antecedentes sobre el efecto 

antiproliferativo y citotóxico a partir de metabolitos extraídos de cultivos fúngicos 

creciendo en sustratos a base de diferentes maderas, como fueron realizados en 

esta tesis. En este trabajo los sustratos provenientes de desechos forestales 

(virutas de madera de lenga, pino y sauce) fueron un medio adecuado para que -a 

partir de la degradación fúngica de la lignocelulosa- se generen compuestos de 

interés por su efecto en las líneas celulares de cáncer de mama, cáncer de colon y 

cáncer óseo. Los registros de efecto citotóxico a partir de extractos fúngicos 

apuntan principalmente a los esteroles y ácidos grasos o a la fracción lipídica. Los 

extractos etanólicos de esporas de Ganoderma lucidum, inhibieron el desarrollo e 

indujeron la apoptosis de células HL-60 de leucemia (Gao et al. 2012). Los 

compuestos responsable de esta actividad podrían ser los ácidos grasos de 

cadena larga, puntualmente de diecinueve carbonos (19 C) como el ácido 

nonadecanoico y el ácido cis-9-nonadecanoico (Lee et al. 2012).  Varios derivados 

de ergosterol se aislaron de la fracción lipídica de Lentinus edodes, Polyporus 

umbellatus y Agaricus blazei Murril (Agaricaceae, Agaricales, Basidiomycota) y 

presentaron actividad antitumoral (Takaku et al. 2001).  

El peróxido de ergosterol y el ácido trametenólico aislados de Inonotus obliquus 

exhiben actividad citotóxica frente a células tumorales de próstata y mama 

humano (Ma et al. 2013). A partir de basidiomas de Boletus pseudocalopus Hongo 

(Boletaceae, Boletales, Basidiomycota) se obtuvieron tres fenoles, derivados de la 

grifolina, con efecto citotóxico (Song et al. 2009). 

Los mejores resultados en cuanto a efecto citotóxico por parte de los extractos 

analizados, se obtuvieron sobre la línea celular MCF-7 de cáncer de mama, que 

ha sido ensayada con múltiples extractos fúngicos. Los extractos en agua caliente 

de Amauroderma rude (Berk.) Torrend (Ganodermataceae, Polyporales, 
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Basidiomycota) mostraron efectos de inducción de la apoptosis (Jiao et al. 2013), y 

los extractos en agua fría de Lignosus rhinocereus presentaron efecto tóxico 

positivo con un IC50 de 96,7 µg/ml. Los extractos metanólicos de Suillus collinitus 

presentan un efecto de inducción de la expresión de la proteína p53 y, por ende, 

de la apoptosis para esta línea celular, pero no se reporta el valor del IC50; 

mientras que para Suillus luteus (L.) Roussel (Suillaceae, Boletales, 

Basidiomycota) los extractos metanólicos arrojaron un valor IC50 de 32,25 µg/ml 

(Dos Santos et al. 2013). 

Torres et al. (2016), probaron la actividad en diferentes líneas celulares, entre ellas 

la MCF-7 y la SAOS-2, a partir de la fracción de hexano del extracto de 

basidiomas de Cortinarius xiphidipus. La composición de los esteroides fue 

principalmente de esteroles, y el mayoritario fue el ergosta-4, 6, 8 (14), 22-tetraen-

3-ona conocido como ergona. Se determinó que la ergona inhibe la viabilidad 

celular de la línea MCF-7 a partir de los 1,8 µg/ml, alcanzando un valor de IC50 de 

57,5 µg/ml. En la línea SAOS-2 y en la Neuro-2A, la inhibición de la viabilidad 

celular se observó a partir de los 19,6 µg/ml, con valores de IC50 de 27,8 y 20,8 

µg/ml, respectivamente. En nuestro caso, los valores del IC50 tanto en la línea 

MCF-7 como en la SAOS-2 resultaron mayores a los obtenidos por Torres et al. 

(2013) y por Dos Santos et al. (2013), con valores que parten de los 72 µg/ml. Sin 

embargo, cabe aclarar que en nuestro trabajo se ensayaron extractos totales con 

una combinación de compuestos de un complejo “hongo-sustrato” (la mayoría de 

las muestras) y no compuestos puros. Esta interacción de compuestos puede 

arrojar combinaciones sinérgicas o antagónicas que no podemos definir. La 

citotoxicidad sobre la línea MCF-7 arrojó un valor de IC50 de 72,42 µg/ml y de 

88,44 µg/ml para el extracto de G. sordulenta y de G. gargal en sauce, 

respectivamente. Los resultados de los esteroles del Capítulo 3, mostraron mayor 

abundancia de ergosterol y de dihidroergosterol en el cultivo de G. gargal en 

sauce respecto al cultivo de lenga y pino, y de un esterol que no se ha podido 

identificar en G. sordulenta cultivada en sauce que no se evidenció en lenga y 

tampoco en pino. Estos compuestos podrían ser los responsables de la citotoxidad 

en la línea de cáncer de mama MCF-7.  
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En nuestro caso la línea de cáncer de mama MCF-7 resultó ser más sensible a los 

extractos que la línea de osteosarcoma SAOS-2 salvo en las combinaciones de 

Grifola sordulenta con lenga y pino, donde se obtuvo mayor efecto citotóxico sobre 

las SAOS-2. 

Los cultivos como fuente de metabolitos con actividad medicinal representan una 

ventaja sobre la producción de esporomas ya que se acortan los tiempo de 

crecimiento y permite independizarse de la necesidad de domesticar las diferentes 

especies. Sin embargo, aún es necesario profundizar sobre esta interacción para 

conocer el mecanismo de acción. Resta analizar las diferentes fracciones, obtener 

y ensayar los compuestos puros para comprender mejor el efecto sinérgico que se 

genera entre los compuestos del hongo, los compuestos de la madera y los 

generados por el hongo al degradar esa madera.   

En el Capítulo 3 se detallaron los compuestos obtenidos y analizados por GC-MS 

de las especies de Grifola cultivadas en madera, y se logró identificar una serie de 

ácidos grasos y esteroles, posiblemente los responsables de estos resultados 

positivos de actividad citotóxica por los registros mencionados anteriormente. Los 

ácidos grasos que podrían presentar este efecto son: ácido palmítico, ácido 

linoleico, ácido oleico, ácido esteárico, ácido araquídico y ácido behénico; mientras 

que los esteroles obtenidos y que podrían presentar efecto son: el estigmasterol 

acetato, el ergosterol, el 3,5-dihidroergosterol, el dihidroergosterol, el β-sitosterol y 

otros derivados que no se han podido identificar (ver Capítulo 3). El ácido oleico 

fue detectado en todas las muestras en porcentajes superiores al 50%. El efecto 

citotóxico de este ácido graso ha sido probado en células de cáncer de mama 

HER-2 a partir de un extracto de aceite de oliva, con resultados similares al del 

medicamento comercial Trastuzumab (anticuerpo monoclonal), con un 48% de la 

reducción celular (Menéndez et al. 2005). Estos resultados coinciden con los 

nuestros, ya que el extracto de micelio de G. gargal posee efecto citotóxico sobre 

la línea de cáncer de colon HCT116 con valor de IC50 de 83,43 µg/ml; siendo este 

extracto abundante en ácido oleico y linoleico (Ver Capítulo 3). Diferentes fuentes 

de estos ácidos grasos fueron evaluados por Llor et al. (2003) frente a tumores de 

colon: el aceite de pescado, el aceite de oliva y el ácido oleico presentaron efecto 
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citotóxico positivo (inducción de la apoptosis) frente a la líneas HT-29 (mientras 

que el ácido linoleico presentó efecto negativo). Sin embargo, para la línea CACO-

2 el efecto fue negativo para los ácidos oleico y linoleico.  

La línea de cáncer de colon HCT116, resultó más sensible a los extractos 

evaluados, principalmente a los cultivos con G. gargal en sauce (IC50 de 67,50 

µg/ml) y al extracto de basidiomas de P. ostreatus (IC50 de 84,06 µg/ml). Los 

reportes con efecto citotóxico sobre esta línea de cáncer fueron demostrados por 

Osman et al. (2016) con fracciones de polisacáridos obtenidos a partir de micelio 

de Flammulina velutipes y Lentinula edodes. Los valores del IC 50 fueron de 10 y 

18 µg/ml, respectivamente. 

La micoterapia del cáncer se presenta como una disciplina de importancia a corto 

plazo, que se encuentra en pleno crecimiento. Los diferentes estudios dieron a 

conocer una amplia diversidad de compuestos y mecanismos de acción, sin 

embargo queda un gran número de organismos fúngicos por describir y de 

moléculas por descubrir. La utilidad de estos extractos o compuestos también 

deberá ser validada en tratamientos clínicos específicos y convencionales.  
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DISCUSIÓN GENERAL 

En el trabajo expuesto se puede observar la necesidad y utilidad que brindó el 

screening realizado sobre las diferentes especies y cepas, ya que al estudiar 

especies taxonómicamente diferentes y con un rol ecológico distinto, las 

propiedades y características variaron de tal forma que no fue posible cumplir con 

cada una de ellas todos los objetivos planteados inicialmente. 

A partir de la búsqueda de propiedades o capacidades fisiológicas se decidió 

seleccionar a las cepas de Pleurotus ostreatus como un organismo productor de 

enzimas, lacasas y pectinasas que sean utilizables en procesos biotecnológicos a 

bajas temperaturas o relacionados con tecnologías de alimentos. Ese ‘pool’ 

enzimático detectado cualitativamente y cuantificado posteriormente permitió, 

junto con las capacidades naturales de crecer sobre una conífera nativa como A. 

araucana, aprovecharlo para plantear estrategias de cultivo en sustratos 

regionales principalmente a partir de virutas y aserrines de pino de la industria 

forestal y desperdicios de la industria cervecera. Estos avances en la producción 

sobre sustratos resinosos brinda un escenario que podría ser optimizado para 

posibilitar el desarrollo de esta especie a gran escala con mayores rendimientos. 

La producción de esta cepa nativa arrojó valores de EBs superiores en las virutas 

de álamo y paja gramón, sustratos en los cuales la degradación de la 

hemicelulosa, celulosa, y lignina fue mayor. Los compuestos aromáticos presentes 

en las coníferas mostraron inhibición en el crecimiento y en la actividad de la 

enzima lacasa, evidenciado en las menores EBs obtenidas en pino. En cuanto a la 

producción de basiomas en sí, el trabajo desarrollado permite concluir que no sólo 

el sustrato es de bajo costo sino que, además, las condiciones para la obtención 

de basidiomas no requiere de equipamiento especial.  

Las virutas de lenga suplementada con residuos cerveceros resultaron un sustrato 

adecuado para el cultivo de Grifola gargal, en el cual, a pesar del prolongado 

tiempo del ciclo productivo, se desarrollaron basidiomas con EBs entre 12-25 %. 

Los otros 2 sustratos seleccionados y evaluados en la sección productiva de 

Grifola fueron las virutas de sauce y de pino. En estas se desarrolló una 
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colonización completa por G. gargal y G. sordulenta aunque no se obtuvieron 

basidiomas. Las dificultades para la producción de Grifola gargal y de Grifola 

sordulenta, contrariamente a lo observado en P. ostreatus,  cambió el foco de 

atención hacia el aprovechamiento de los sustratos colonizados por ambas 

especies. Con estos se planteó obtener compuestos de interés medicinal como los 

reportados en la especie del Hemisferio Norte: Grifola frondosa (Mizuno & Zuang 

1995). 

Esta actividad medicinal a partir de sustratos biotransformados por Grifola también 

fue reportada por Postemsky & Curvetto (2014) con aumentos en la actividad 

antioxidante, que fue atribuida a los compuestos fenólicos, a partir de cultivos en 

granos y cáscaras de semilla de girasol. En este trabajo se usó la biomasa 

“hongo-viruta” para evaluar el contenido de polisacáridos, de ácidos grasos y 

esteroles. 

Resultaron promisorias las aplicaciones de los extractos fúngicos y de los 

obtenidos a través de sustratos lignocelulósicos biotransformados para su uso 

como agentes inmunomoduladores positivos o como agentes citotóxicos frente a 

líneas de cáncer óseo, de mama y de colon. Principalmente los cultivos generados 

sobre sustratos a base de viruta de sauce y de lenga, tanto para Grifola gargal 

como para Grifola sordulenta, ya que a partir de estos se observó un aumento en 

el contenido de ROS y de NO, dos componentes generados en la respuesta 

inmune como agentes inflamatorios, y de efecto citotóxico sobre las líneas de 

cáncer de mama y de colon. El mismo sustrato fue fuente de polisacáridos por 

extracción en agua y de ácidos grasos y esteroles por extracción en metanol.  
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CONCLUSIONES 

Capítulo I. Crecimiento, actividad enzimática y selección de sustratos 

lignocelulósicos de los hongos comestibles degradadores de madera de los 

bosques de la Patagonia. 

1) Las cepas crecen eficientemente en un rango de temperatura de 18-20 ºC, y

presentan diferentes tasas de crecimiento. 

2) Las cepas degradaron eficientemente los colorantes textiles RBBR, xilidina,

verde de malaquita y azure B. Esta decoloración está asociada a las actividades 

lacasa y MnP detectadas en las cepas de Pleurotus y Grifola. 

3) Fistulina antarctica logró degradar el colorante textil azure B en medio líquido,

aunque esta capacidad no se pudo asociar a actividad por sideróforos. 

4) El análisis histoquímico de los sustratos leñosos mostró la degradación sobre

los diferentes componentes de la célula vegetal, y este modo de acción se 

relaciona con el ‘pool’ enzimático secretado por cada especie. 

Capítulo II. Producción de Pleurotus ostreatus sobre desechos lignocelulósicos 

regionales y ensayos cuantitativos de su actividad enzimática. 

1) Se degradaron efecientemente los lignanos del árbol, salvo el eudesmin y el

secoisolariciresinol-4-metil éter-9´-acetato, compuestos que resultaron muy 

recalcitrantes por su naturaleza química. 

2) Se demostró la capacidad de producción de cepas nativas en virutas de pino

suplementada con residuos cerveceros y ésta fue mayor que en las cepas que no 

provienen de los bosque de A. araucana. Estos resultados posibilitan la 

producción a gran escala a partir de residuos regionales resinosos. 

3) Se observaron dos isoenzimas diferentes de lacasa y la actividad a bajas

temperaturas no se vió afectada. Estas enzimas podrían ser usadas en procesos 

biotecnológicos o en la industria de los alimentos.  
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Capítulo III. Polisacáridos, metabolitos y cultivo de Grifola gargal y Grifola 

sordulenta. 

1) Ambas especies de Grifola colonizaron los sustratos regionales y se pudieron

obtener basidiomas. Los sustratos a base de lenga serían los más aptos para 

desarrollar un protocolo de domesticación.  

2) Los sustratos biotransformados fueron fuente de polisacáridos y particularmente

las combinaciones de G. sordulenta sobre sauce, y G. gargal sobre lenga y sauce 

generaron un efecto de inmunomodulación positiva. 

3) El contenido de ácidos grasos y esteroles varía entre las cepas y entre los

cultivos sobre virutas. 

Capítulo IV. Ensayos de citotoxicidad de extractos fúngicos frente a líneas 

tumorales humanas. 

1) Los sustratos biotransformados fueron fuente de metabolitos con actividad

citotóxica. 

2) La línea de cáncer de mama fue más sensible cuando se expuso a los extractos

provenientes de los cultivos de Grifola gargal y Grifola sordulenta sobre sauce. 

3) El extracto del micelio de G. gargal presentó actividad citotóxica frente a la línea

celular de cáncer de colon HCT116. 
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