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RESUMEN.

La caracterizacion taxondmica y quimica de Hongos Macromicetos, fue el objetivo
central de esta investigacion, debido a que datos referenciales confirman que este tipo
de organismos no son de gran estudio e interés pero los que se han realizado
proporcionaron informacion, sobre la importancia de este tipo de hongos en el area de
la industria, la medicina, entre otros (Pérez Clavijo, 2011)

Para el desarrollo de este proyecto fueron tomados del Jardin Botanico de la
Universidad Tecnolégica de Pereira (JBUTP) algunos ejemplares de Hongos
Macromicetos y posteriormente se analizaron a través de técnicas clasicas como
analisis microscopico (por medio de tinciones) y macroscopico (con ayuda de claves
dicotoémicas) y técnicas recientes como espectroscopia infrarroja (por medio del equipo
Agilent 630 ATR-FTIR, el cual proporciona resultados confiables de los grupos
funcionales mas representativos de cada uno de los hongos); logrando cumplir de esta
manera el objetivo planteado. Ademas, con los ejemplares recolectados, se logro la
caracterizacion taxonémica y su clasificacion hasta Especie. Siendo la divisién
basidiomicete del reino funiji, el Gnico entre ellos, clasificado en cuatro de sus familias
(Hymenochaetaceae, Inocybaceae, Sparassidaceae, Ganodermataceae) y en su
género y especie (Ganoderma applanatum, Phellinus spp, Sparassis Crispa, Tubaria
furfuracea, Phellinus Robiniae). (Asturnatura, 2004)

Esta caracterizacion taxonémica y quimica, es de gran importancia debido a que es la
base para realizar posteriormente ensayos de actividad biolégica en areas como la
Bioprospeccién y la Biorremediacion.

Palabras claves: Biorremediacion, analisis macroscépico, analisis microscopico,
espectroscopia infrarroja, basideomicete.
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INTRODUCCION.

Los Macromicetos o Macrohongos (prep. lat. macro=grande y kethos= setas), son
hongos que poseen estructuras con esporas grandes, faciles de observar y que se
forman por encima o por debajo del suelo, pueden ser comestibles o0 venenosos, por lo
general son saprofitos o parasitos de &rboles y en algunas ocasiones viven en
simbiosis con plantas formando ectomicorrizas. (Carrillo, 2003). A nivel mundial, los
hongos son el segundo grupo de organismos mas diverso después de los insectos,
con aproximadamente 1,5 millones de especies, de las cuales solo se conoce el 4,5%.
El conocimiento de estos organismos en Colombia es incipiente, ya que se tiene poco
interés en el estudio de estos porque su identificacién es una tarea dispendiosa. Los
inventarios flngicos permiten registrar el ambiente poco explorado de estos
organismos, esta actividad ayuda al monitoreo de las regiones que presentan dicha
diversidad e indican el grado de variabilidad fungica (aparicion y desaparicion de
especies de hongos) (Canceco Zorrilla, 2011). Los hongos en el suelo pueden
desempeniar funciones vitales en los ecosistemas, ademas de la descomposicion de la
materia organica también esta el reciclado de nutrientes y el mantenimiento de la
rizosfera, entre otras. El impacto humano sobre estos organismos, como en
otros muchos casos, altera su estructura (anatomia), dinamica (fisiologia) y
biodiversidad (metabolismo); sin embargo, la falta de buenos inventarios
impide conocer como son afectados realmente, ya que esto requiere mucho trabajo a
la hora de profundizar sobre el verdadero rol que pueden desempefar en la
naturaleza. Por otra parte, se han encontrado y analizado en ellos las concentraciones
de 35 elementos quimicos, incluyendo metales pesados y es cuestion de estudio
evaluar las concentraciones a las cuales pueden utilizarse a nivel de control de plagas,
biorremediacion, farmacoldgico o interés industrial.

Los macromicetos se dividen en dos grandes grupos, basidiomicetos y ascomicetos

(Mueller et al.,, 2007). Esta clasificacion se basa en las caracteristicas de su
heteromorfismo, formacién de esporas, presencia de quitina en sus paredes y cuerpos
fructiferos (Carranza Diaz, 2006). Los ascomicetos son hongos con micelio tabicado
gue producen ascosporas endégenas facilitando de esta manera la reproduccién
sexual, mientras que los basidiomicetos presentan una reproduccion asexual que se
da por esporas exbégenas (conidios o conidioesporas). Con aproximadamente
unas 64000 especies es la Division (phylium) mas grande del Reino Fungi, ya que
pueden ser unicelulares y tal6fitos. (Starr, Taggart, Evers, & Starr, 2006).

Los macromicetos han sido parte de la cultura humana desde hace miles de afios y
aparecen descritos como alimento humano en las més importantes civilizaciones de la
historia. Se les han atribuido muchisimas propiedades farmacéuticas, como por
ejemplo anticancerigenas, antitumorales, hipocolesterolémicas, antivirales,
antibacterianas, inmunomoduladoras, entre otras (Suérez Arangoa & Nieto, 2013).
Dada la demanda comercial actual y la produccién de hongos por cultivos en tierra 'y
madera muerta, la identificacién de los mismos por los métodos tradicionales resulta
en algunos casos muy dispendioso, razén por la cual la biotecnologia y las técnicas
instrumentales (como la espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier, FT IR)
son fundamentales para el desarrollo de técnicas rentables y de facil manejo que

13
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permitan caracterizar, clasificar y reproducir facilmente los Macrohongos, reduciendo
tiempo y costos, ademas, impulsando de esta manera el interés comercial y
académico de los mismos (Santos Cledir, Fraga Marcelo E., Kozakiewicz Zofia

Kozakiewicz, & Nelson, 2010).
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION.

El Jardin Botanico de la Universidad Tecnolégica de Pereira (JBUTP), debido a que es
un bosque tropical humedo y su humedad relativa es lo suficientemente significativa
para el habitat de muchas variedades de organismos, es un lugar con una rica
diversidad de flora y fauna que ha sido identificada en su mayor parte, pero existe una
gran variedad de organismos como son los hongos, que hasta el momento no han sido
objeto de estudio. Datos bibliogréficos afirman que una gran variedad de hongos
poseen caracteristicas de interés biol6gico y quimico a nivel de la biorremediacion de
suelos y citotoxicidad, algunos otros pueden ser comestibles, medicinales y/o
alucinégenos, pero ademas, pueden ser patdgenos tanto para especies vegetales
como animales. Estas caracteristicas podrian ser propias de uno o varios de los
hongos que se encuentran adn sin clasificar en el JBUTP y que no se les ha dado gran
importancia sabiendo que poseen un gran valor agregado en otras partes del mundo,
debido a sus mismas caracteristicas fitoquimicas.

Como se ha mencionado, a los hongos que se encuentran en el JBUTP no se les ha
realizado ningun tipo de estudio, debido a esto, se ha considerado que es importante y
pertinente iniciar con su identificacion taxon6mica y quimica, pues es la base para
continuar realizando investigaciones sobre este tipo de organismos y demostrar con
fines practicos la importancia y las multiples aplicaciones que pueden llegar a tener
sus metabolitos.

15
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2. JUSTIFICACION.

Colombia es un pais que se encuentra dentro de una zona tropical privilegiada del
mundo; por su variedad de climas, permite el crecimiento y la generacion de mdaltiples
formas de vida, que hacen que se caracterice por su gran biodiversidad. En los
bosques tropicales colombianos se ha encontrado un ambiente 6ptimo para el
crecimiento de hongos silvestres, especialmente en la madera, pero con la abundancia
de guaduales es comun encontrar los hongos adheridos a estos. Algunos hongos,
especialmente Macromicetos, pueden generar diferentes alternativas con miras a la
obtencion de fibras para diversos procesos industriales, terapéuticos y alimenticios o
enfocados a otras investigaciones que permitan mejorar la calidad de vida,
convirtiéndose en una excelente alternativa natural y sin efectos adversos tanto para
el medio ambiente como para el ser humano. Razdén por la cual es importante realizar
estudios orientados al reconocimiento de la micobiota asociada al cultivo de guadua y
diferentes ecosistemas como humedales y profundizar en los posibles beneficios
industriales que puedan ofrecer estos organismos. (Gloria.Maria.Restrepo.F.,
Patricia.Eugenia.Vélez.A., Paula.Andrea.Botero.A., & Catalina.Pulido.V., 2005).

Desde siempre los hongos han intrigado al ser humano, que no era capaz de
comprender su sistema de reproduccion, sus propiedades alucinégenas, sus efectos
mortales o sus grandes cualidades culinarias. A causa de esto, a través de la historia
los hongos han sido estudiados, pues actualmente el Reino Fungi se cree que pueda
tener aproximadamente 300000 especies. De estos, tan s6lo encontramos descritas
28700 especies de hongos macroscopicos y otros tantos que no han sido estudiados.
En definitiva, la Micologia es una ciencia relativamente nueva que nos ayuda a
conocer el complejo y singular mundo del Reino de los Hongos; disciplina que cada
dia se hace méas necesaria conforme vamos conociendo su material de estudio, puesto
que aumenta el uso, importancia y aplicacion de estas espectaculares formas de vida
(BARCO, PIEDRAHITA, & GREDOQS)

Debido a que cada vez crece la variabilidad de los hongos, se hace mas importante su
estudio y es por eso que se debe iniciar con su identificacion para posteriormente
buscarles posibles aplicaciones. Para realizar su identificacién se pueden llevar a cabo
varias técnicas o métodos, uno de los mas utilizados es la clasificacién de especies
mediante sus caracteristicas morfofisiologicas, pero que presenta inconvenientes ya
que no da una informacién de gran confiabilidad quimica, pero que si ayuda como un
punto de partida para establecer su accion sobre otro tipo de organismos. Ahora bien,
con la incorporacién de la Bioquimica y la Biologia Molecular (por ejemplo, isoenzimas,
y secuenciamiento de nucleétidos) en la taxonomia flungica, se han podido resolver
algunos de los problemas que acarreaban los métodos tradicionales. Pero hoy en dia
se ha descubierto que hay técnicas més rapidas y fiables tal como la espectroscopia
infrarroja la cual es sencilla, rapida y sensible y ayuda a determinar dichas
caracteristicas. Ademas, la cantidad de informacion ya existente de bandas
espectrales caracteristicas de diferentes organismos, resulta de gran ayuda en la
elucidacion de diferentes especies de hongos (Cledir Santos, Marcelo E. Fraga, Zofia
Kozakiewicz, & Lima, 2010).
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3. OBJETIVOS.
3.1 GENERAL:

Identificar mediante andlisis Taxondmico y Quimico, Hongos Macromicetos que se
encuentran en el Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.

3.2 ESPECIFICOS:

e Clasificar mediante tinciones de forma macro y microscépica los Hongos
Macromicetos.

e Aislar por medio de agares especificos y elegir el mejor medio para el
crecimiento de las muestras de hongos recolectadas.

e Caracterizar los hongos Macromicetos hallados en el JBUTP a través analisis
por espectroscopia infrarroja con ATR (Attenuated Total Reflectance).

17
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4. MARCO TEORICO.
4.1 Hongo:

Pueden ser organismos unicelulares o pluricelulares, eucariéticos, productores de
esporas, carentes de clorofila, heterétrofos, se reproducen tanto sexual como
asexualmente y usualmente son filamentosos, ramificados, con estructuras somaticas
llamadas hifas y tipicamente rodeados de paredes celulares. Las hifas son tubos
largos y finos, por lo que tienen una gran superficie externa. Esto constituye una gran
ventaja para los hongos, ya que obtienen su alimento absorbiendo materia orgénica
desde el exterior a través de las paredes celulares (Cubas, 2007). Incluidos en este
reino se encuentran los champifiones u hongos con forma de concha (setas), mildéus
polvosos, mohos del pan, levaduras, morillas y trufas, por nombrar algunos (Suarez
Arango, 2010).

Los hongos se reproducen por medio de esporas, cuando las condiciones son
favorables la espora germina, surgiendo de ella una primera hifa, por cuya extension y
ramificacién se va constituyendo un micelio. La velocidad de crecimiento de las hifas
de un hongo es verdaderamente espectacular: En un hongo tropical llega hasta los
5mm por minuto. Las esporas de los hongos se producen en esporangios, ya
sea asexualmente o como resultado de un proceso de reproduccién sexual.

En este dltimo caso, la produccion de esporas es precedida por la meiosis de las
células, de la cual se originan las esporas mismas. Las esporas producidas a
continuacién de la meiosis se denominan meiosporas. Como la misma especie del
hongo es capaz de reproducirse tanto asexual como sexualmente, las meiosporas
tienen una capacidad de resistencia que les permite sobrevivir en las condiciones mas
adversas, mientras que las esporas producidas asexualmente cumplen sobre todo con
el objetivo de propagar el hongo con la maxima rapidez y con la mayor extension
posible.

El micelio vegetativo el cual no cumple con las funciones reproductivas, tiene un
aspecto muy simple, porque no es mas que un conjunto de hifas dispuestas sin orden.
La fantasia creativa de los hongos se manifiesta sélo en la construccién de cuerpos
fructiferos, los cuales, como indica el nombre, sirven para portar los esporangios que
producen las esporas(micologia, 2014).

4.1.1 Hongos Macromicetos:

Son aquellos hongos cuyos carpéforos o cuerpos fructiferos pueden ser vistos a
simple vista, cominmente se dice que son organismos macroscopicos, sin embargo,
esta afirmacion es falsa, ya que es solamente el carpéforo el que puede ser visto a
simple vista. Estos hongos estan formados por hifas ramificadas que se retnen en
cordones y cuerpos de reproduccion visibles, son sapréfitos y pueden realizar
simbiosis con plantas, formando ectomicorrizas 0 como parasitos sobre los arboles
(Suérez Arango, 2010).
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4.1.2 Clasificaciéon de los Hongos Macromicetos:

Todos los taxonomistas coinciden en que los hongos macromicetos se dividen en
cuatro phylium: Chytridiomycota, Zygomycota, Ascomycota y Basidiomycota.

4.1.2.1 Chytridiomycota.

Sus 700 especies producen esporas y gametos que se impulsan por medio de
flagelos. Son los Unicos hongos con células flageladas en cualquier etapa de su ciclo
vital y por esta razon, durante algun tiempo fueron clasificados como protistas; sin
embargo, los andlisis de sus secuencias de nucledtidos demuestran que estos
organismos son hongos. También comparten varias enzimas y rutas bioquimicas
importantes con los hongos y poseen el resto de las caracteristicas del reino Fungi. La
mayoria de los quitridiomicetos se componen de células esféricas o hifas cenociticas
con solo unos cuantos septos. En algunos de ellos, las hifas forman espigadas
estructuras ramificadas, parecidas a las raques, denominadas rizoides, que crecen
hacia el interior del suministro de alimento y mantienen el hongo en su sitio (Figura 1).
Muy a menudo, estos hongos viven como mohos acuaticos o en el agua dulce, en
hojas, ramas 0 animales muertos; otras especies son marinas y algunas viven en el
suelo. Varias especies provocan enfermedades en cultivos de papa, como la sarna
verrugosa, una grave enfermedad de este tubérculo (Starr et al., 2006).
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Figura 1 Ciclo de vida de Chytridiomycota.

La reproduccién asexual implica la produccion de esporas haploides en los esporangios. La reproduccién
sexual comienza con la fusiéon de los gametangios de diferentes tipos de unién (plasmogamial, seguida de
la fusién nuclear cariogamial y de la meiosis).

Fuente: (Starr et al., 2006).
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4.1.2.2 Zygomycota.

Se han identificado mas de 1000 especies de zigomicetos. La mayoria forma hifas
cenociticas, habitan en plantas y animales muertos, asi como en cualquier otro tipo de
materia organica. Algunos viven como endosimbiontes en el tracto digestivo de
artropodos, mientras que otros son los componentes fungicos de las endomicorrizas.
Estos hongos son los responsables por causar muchos tipos de podredumbre blanda
en las frutas y unas pocas enfermedades parasiticas en los animales. Ejemplo de ellos
tenemos el Rhizopus, que es uno de los numerosos hongos que suelen crecer en el
pan, la fruta y otros alimentos humedos, ricos en carbohidratos. Los micelios haploides
de Rhizopus se extienden con rapidez por el alimento, absorbiendo los nutrientes. Los
conservantes y preservantes en los alimentos, como el propionato de calcio o el
benzoato de sodio, son bastante efectivos en la inhibicion del crecimiento de este y
otros tipos de hongos (al menos, por un tiempo). Al igual que otros zigomicetos,
Rhizopus puede realizar tanto la reproduccién asexual como la sexual y en ambas
participan esporas. En un medio estable predomina la reproduccién asexual. Los
micelios extienden hifas especializadas, denominadas estolones, a lo largo de la
superficie del alimento. Donde quiera que los estolones toquen la superficie, ahi
crecen los rizoides en el alimento; estas estructuras desarrollan hifas verticales
denominadas esporangioforos, cada una de las cuales forma un esporangio negro en
la punta y se logran ver durante el crecimiento del moho en una rebanada de
pan.(Starr et al., 2006).

4.1.2.3 Ascomycota.

Estos hongos pueden ser unicelulares o estar formados por un micelio de paredes
quitinosas, con septos transversales incompletos (presentando un poro central). Las
hifas pueden ser uni o multinucleadas, homo o dicariéticas ramificadas. La principal
caracteristica de estos hongos es que como producto de su reproduccion sexual se
forman unos sacos o bolsas llamados ascos, los cuales, contienen en su interior a las
esporas de origen sexual (ascosporas). Los cuerpos productores de ascos se
denominan ascocarpos. En la gran mayoria de las especies se forman cuerpos
fructiferos macro o microscoépicos, que contienen a su vez uno 0 muchos ascocarpos;
sin embargo, algunas especies no forman cuerpos fructiferos ni ascocarpos y los
ascos quedan al descubierto y son diseminados en el micelio (Starr et al., 2006).

4.1.2.4 Basidiomycota.

Las esporas que dan nombre a este grupo de hongos son las basidiosporas,
producidas exdgenamente en 6rganos especiales, los basidios. En los Basidiomicetes
superiores se producen cuatro basidiosporas tipicas y los basidios se encuentran en
laminillas (lamelas) de los basidiocarpos carnosos. Los Basidiomicetes inferiores
tienen un ciclo vital mas complicado y su lugar en la clasificacion taxonémica no es
muy seguro. Un buen grupo de especies de Agaricales (hongos con laminillas) pueden
desarrollarse en cultivos artificiales o sintéticos. Una actividad muy importante de los
basidiomicetos es la descomposicion de la madera, papel y otros derivados de
productos naturales. Estos hongos, por lo tanto son capaces de producir celulasas y
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enzimas capaces de catabolizar la lignina y utilizarla como fuente de carbono y
energia. La descomposicién de la lignina en la naturaleza es dificil y es realizada por
un reducido grupo de hongos basidiomicetos, que producen la llamada “podredumbre
de la madera”. Existen dos tipos de podredumbre, la marrén, en la que solamente se
degrada la celulosa pero no la lignina y la blanca, en la que ambos polimeros son
degradados eficientemente (Suarez Arango, 2010)

4.1.2.4.1 Ciclo de vida de los basidiomicetes.

La forma de reproduccion de los hongos se da a través de esporas. Los hongos
superiores poseen en el himenio células madre, encargadas de producir las esporas,
llamadas basidios (en los basidiomicetes). Las esporas son lanzadas por el himenio al
exterior, si se depositan en lugares humedos y de condiciones favorables, daran
origen al micelio, éste crecera bajo tierra o lefios dando lugar a una seta con basidios
en su himenio y se producirdn las esporas para que sean nuevamente liberadas al
exterior y se complete el ciclo de reproduccion (Suarez Arango, 2010).

4.1.2.4.2 |dentificacion de los Basidiomicetes.

En Colombia el estudio de los hongos macromicetos ha tenido muy poca relevancia,
ya gue solamente se han caracterizado especies en la ciudad de Villavicencio y en los
departamentos de Caldas y Choc6. Las técnicas mas comunes son las de
identificacion macro y microscopica; sin embargo, son técnicas muy dispendiosas y
gue poseen un porcentaje de error alto, a diferencia de las técnicas instrumentales que
desde hace un tiempo han cobrado gran interés e importancia a la hora de identificar y
clasificar especies; un ejemplo de ello es la espectroscopia de infrarrojo, que mediante
la elucidacion de grupos funcionales, clasifica a los organismos en diferentes niveles
taxondmicos y tiene en cuenta el estado fisioldgico de la forma de vida analizada, ya
que el espectro refleja la composicion bioquimica de las células en estudio (Santos
Cledir et al., 2010).

4.2 Espectroscopia Infrarroja.

Es una técnica confiable, rapida y amigable con el medio ambiente, debido a que el
uso de reactivos es minimo (solvent less). El fundamento de la técnica es un espectro
infrarrojo (IR) que constituye un patrén altamente especifico semejante a una “huella
digital”, que representa la composicién quimica global del analito y que, por lo tanto,
permite su caracterizaciéon estructural. El espectro infrarrojo con trasformada de
Fourier (FT-IR) de una célula es el resultado de la absorcién de todos los modos
vibracionales de los enlaces quimicos de las moléculas que la constituyen,
principalmente macromoléculas como nucle6tidos, DNA, RNA, proteinas,
carbohidratos y lipidos (Kikot, 2012).

Debido a la complejidad inherente a la interpretacion de los espectros, se han

desarrollado sistemas de reconocimiento basados en técnicas de analisis estadistico
multivariado que permiten la caracterizacion e identificacion microbiana, asi como la
cuantificacion de componentes celulares. El FT-IR combinada con técnicas de analisis
multivariante ha sido propuesto en los ultimos afios como un método fisicoquimico
alternativo para la identificacién y caracterizacién molecular de células. Mediante esta
metodologia es posible analizar directamente espectros de células enteras, sin ningin
tipo de tratamiento ni uso de reactivos especiales, tiene bajos costos operativos y lo
gue es mas importante, permite obtener resultados en tiempos reducidos. La
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aplicacion de metodologias basadas en FT-IR ha sido capaz de identificar células
(hongos) a nivel de Género, Especie y aun, de cepa (Kikot, 2012).
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5. PARTE EXPERIMENTAL.
5.1 Informacion General.

5.1.1 Ubicacion.

El proceso investigativo se desarrollé en las instalaciones de la Universidad
Tecnoldgica de Pereira, Jardin Botanico de la Universidad Tecnologica de Pereira
(Figura 2), Escuela de Quimica y Laboratorio de Microbiologia de la misma
Universidad.

143609 153000 154000 Neae0 14400

naway DISEE reianen niares Tneasa

Figura 2 Zona de muestreo, Jardin Boténico de la Universidad Tecnolégica de Pereira.
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5.1.2 Duracion.

El desarrollo de este proyecto se llevd a cabo en un lapso de tiempo de seis meses,
comprendido entre Junio a Diciembre del afio 2013.

5.1.3 Procedimiento

El proceso realizado de forma general para la identificacion de los Hongos
Macromicetos y el anlisis del suelo donde estos se encontraban, se muestra en la

TOMA DE MUESTRA

Figura 3.
SUELO
ANALISIS ANALISIS
FISICO QUIMICO
| TEXTURA
| [conpbucTIVIDAD
{GRANULOMETRIA RN
DENSIDAD o'\gé;[i\ﬁ?A
APARENTE
. FOSFORO(P)
| | RETENCION DE

HUMEDAD

Figura 3. Esquema del proceso practico del proyecto.

Fuente: Del autor.
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5.2 Recoleccién de muestras de suelo y material de estudio.

Figura 4. Zona de muestreo del Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira.

Fuente: Del autor.

El desarrollo metodoldgico empez6 con el estudio del terreno y seleccion de los puntos
de muestreo en el Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira (JBUTP),
el cual se encuentra ubicado en el sur oriente del area urbana del municipio de
Pereira, con coordenadas geograficas 4°47°28,2"N-75°41°24”-5W vy caracteristicas de
Altitud 1442 m.s.n.m. temperatura media 20 °C y precipitacion media anual 2553 mm.

Se consideré como poblacion fija el Jardin Botanico de la Universidad Tecnoldgica de
Pereira, se seleccion6 como unidad de muestreo y en forma de zigzag un cuadrado de
(3x3) m. En el centro de este cuadrado se recolectaron las muestras de hongos vy las
muestras de suelos, que fueron tomadas de manera aleatoria dentro de dicho
cuadrado, en total se tomaron 4 muestras de suelos y 5 muestras de hongos. Por las
caracteristicas de este muestreo se decidié usar un muestreo compuesto y sisteméatico
con una distribucién equidistante entre puntos muestreados a lo largo del cuadrado,
del cual se tomaron 2 kg de muestras, a los cuales se les realizaron sus respectivos
andlisis.
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5.3 Andlisis de suelos.

Las muestras de suelo se recolectaron y se sometieron a secado durante tres dias a
temperatura ambiente, posterior a esto, se tamizaron en mallas de 2 mm de poro
para eliminar hojarasca y otros residuos soélidos, finalmente se guardaron en
recipientes de plastico para su conservacion y manipulacion.

A las muestras de suelo se les realizaron analisis fisicoquimico (pH, Materia organica,
Nitrégeno organico, Foésforo, Potasio, Calcio, Hierro, Manganeso, Zinc, Cobre, Azufre,
Aluminio, Conductividad eléctrica, Textura, Granulometria, Densidad aparente y
Retencién de humedad), empleando las metodologias descritas en el Manual de
Laboratorio de Suelos de la Universidad Tecnoldgica de Pereira. (PEREIRA, 2011).

5.4 Identificacién macroscépica.

Para la identificacion macroscépica se necesitd de una buena observacion y busqueda
de bases de datos que proporcionaran informacién confiable de las caracteristicas de
los diferentes tipo de Hongos hallados, para esto se utilizd la base de datos de
azatorra y asturnatura, la cual posee informacion de 2354 especies, lo cual nos
permitié6 obtener informacion de algunas partes de los hongos como: el himenio,
sombrero, carne, pie, color y de su habitat, logrando de este modo caracterizar hasta
Familia los cinco hongos recolectados (Asturnatura, 2004).

Con la identificacibn macroscoépica se inicid el viaje al maravilloso mundo de los
hongos. Es importante tener en cuenta que este mundo es un poco complejo, debido a
gue no hay la suficiente informacién para hacer busquedas confiables, es por esto,
que se continud con la identificacidbn micro y espectroscopica, para lo cual se realizé el
proceso de esporulacién y purificacion de las muestras de hongos in vitro, buscando
de este modo tener més informacion de los diferentes tipos de hongos hallados y asi,
obtener resultados lo mas confiable posibles.

5.5 Esporulacion y purificacién de los hongos.

Los Hongos Macromicetos seleccionados aleatoriamente en el area recorrida del
JBUTP, fueron cinco, a los cuales se les realiz6 el siguiente tratamiento de
purificacion y esporulacion:

La purificacion se hizo por medio de tres tipos de lavados:

1. Lavado general con agua, cada uno en un recipiente.

2. Se sumergen con solucién Extran al 2%, dejandolos por un tiempo de 3 a 5 minutos,
segun la textura de cada uno.

3. Finalmente se lavaron con solucion de hipoclorito de sodio al 5% durante 2 minutos.

Para el proceso de esporulacion se siguieron los siguientes pasos:
1. Con un bisturi se hicieron cortes a los hongos por su base, en el caso de los que
tenian forma tradicional de seta (Figura 5), para los que no tienen forma tradicional se

hizo el corte en el himenio y los que no tenian forma definida se les realizé un corte
transversal .
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2. los cortes obtenidos fueron depositados en tres tipos de agar, selectivos para el
crecimiento de hongos (Papa Dextrosa, Rosa Bengala, y OGYE). (Ndong, Degreef, &
Kesel, 2011).

PLECCISTIONS (SMERERD CAROCSTDOS D RERICISTDOS Y QUBLOCISTOOS (BORDES LAMNARES

Figura 5: Cortes tradiciones, para realizar el proceso de esporulacion.

Fuente: (Rizoazul, 2010).

5.5.1 Conservacion de los hongos.

La etapa de esporulacion es el inicio para la purificacion de las muestras, es por esto
que durante un tiempo aproximado de tres meses, se realizaron repiques sucesivos
(siembra de esporas), en los diferentes tipos de agar selectivos para el crecimiento de
hongos, (Papa Dextrosa, Rosa Bengala y OGYE), garantizando asi la pureza de las
muestras.

En la etapa de crecimiento de las esporas, estas fueron sometidas a incubacion a una
temperatura de 30° C, durante un periodo entre ocho y quince dias aproximadamente,
donde se observaban al microscopio y se determinaba la presencia de una Unica
poblacion. Para identificar la forma de dichas esporas se tifieron con azul de lactofenol
y posterior a esto las muestras que se encontraban puras eran conservadas en la
nevera a una temperatura baja (-10°C), para detener el crecimiento de las esporas y
evitar alguna contaminacion (Ndong et al., 2011).

5.6 Identificacion microscopica.

Inicialmente se le realizaron cortes pequefios y transversales, esto con el fin de
observar diferentes caracteristicas estructurales como las hifas, pigmentacion, pellis y
esporas, haciendo uso de los reactivos de Melzer para caracterizar el tipo de espora y
el reactivo de azul de lactofenol.

En la obtencion de las esporas como se mencionaba antes, se utilizan reactivos

especificos para su caracterizacién, donde se presentan reacciones quimicas de gran
importancia, por ejemplo, a través de las tinciones con el reactivo Melzer, las esporas
pueden ser clasificadas como amiloide, dextrinoide o inamiloide; también se pueden
utilizar el acido lactico y el azul de lactofenol para observar su ornamentacion.(Ndong
et al. 2011).

5.7 Identificacion mediante espectroscopia infrarroja.

Para llevar a cabo el proceso de identificacion por medio de técnicas
espectroscépicas, en este caso utilizando espectroscopia infrarroja, fueron
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seleccionados los repiques que no mostraban contaminacion, garantizando asi un
mayor porcentaje de confiabilidad en los resultados obtenidos por el equipo ATR-
FTIR. Después de esto, se hizo una siembra, en este caso utilizando tres tipos de
caldos, Papa Dextrosa, Agua Peptonada y Caldo Nutritivo, para el crecimiento de los
hongos en forma de pellets, esto debido a que las esporas son dificiles de manejar y
pueden contaminar el ambiente o presentarse una contaminacién cruzada entre los
hongos. Al obtener los pellets ,estos fueron leidos en el equipo infrarrojo de la escuela
de Quimica de la Universidad Tecnoldgica de Pereira bajo las siguientes condiciones:
método pantlegh-ATR, scan: 164, resolucion 4cm™, Estos resultados se analizaron
teniendo en cuenta los grupos funcionales mas representativos a través de analisis
multivariado de conglomerados y de compuestos principales usando el software
estadistico InfoStat (Fischer, Silvia Braun, Ralf Thissen, & Dott, 2005).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
6.1 Resultados fisicoquimicos de las muestras de suelos.

Es muy importante poder identificar facilmente los arboles y plantas que forman los
diversos bosques para poder localizar las setas en los distintos ecosistemas y habitats
donde crecen. Numerosas veces su desarrollo estd asociado a determinados arboles y
plantas con quien generalmente forman micorriza. Estas caracteristicas junto con el
conocimiento del tipo de suelo y la climatologia del ecosistema son factores
determinantes para el crecimiento de las setas. De acuerdo a los diferentes habitats
que se pueden dar se presentan las principales especies de setas que son frecuentes
en estos habitats(Rizoazul, 2010).

Debido a que el habitat donde se puede hallar determinado grupo de Hongos
Macroscépicos es importante, se realiz6 también muestreo de suelo, donde fueron
hallados los cinco hongos, a los cuales se le hicieron andlisis fisicoquimicos
obteniendo los resultados que se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1: Resultados de analisis de suelos.

Muestras de suelos.
_ indice de
-P-roplec,iat.des A B C D correlacion
fisicoquimicas. 2
(r)
Fotos N/A
Materia orgénica (%) 26,9 26,1 18,3 26,2 N/A
pH 5,57 6,11 6,01 4,92 N/A
Fosforo (ppm) 16,4 14,9 15,5 14,4 0,9922
Aluminio
(mEQgAI+3/100g de NA NA NA 8,5 N/A
suelo)
conductividad 1834 | 240,9 177 41,6 N/A
eléctrica (mS/cm)
Densidad aparente | c19, | 05837 | 05563 | 04851 N/A
(g/lcm?)
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Capacidad de
retenciéon de agua (%) 90 85 80 70 NIA
Potasio (mEq/100g | g 4 g 0,235 0,256 0,29 0,9824
suelo)
Calcio(mEq/100g 0,115 0,133 0.14 0,026 0,9972
suelo)
Hierro(mEq/100g 0,004 0,003 0,001 0,006 0,9959
suelo)
Manganeso(mEq/1009 | seqe | 03346 | -0.3811 | -0.4073 0.9827
suelo)
Zinc (mEqg/100gsuelo) | 1,9281 1,6992 1,3855 1,475 1
Cobre
(mEq/100g5uelo) 0,048 0,066 0,094 0,012 0,9998

En los resultados obtenidos de las muestra de suelos, se observa que presentan
similitud en muchos de los analisis realizados, por lo cual se puede decir que los
hongos tendran algunas caracteristicas en comun, aunque se dice que la relacién que
se encuentra entre el suelo y los hongos es denominada simbiosis porque los hongos
degradan materia organica proporcionandole nutrientes al suelo.

6.2 Resultados macroscépicos, microscépicos y espectroscopicos.

El analisis macroscopico fue el inicio para la identificacion de los hongos, este se hizo
a través de una observacion de las partes principales de los Hongos Macromicetos
aislados, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: Resultado andlisis macroscopico.

©
0
S HM-1 HM-2A HM-2B HM-3 HM-4
=
(7]
8]
o
LL
Perfil
_ Peri Peri aplanado,
Perfil - superficie
aplanado, deprimido,
aplanado, ) . zonada, color
o - parte inferior borde .
) superficie amarillo en
s N/A porosa, los fostoneado, .
zonada, color ~ ejemplares
S N poros son Pequefio o
o rojilla a . jovenesy
n , redondos, color rojizo y
marron. J blanco en
color marrén. crema. i
ejemplares
viejos.
Esbelto
o N/A N/A N/A y N/A
o delgado.
Dura en su
) Delgada exterior con
c Dura g . y . . Escasa. Dura.
b fragil. interior
O fibroso.
Arométi M ra en
o No dulie ariijo No No desac((j)?na:sici
8 perceptible. fuerte y perceptible. perceptible. onp
= Madera en Madera en Madera en Gragario, y
E descomposici | descomposi | descomposici crece en Arboles.
fIFS on. cion. on. tierra.
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Familia

Hymenochaet
aceae

Sparassidac
eae

Hymenochae
taceae

Inocybaceae

Ganodermata
ceae

Al obtener estos resultados y haciendo uso de una base de datos (azarrota y
asturnatura), se realizd la comparacion de las caracteristicas que estos hongos
presentaron, logrando obtener su clasificacién, mostrada en la tabla 2.

Los resultados morfologicos anteriores se hicieron para tener una informacion general
del tipo de hongo recolectado, pero este método no da resultados contundentes, es
por esto que se vio la necesidad de emplear otras técnicas, como andlisis
microscopico, utilizando en este proceso las esporas aisladas de los hongos, donde se
pudo observar la morfologia de estas y su reaccién quimica con el reactivo de Melzer.
Obteniéndose los resultados de la tabla 3.

Tabla 3. Resultados de analisis microscopico.

Muestra

HM-1

HM-22

HM-2B

HM-3

HM-4

Fotos de
esporas
(Macrosc
opicas)

Forma de
la espora

Elipse

Ovoide

Elipse

Elipse

Color de
la espora

Blanca,
leucosporo

Blanca,
leucosporo

Blanca,
leucosporo

Blanca,

leucosporo

Blanca,

leucosporo

Reaccion
frente a
Melzer

Ningun
cambio bajo
microscopio

inamiloide

Ningun
cambio,
inamiloide

Ningun
cambio,
inamiloide

Ningun
cambio,

inamiloide

Ningun
cambio,
inamiloide

Fotos de
esporas
con el
reactivo
de Melzer

Sistema
de hifas

Dimacotimico

Trimitico

Dimacotimic
o

Monomitico

Trimitico
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Tipo de
hF; fas Septada No septada Septada No septada Septada
. Citoplasmat
Pigmenta . . . X .
cién de Citoplasmatic | Necropigme ico Clclqplasma Vacuolares
. o] ntos ticos
hifas
Fotos de
hifas
Genero | Phellinus Sparassis Phellinus Tubaria Ganoderma

El tipo de esporas que presentan los hongos Macromicetos haciendo una revision
macroscopica (a simple vista) es caracteristica para cada uno, sin embargo cambia su
forma, color y textura dependiendo el medio en el cual sea sembrado, esto debido a
que los nutrientes que le pueden proporcionar cada uno de los agares son diferentes,
y por esto se pueden ver desarrolladas diferentes caracteristicas, es por esto que los
hongos presentan dimorfismo, lo que quiere decir que cambian constantemente sus
caracteristicas macro pero su morfologia microscépica es igual.

A través de estos resultados microscépicos se concluyé que ninguno de los hongos
reaccion0 con el reactivo de Melzer. Esto fue un aporte para continuar profundizando
en las caracteristicas especificas de cada hongo, debido a esto se logré clasificar
hasta Género cada uno de ellos, esta clasificacion fue relacionada a través de la
técnica de espectroscopia infrarroja, realizando analisis de conglomerados a los datos
correspondientes de las longitudes de onda mas representativas que van desde 1600-
1700 cm™ y 2850-3500 cm™, estas corresponden a los estiramientos del grupo >C=0
del enlace peptidico y OH de carbohidratos. Siendo las bandas mas intensa, por ser
las proteinas y los carbohidratos componentes importantes en la biomasa celular.
(Kikot, 2012), Obteniéndose como resultado del analisis estadistico los siguientes
clusters (ver Figuras 6y 7).
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Encadenamiento Simple (Single linkage)

Distancia: (Euclidea)

HM-3C

HM-2AC

HM-2BC

HM-4C

HM-1C

0,00 0,30 0,59 0,89 1,18

Figura 6: Dendograma de conglomerados de la banda espectral de 1600-1700 cm™, obtenido por medio
del software estadistico Infostat.

Encadenamiento Simple (Single linkage)

Distancia: (Euclidea)

HM-3C

HM-2AC

HM-2BC

HM-4C

HM-1C

0,00 0,25 0,49 0,74 0,9

Figura 7: Dendograma de conglomerados de la banda espectral de 2800-3500 cm " obtenido por medio

del software estadistico Infostat.

Los dendogramas obtenidos muestran la division de familia, género y especie de los
hongos recolectados, esta division fue comparada con la obtenida a través de los
andlisis morfolégicos, y se observé que en un 80 % coincidieron, debido a que las
muestras HM- 4 no se en cuenta en la misma familia del HM-1 Y HM-2B
(hymenochataceae) como se observa en el dendograma.
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Esta identificacién de los hongos , utilizando técnicas tradicionales (morfolégicas y
microscopicas) y espectroscopicas son de gran importancia tanto para el crecimiento
de inventarios de especies de una region, posibles aplicaciones en la industria y
problemas patégenos que pueden llevar en su estructura, por lo cual la busqueda de
métodos para la identificacion deben ser simples, rapidos y certeros. Por lo que se ha
encontrado que la FT-IR es una técnica muy usada en la identificacion de células y su
discriminacion (Kikot, 2012) (Fischer, Silvia Braun, Ralf Thissen, & Dott, 2005), los
resultados obtenidos mediante este método en contraste con las técnicas tradicionales
de identificacion, genera un buen patrén para confirmar datos existentes, por tanto el
método puede emplearse para generar una base de datos que permita una
clasificacion relativa que sea capaz de abarcar la variacion natural fenotipica de las
poblaciones de hongos. Otro punto a tener en cuenta a la hora de diferenciar
organismos por esta técnica es conocer la seleccion de las regiones espectrales que
seran utilizadas para realizar el analisis de grupos. Estas regiones deben ser
seleccionadas por intensidad y caracteristica principal que los hongos poseen en su
estructura morfolégica, como fue realizada.

6.3 Andlisis estadistico de los suelos con respecto a los hongos.

Con los resultados obtenidos de los andlisis de suelos se buscé la relacién que
presentaban los hongos con respecto al lugar donde se encontraban, empleando el
andlisis estadistico de componente principal (PCA), mostrado en la Figura 8.

5,00

Zn(meg /100g suelo)
P (ppm)

HW-1:Franco limoso
+*

Desngidad aparente (gricm3)jua (%)

HW-4:Franco limoso
*

0,00

CP 2 (17,9%)

Cuimeq /100g suelo)
HM-2B:limoso

*

*
HW-3:limoso

C_cundutividad electrica (mS/cm)
Ththery R tviriri i

pH

tn
= -

T
-5,00 =250 0,00 2,50
CP 1 (71,4%)

Figura 8: Analisis estadistico por componentes principales (PCA) usando software estadistico Infostat. La
relacién existente se basa en nutricién. No hay efectos relevantes observados.

Con el fin de describir una relacion entre el andlisis de los suelos donde se hallaban
los hongos y su respectivo andlisis morfolégico se utilizé un andlisis estadistico de
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componentes principales (PCA), donde a partir de las medidas de la distancia entre los
puntos, es decir, la proximidad espacial representados en el espacio de PC (Fig 9. ),
se obtienen valores negativos y positivos de PC, que ayudan a clasificar en grupos a
los hongos con respecto a una composiciéon similar en cuanto a su nutricién y aporte
de nutrientes, por tanto las poblaciones se agrupan en tres grupos basados en el
promedio de vinculacion. El grupo 1 incluy6 el HM-1, HM-2A y HM-2B. Grupo 2 incluyo
a la poblacién HM-3 y el HM-4 forma un cluster individual donde sus caracteristicas
nutricionales son muy diferentes a las demas.

6.4 SUELO Y HONGOS.

Se tomaron cinco muestras de hongos y cuatro muestras de suelo, debido a que dos
de los hongos fueron recolectados en el mismo lugar, como se muestra en la tabla 4.

Tabla 4: Clasificacion de los Hongos Macromicetos, relacionados con el tipo de suelo.

suelo | Muestras Divisién Familia Género Especie
A HM-1 basidiomycete | Hymenochaetaceae | Phellinus Robiniae
B HM-2A basidiomycete Sparassidaceae Sparassis Crispa
B HM-2B basidiomycete | Hymenochaetaceae | Phellinus spp
C HM-3 basidiomycete Inocybaceae, Tubaria furfuracea
D HM-4 basidiomycete | Ganodermataceae | Ganoderma | applanatu
m

6.5 Comparacién de los Hongos Macromicetos y

A través de los resultados se hizo una comparacion entre las imagenes de referencia
halladas en la base de datos y las muestras tomadas en el Jardin Botanico de la
Universidad Tecnoldgica de Pereira de los Hongos Macromicetos y a simple vista se
puede observar una gran similitud, (Tabla 5).
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Tabla 5: Comparacién entre las muestras de Hongos Macromicetos en estudio y
referencias halladas de estos.

MUESTRAS COMPARACION

DE
HONGOS ENSAYO REFERENCIAS

HM-1

HM-2A

HM-2B

HM-3

HM-4
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7. CONCLUSIONES.

Los objetivos planteados de identificacion macro y microscopica se cumplieron,
obteniendo resultados confiables hasta en un 80% de los hongos
Macromicetos hallados y haciendo su clasificacion taxonémica hasta Especie
de cuatro de ellos y uno (HM-2B) hasta Género. Por lo tanto, se logro la
recoleccién de cinco clases de hongos nativos del JB-UTP, pertenecientes a
cuatro Familias taxonomicas.

Durante el estudio e identificacion de estos hongos, se dio a conocer que entre
los agares utilizados (PDA, Rosa Bengala y OGYE) el que favorecié mejor su
crecimiento fue el agar Rosa Bengala, ya que las esporas crecieron de forma
mas estables y definida, porque este agar presenta en su composicion
carbohidratos (Dextrosa) y grupos aminos (Peptona), los cuales son
importantes para el crecimiento de los hongos que degradan materia organica.

Mediante los analisis de sus caracteristicas macro y microscépicas de los
hongos y utilizando las bases de datos, quedd un hongo sin identificar (HM-
2B), del cual se podria pensar que es un ejemplar no estudiado porque no se
encuentra en las bases de datos e inventarios micoldgicos.

Se logré implementar la técnica de FT-IR, la cual se ha utilizado en la
identificacion de células y su discriminacion, esta técnica se caracteriza por ser
facil, rapida y confiable, por lo cual se pudo implementar en la discriminacion
de familias géneros y especies de los hongos recolectados.
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8. RECOMENDACIONES.

e Para tener una mayor seguridad en la identificacién del infrarrojo, se debe
continuar con una identificacion molecular, para establecer porcentajes de
confiabilidad en cada técnica.

¢ La identificaciéon de dichos hongos se realiz6 para que sea una ayuda a la hora
de evaluar sus actividades bioldgicas, debido a que estos tienen un futuro
promisorio para aplicaciones biotecnolégicas; por tanto se deben realizar
estudios de actividad biologica de los hongos estudiados, teniendo en cuenta el
estudio del HM-2B especialmente, ya que no se ha realizado una identificacion
completa.
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10. ANEXOS.

Anexo 1: Imagenes de las caracteristicas macroscopicas y microscépicas de los hongos estudiados.
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HM-1 en caldo PDA:
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Anexo 2. Espectros infrarrojos en Agilent Cary 630 FT-IR de los hongos estudiados.
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