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Resumen

En el reino Fungi existen diversas especies de
hongos capaces de causar pudricién blanca
de la madera, descomponiendo la lignina y la
celulosa. El objetivo de este trabajo fue aislar
e identificar, a partir de muestras de madera
en descomposicion, hongos filamentosos
con potencial actividad ligninolitica, que
puedan ser aplicados a futuros proyectos
biotecnolodgicos. Se han colectado
aleatoriamente muestras de carpdforos
pertenecientes al phyllum Basidiomycota
con la particularidad de provocar pudricion
de la madera. El lugar de recoleccion fue la
propiedad privada de la familia Hostettler
(S 26° 38.116' O 055°39.802" 264 m) que se
encuentra dentro de la reserva de San Rafael,
ubicada a 167 Km de la ciudad de Encarnacion,
Departamento de ItaplUa, Paraguay. Se
lograron aislar e identificar 2 hongos con
dichas propiedades: Trametes sp. y Polyporus
sp., siguiendo las claves taxondmicas para su
identificacion. La capacidad de estos hongos
para ser utilizados en la biorremediacién y en
las industrias permite que éstos sean un recurso
biotecnoldgico sumamente importante.
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Abstract

In the Fungi kingdom there are several species
of fungi capable of causing white-rot of the
wood, decomposing lignin and cellulose. The
objective of thiswork was toisolate and identify,
from samples of decaying wood, filamentous
fungi with ligninolytic activity, which can
be applied to the future in biotechnology.
Samples of carpophores belonging to the
phyllum Basidiomycota have been collected
randomly with the particularity of causing
wood rot. The place of collection was the
private property of the Hostettler family (S 26°
38.116' W 055°39.802' 264 m) that is located
within the San Rafael reserve, located 167 km
from the city of Encarnacién, Department of
Itapta, Paraguay. They were able to isolate
and identify 2 fungi with these properties:
Trametes sp. and Polyporus sp., following the
taxonomic keys for identification. The ability
of these fungi to be used in bioremediation
and in the industries give them an extremely
important biotechnological resource.

Keywords: San Rafael Reserve, White-rot
fungi, ligninolytic activity.
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Introduccion

A nivel mundial, se estima que existen mas
de 1,5 millones de especies de hongos. Estos
se dividen en 5 phyllum: Chrytidiomycota,
Zygomycota, Ascomycota, Basidiomycota y
Deuteromycota (Hawksworth, 2001, Garcia et
al., 2014). Dentro del phyllum Basidiomycota,
se encuentran la mayoria de los hongos
causantes de la putrefaccion de la madera
(Encinas y Mora, 2016). La pudricién de
madera es uno de los tipos de enfermedades
mas comunes en los arboles urbanos
(Luley, 2005). Estos hongos poseen diversas
propiedades que se podrian aprovechar en
procesos biotecnoldgicos. Debido a que
tienen la capacidad de degradar la madera
hasta su total mineralizacion mediante
sistemas enzimaticos y no enzimaticos
(Hernandez Mendieta et al, 2013; Orozco
Mosqueda et al.,, 2015). La degradacién fungica
implica la descomposicion de los principales
componentes de la pared celular: celulosa,
hemicelulosas y lignina de diferentes modos
y en proporciones distintas resultando en 3
tipos de pudricién: blanca, castafia y blanda
(Murace et al., 2010).

Este grupo de hongos es el mas importante
dentro de los organismos responsables
de la biodegradacién del polimero natural
mas complejo que existe, la lignina. Para su
degradacién y mineralizacion, el hongo utiliza
un complejo enzimatico con actividades de
oxidasas y peroxidasas (Quintero Diaz, 2011;
Garcia Ortiz et al., 2017). Otra enzima de amplia
distribucién entre los hongos de pudricion
blanca es la lacasa, también importante
para su aplicacion en biotecnologia (Orozco
Mosqueda et al., 2015).

La presente investigacion tuvo como objetivo
aislar e identificar, a partir de muestras de
madera en descomposicion de la Reserva
de San Rafael, hongos filamentosos con
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potencial actividad ligninolitica, que puedan
ser aplicados a futuro en la biotecnologia.

Materiales y métodos

La recoleccion de las muestras se realizd
dentro de la propiedad privada de la familia
Hostettler (S 26° 38.116" O 055°39.802' 264 m),
ubicada en la reserva de San Rafael, a 167 Km
de la ciudad de Encarnacién, Departamento
de Itapua, Paraguay, en el mes de octubre del
afo 2018. Los basidiocarpos colectados fueron
colocados en bolsas plasticas y conservados
en heladera hasta su posterior analisis.

Elaislamientoinvitroserealizb enelLaboratorio
de Microbiologia de la Facultad de Ciencias
y Tecnologia de la Universidad Nacional
de Itapua. Para ello, se realizaron cortes de
pequefias porciones internas del contexto
del basidiocarpo utilizando un bisturi. Para el
lavado y desinfeccion de estas porciones, se
procedio a utilizar una bateria de desinfeccion
descrita por Martinez (2016). La metodologia
consistié en el empleo de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 5 % (v/v), alcohol etilico al 70 % (v/v)
y agua destilada estéril, los trozos de contexto
fueron remojados durante 10 segundos en
cada una de estas soluciones. Posteriormente,
los pequefios fragmentos desinfectados se
colocaron en placas de Petri conteniendo agar
papa dextrosa (PDA) al 3,9 % (Britania Lab®,
Argentina) suplementados con antifungico
(carbendazim 0,001 %) y antibidtico (ampicilina
0,015 %), para impedir el desarrollo de hongos
de crecimiento rapido y bacterias. Las placas
se incubaron a 28+1 °C durante 5-7 dias.
Finalmente, se efectuaron resiembras hasta
la purificacion completa de las cepas. Los
cultivos axénicos fueron conservados en el
cepario de la Facultad de Ciencias y Tecnologia
de la Universidad Nacional de Itapua.
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La identificacion macroscopica de las cepas
aisladas fue realizada de acuerdo a las claves
taxondmicas: 1) Tipo de cuerpo fructifero;
2) Tipo de carpdforo; 3) Tipo, color, forma,
superficie, tamafio y presencia o ausencia
de escamas en el pileo/sombrero; 4) Tipo,
color, forma, superficie, tamafio y presencia
o ausencia de anillo y/o volva del estipe/
pie; 5) Color y presencia de laminillas o
poros en el himendforo; y finalmente, 6)
Composicion y color del contexto. Por otra
parte, la identificacibn microscopica se
llevd a cabo utilizando la técnica de la cinta
pegante, en la cual el micelio aéreo se une a
la superficie adhesiva de la cinta, facilitando su
separacion de la colonia. Se colocé una gota
de lactofenol azul de algoddn (Carlo Erba®)
en un portaobjetos y se inserto la tira de cinta
conteniendo el micelio para su observacion
microscopica. Las principales caracteristicas
microscopicas observadas fueron el sistema
de hifas y la presencia o ausencia de fibulas.

Resultados

Las muestras de hongos desarrolladas sobre
madera en descomposicion, colectadas
de la Reserva de San Rafael, se aislaron
perfectamente utilizando como medio de
cultivo PDA, en las condiciones ensayadas.
Los cultivos axénicos fueron identificados
como Trametes sp. y Polyporus sp., siguiendo
las claves taxondmicas macroscépicas y
microscopicas.

Trametes sp. es clasificado taxonémicamente
como: Reino: Fungi, Divisién: Basidiomycota,
Clase: Agaricomycetes, Orden: Polyporales,
Familia: Polyporaceae. Género: Trametes.

El carpdforo fue encontrado en un grupo
creciendo en racimos sobre un tronco
en descomposicion. Las  caracteristicas
macroscopicas evaluadas y descritas fueron:
Tipo de cuerpo fructifero: hongo de repisa.
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Pileo: Sentado o imbricado, dimidiado, con
una superficie pilosa y escamosa. Visiblemente
zonada con tonos verdes, marron claro,
crema y blanco. Bordes de color marrén
claro. Himenoforo: superficie porosa. Estipe:
ausente. Contexto: insustancial, blancuzco,
duro y corcho. Olor y sabor no distintivos.

Los micelios observados en el aislamiento
fueron de color blanco con aspecto
pulverulento. Finalmente, microscépicamente
se observaron el sistema y la forma de las
hifas. El sistema de hifas es trimitico, con
hifas generativas delgadas y gruesas. No se
visualizaron esporas. Se observé la presencia
de fibulas.

Figura 2. Caracteristicas del cuerpo fructifero
Trametes sp.

Referencias: A) Caracteristicas macroscopicas
del cuerpo fructifero, presencia de poros en el
himenodforo; B) Caracteristicas del crecimiento
in vitro de la cepa a los 7 dias de incubacién; C)
Caracteristicas microscopicas: presencia de fibulas.
Fuente: Elaboracion propia.

Por otra parte, Polyporus sp. se clasifica
taxonémicamente como: Reino: Fungi, Division:
Basidiomycota, Subfilum: Agaricomycoina,
Clase: Agaricomycetes, Orden: Polyporales.
Familia: Polyporaceae, Género: Polyporus.

Se encontraron dos carpéforos juntos en
una rama pequefia en descomposicion. Las
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caracteristicas macroscopicas evaluadas y
descritas fueron: Tipo de cuerpo fructifero:
hongo de sombrero. Pileo: plano-convexo,
infundibuliforme, con una superficie pileica
del tipo liso, de color marrén, de 1,5 a 3 cm
de didmetro. Himendforo: Presencia de poros
circulares. Estipe: del tipo cilindrico, central,
de color marrén con motas, de 1,2 — 3 cm de
altura. Contexto: suberoso. Olor y sabor no
destacables.

En cuanto a las caracteristicas del aislamiento,
se observaron micelios de color blanco y
aspecto pulverulento. Microscopicamente
se observd un sistema de hifas dimitico, con
hifas generativas delgadas, con ramificaciones
no uniformes. No se visualizaron esporas. Se
apreciaron fibulas a lo largo de las hifas.

Figura 1. Caracteristicas del cuerpo fructifero
Polyporus sp.

Referencias: A) Caracteristicas macroscépicas
del cuerpo fructifero, presencia de poros en el
himendforo; B) Caracteristicas del crecimiento
in vitro de la cepa a los 5 dias de incubacion; C)
Caracteristicas microscopicas: presencia de fibulas.
Fuente: Elaboracion propia.

Discusion

El  género  Trametes se  caracteriza
morfolégicamente por su basidioma pileado
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con un sistema hifal trimitrico y esporas no
amiloides, no dextrinoides y de pared delgada,
cistidia himenial (Ferreira et al., 2018). Debido
a que, ciertas especies poseen caracteristicas
macroscopicas similares, no se pudo llegar a la
especie del hongo encontrado en la Reserva de
San Rafael. Del mismo modo, la identificacion
de la especie de Polyporus ha sido dificultoso.
Polyporus varius y P. badius se caracterizan
por presentar una costra negruzca en el pie y
son muy parecidos, se diferencian porque P.
varius solo tiene la costra en la base, hifas con
fibulas y pileo amarillo ocraceo; mientras que
P. badius tiene la costra hasta el comienzo del
himendforo, hifas sin fibulas y pileo marréon
rojizo (Niemela y Kotiranta, 1991; Borges da
Silveira, 2006).

La capacidad de Trametes sp. de degradar
colorantes de diferentes tipos se ha reportado
por varios autores (Cortazar Martinez et al.,
2012). La biodegradacion de tintes y efluentes
textiles utilizando hongos potenciales es un
proceso comparativamente barato y seguro
para el medio ambiente, para descomponer
o mineralizar los compuestos de colorantes
sintéticos poco o menos degradantes (Singh,
2017).

La accion de los hongos como degradadores y
decolorantes se realiza a través de enzimas, asi
como porlaabsorcion,adsorciényacumulacion
de colorantes delos efluentes (Ramachandrany
Gnanadoss, 2013). En la investigacion realizada
por Cano et al. (2012) se encontraron que, la
remocion de colorantes textiles con enzimas
intracelulares, asociadas y extracelulares
de Trametes versicolor es comparable o
superior a la eficiencia de remocién reportada
por los métodos de inmovilizacion con
Phanerochaete chrysosporium. Por otra parte,
en el estudio realizado en el Bosque Atlantico
en Misiones Argentina fueron seleccionados
por su produccion de enzima degradadora
de lignina seis especies del género Polyporus
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(P arcularius, P. arcularioides, P. tricholoma, P.
cfr. Tricholoma y P varius). El anélisis de los
resultados mostré que sus lacasas presentaron
una estabilidad térmica y una temperatura
optima por encima de 70°C, lo que representa
una fuente interesante de enzimas termo
tolerantes para aplicaciones biotecnolégicas
(Grassi et al., 2018).

La aplicacion mas importante de estos hongos
es la micorremediacion, debido a que son
capaces de degradar una amplia variedad
de compuestos organicos persistentes. La
ventaja ante otros microorganismos se basa
en su capacidad de tolerar concentraciones
considerablemente altas de contaminantes y
para crecer a bajos valores de pH. Asimismo,
gracias a la extension de sus hifas, pueden
alcanzar contaminantes en el suelo, que
no son biodisponibles ni biodegradables
para otros organismos. Finalmente, dado
que requieren de sustratos lignoceluldsicos
para su crecimiento, es posible adicionar a
los sitios contaminados, residuos de muy
bajo costo como viruta de madera, carozo
de maiz o paja de trigo, para promover su
crecimiento e incrementar la degradacion de
los contaminantes (Quintero Diaz, 2011).

Conclusién

Pese a la importancia y la funciéon de los
macrohongos son pocos los estudios que
abordan su taxonomia y posibles usos. La
relevancia del presente trabajo radica en
el aislamiento e identificacion de hongos
degradadores de madera de la Reserva
de San Rafael, debido a que, son capaces
de sintetizar metabolitos importantes con
potencial biotecnolégico. La conservacion de
los mismos para su posterior aplicacién es de
suma importancia para el desarrollo futuro de
investigaciones en el area. El empleo de hongos
potenciales es un proceso comparativamente
barato y seguro para el medio ambiente.
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