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Resumen

Los hongos son fuente de alimento y medicina desde tiempos remotos. Por su valor nutracéutico
y como fuente deutricéutice se han utilizado para mantener y mejorar la salud, preservar la juventud
y promover la longevidad. También son fuente de compuegtivsicos bioactivos Utiles para la
preparacion de productos farmacéuticos.

De las 700 especies de hongos comestibles investigadas, s6lo uhosiga@tienen valor
medicinal y entre ellos&rifola frondosaes uno de los mas notables e investigados, especialmente
como estimulador del sistema inmune y por sus propiedades antitumorales en la lucha contra el cancer.
En los bosques andino patagonicos de Argentina y Chile existen dos representantes detiféaero
G. gargalSinger yG. sordulentgdMont.) Singer para los cuales no se ha investigado suficientemente
sobre su biologia y por lo tanto no se ha desarrolladaunartecnologia apropiada paracslltivo,
como tampoco se han hecho estudios sobre siblg®m propiedades medicinales y aplicaciones no
solo terapéuticas sino también biotecnoldgicas.

Por ello se investigé la factibilidad deultivarlos en condiciones controladas y a su vez se
profundizé en el conocimiento de distintos aspectos biolégiedstdrésPor otra parte, la actividad
medicinal hallada en poliporos y en especiaeifola frondosaapoya la formulacion de la hipétesis
gue planteaambiénla presencia de actividad antioxidante y/o antigenotdxica en estas especies. La
confirmacion @ tales propiedades es necesaria para sostener mas investsghotéswso medicinal
y resulta de importancia en la propuesta de posibles variedades de productos a partir de ellos, lo cual
otorgaria un plusomovalor agregado de estos hongos.

Para compender aun més las condiciones de crecimiento de estas especies se realizaron cuatro
campafias recorriendo diferentes bosques de robles del Parque Nacional Lanin. Alli, con la ayuda de
residentes del lugar y mic6logos, se pudieron recolectar fructificacgihe en determinados lugares,
asi como también se tomaron datodagecolonias emrecimiento y muestras de. gargalcausando
podredumbreAsimismo, se aislaron dos cepas (cepa B y G dgargal una proveniente de un
arbol en p¢y otra tomada deruroble caido que llevaba mas de 20 afios produciendo fructificaciones.

La historia de los bosques de roble, informada por otros autores, revela que durante la Gltima
glaciacion fueron fragmentados y en consecuencia se desarrollaron procesos de vagabiétiea

entre los mismos. Algunas de estas variables son el contenido y calidad de ciertos compuestos
polifendlicos los cuales se sabe que son importantes en la biologia de los hongos degradadores de la
madera. En consecuencia esto indicaria una vadadilentre cepas de los diferentes bosques de
robles paraG. gargal Dos cepas, correspondiente$sagargal (cepa A) yG. sordulenta fueron
obtenidas deCentro de Investigacion y Extension Forestal Andino PatagOGiEd-AP).

Hallar las condiciones éptias en la produccion de micelio y cuerpos fructiferos es un paso
fundamental para la produccién optimizada de los compuestos con valor nutriciooalp fuente de
nutricéutice y farmacas hipotéticamente presentes en estos hongos.

El andlisis del crecimiento micelial @& gargal y G. sordulentan agar nutritivo revelé que para

ambas especies, las mejores condiciones de cultivo fueron pH 4, 18°C y medio de cultivo MYPA
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suplementado con 0,4% de cascara de girasol en polvo. Agip$ilde disminuir el tiempo para la
obtencion de inéculo de excelente calidad y el cultivo de las cepas en este medio fue posteriormente
utilizado en forma rutinaria para su mantenimiento y para su uso como indculo. Los resultados
presentados fueron analdos por una posible pérdida de vigor (luego de tres afios de subcultivos) y se
hall6 que ambas cepas no perdieron vigor y que ademas hubmejoe en lavelocidad de
colonizacién poiG. sordulentay ello se puede explicar por haber desarrollado una axépta los
ingredientes del medio, concluyendo que las condiciones de rutina empleadas fueron adecuadas para
conservar su vigor por mas de 12 subcultivos. El aunentmntenido dpolvo de cascara de girasol

no modificd la velocidad de colonizacion de depa A des. gargal por lo que no se justificau

aumento en el medio de cultivo por encima del 0,4 % gstenespecjao se encontraron diferencias

en la velocidad de colonizacion entre las cepa A, By G9.

Usualmente se observa en el stock de cepagsdaboratorios de micologia que algunas cepas
producen primordios y/o verdaderos cuerpos fructiferos un tiempo después que son almacenadas. Esto
llevo a utilizar este método de cultiuo vitro en condiciones controladas para dilucidar los procesos
gue subyacen en la morfogénesis fangica,: la diferenciacién del micelio vegetativo a micelio
reproductivo. Las observaciones realizadas con lupa y microscdpiofrandosa G. gargaly G.
sordulenta,fueron comparadas con las observaciones realizadastnosrautores en la bibliografia
hallAndose algunas diferencias de importancia taxonémica en cuanto a velocidad de crecimiento,
morfologia de las colonias, cambios de coloracién en el medio de cultivo y tipo de degrdéacion
compuestosfendlicos, estudiala in vitro. El aspecto al microscopio de las hifas generativas,
gloeopleuras, esqueletales, presencia de clamidosporas y estructuras cristtdontésn en
comparacion con las observaciones de otras investigaciod&® algunas diferencias que pernit
conocer mejor la variabilidad entre cepas de estas especies.

El estudio de las formaciones morfogénicawitro de G. gargaly G. sordulentafue Gtil para
detectar cambios producidos en estos cultivos luego de aplicar diferentes condiciones lumainicas.
irradiacion con luz blanca durante el crecimiento vegetativo @e gargal previno una demora
significativa del crecimiento de micelio en cajas de Petri causadas por temperaturas desfava@ables (
21°C). Las diferentes condiciones de luz produjeronbazsren el metabolismo secundario y en la
diferenciacion morfogénica de los cultivdsa respuesta astas condiciondsiminicasfue mayor en
G. gargal que en G. sordulenta Los resultados indicaron que ambas especieSrdela fueron
sensibles a la irradiacion luminica, con respuestas morfogénicas de distinto tipo e intensidad, si bien la
luz blanca fue mas efectiva. En ausencia del estimulo luminoso, ambas especies del género fueron
capaces de mostrar eventos morfogénicos.eEsaso deG. gargal en presencia del estimulo
luminosq la cepa A fue mas sensible que la B en la presentacién de respuestas fotomorfogénicas.
Estos resultados registrados para los distintos anchos de banda de irradiacion luminica son sugerentes
de la paticipacion de méas de una molécula fotorreceptora.

Para estimar la capacidad ligninoliticavitro, se cultivéG. gargaly G. sordulentaen medios

diferenciales conteniendo diferentes compuestos fendlicos. Para fines comparativos y para poder
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extrapolaros resultados al cultivo, resultd Util realizar este estudio en forma simultdnea con otras dos
especies poliporales que tieneraboera performancesn fermentaciones en estado sélido empleando
cascara de girasol como sustrdto:frondosay Ganoderma luiclum (dos cepas). El estudio revel6 la
expresion de enzimas polifenol oxidasas en diferentes momentos del crecimiento y con diferentes
patrones. Se sugiere que una de estas seria la enzima lignina peroxidasan(bifR). estudio se
verifico la actividadde lacasasAsimismo, b presencia de la enzima cantividad de Mrperoxidasa

(MnP), fue también detectada, ya cgre presencide 20 ppm deMn(ll) ensustratos a base déascara

de girasola velocidad derecimiento micelial fue maypasimismo en el deG. sordulentacaus6

un aumento en la densidad micelial apareBteotro andlisis similar se estudié el crecimiento de estas
especies en medios diferenciales conteniendo diferentes fuentes de carbohidratos para determinar la
actividad de la enzima lmbiosa deshidrogenasa. El crecimiento fue en todos los casos moderado a
bajo. Se determiné qu@. gargalcrece mejor en xilulosa y pectina, lo cual indicaria una preferencia
por la fraccién hemiceluldsica de los sustradfola sordulentapor su partecrece bien en celulosa

y Xilulosa y present6 actividad de la enzima celulosa deshidrogenasa. La velocidad de crecimiento y la
densidad de la colonizacion en los medios de carbohidratos fue mayor en las colGnifasraisay
Ganoderma lucidursuperando &. gargaly G. sordulentaguesi biencrecieron en todos los medjos
mostraron menor habilidad para colonizarlBer lo cual ambos estudios en medios diferenciales
mostraronuna menor performande vitro, o cual permitiopreverun desempeficegular a bajo al
extrapolar estos resultados al cultivo en sustratos basados en cascara de girasol.

En algunas especies el cultivo de micelio en medios liquidos ofrece ciertas ventajas como
reduccion de las pérdidas por contaminacion, utilizacion deciespanas reducidos, y facil
recoleccién de la biomasa y tless metabolitos disueltos en el medio. Se realizaron cultivo&.de
gargal y G. sordulentaen medio liquido agitado empleando Erlenmeyers de 250 ml y 500 ml, y
frascos de 3 |, asi como también eedio liquido estacionario empleando fuentes de vidrio de 4 |. Se
compararon los diferentes sistemas considerando el trabajo que requiere cada técnica y la cantidad de
biomasa que produce. Pdaga gargal se encontrd favorable el cultivo en frascos de 3pasaG.
sordulentaen Erlenmeyers de 250 ml, obteniéndose una biomasa de 4 y 18 g/l en 20 dias de cultivo,
respectivamente. En ambas especies la temperatura Optima para este cultivadubs8€. En este
trabajo se determiné que la suplementacion dierentes reguladores del crecimiento vegetal y/o
vitaminas o aminoécidos, o so6lo con bencilaminopurinaX0,ng/l) a los medios de ambas especies
no incrementa significativamente la biomasa. Por otra parte, mediante el empleo de inéculo
homogeneizadoesconsiguid disminuir la variabilidad dentro de los tratamientos en comparacion con
el uso de discos de micelio cultivado en agar como inéculo. Los diferentes protocolos suministraron
material micelial con diferentes cualidades para ensayar posteriolagepr®piedades antioxidantes
de estas especies.

El spawnen granos es el material que se emplea para inocular grandes masas de sustrato en el
cultivo de hongos. La evaluacién del crecimiento de miceli@.dgargaly G. sordulentanediante el

bioensayo derecimiento lineal de Duncan (1997) revel6 que ambas especies pueden ser cultivadas en
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granos de trigo, girasol, maiz y combinaciones de trigo con mijo y maiz con girasol; se determiné que
el mejor crecimiento se logra para ambas especies con el culty@amos de trigo en el rango de pH

de 5,3 a 6,4. La colonizacién completa de los granos de trigo, segun la técnica de produccion habitual
en botellas dein litro, se produce mas rapidamente a 24°C, en comparacion con el crecimiento del
micelio en medios esmisoélidos y liquidos dta. 18°Q. En el cultivo en granos no se hallaron
diferencias en el nimero de botellas que completa colonizaciéra los dias 25 y 30. Para ambas
especies y para todos los tipos de granos, la mayor proporcion de botellamdakem@bservaéa los

30 dias. Considerando la cantidad de granos por grarapase) el empleo de granos de trigo es el

mas indicado.

Se empled el test de crecimiento lineal de Duncan para evaluar la velocidad de colonizacién, la
densidad aparente, el remento del contenido de proteinas y de actividad de lacasas, y la degradacion
de fibras des. gargaly deG. sordulentaen 20 formulaciones de sustrato a base de cascara de girasol.
Seguidamente se realizé otro ensayo para estudiar el efecto de cigleasestos en la velocidad de
colonizacién y densidad aparente en 10 formulaciones mas. Con la informacién recolectada se puede
afirmar que ambas especies pueden crecer en estos sustratos, que la cascara de girasol no necesita
suplementos, como salvado ossato gastado déleurotus ostreatyspara sostener un buen
crecimiento del micelio.

ParaG. gargalla colonizacibrmejorécon un tratamiento acido del sustrato, o con el agregado de
cofactores enzimaticos (Mn(ll) y Zn(ll)), o de otras fuentes lignoésics como roble, alamo o paja
de trigo; pards. sordulentase encontré que la colonizacion mejora so6lo en cuanto a la densidad con
un tratamiento 4cido del sustrato, o con el agregado de cofactores enzimatigiy (W{ll) y
Zn(l1)).

Con el establecimnto de uncultivo axénico deG. gargal y G. sordulentasobre troncos
sintéticosartificiales empleando céscara de girasol como sustsat@ncontr@ue ambas especies
pueden colonizar bien el sustrato, si bien con un ciclo productivo mas extenso y mayor riesgo de
contaminaciéra posteriorique paraotras especies cultivadas con la misma técnica. La induccion con
choque térmico &5°C produjo una senlie induccion de primordios, y se lograron algunas
fructificaciones. El intercambio gaseoso es crucial para el desarrollo de los basidiomas, como era
esperable segun los antecedentes registrados en la literatura sobre la produGcifmortiosa La
secu@cia de produccién de ambas especies en las diferentes etapas es similaGa fieomnigosa
primordios granulares grisegyue luego se diferencian en fructificaciones que se suceden en formas
conocidas comaeerebrq coliflor y racimo.

Las propiedades &oxidantes de extractasetanolicodde cuerpos fructiferos, micelio de cultivo
liquido y/o de cultivo de granos de trigo fueron analizadas en cuanto a sus propiledext@scionde
radicales (radical DPPH), y poder reductor, asimismo también se coelgandtenido de compuestos
fendlicos y se caracterizaron los extractos metandlicos con la técnica de cromatografia de capa delgada.
Los resultados hallados permitieron conocer las propiedediesidantegle G. gargaly G. sordulenta

Estas especies resultaron poseer muy buenos atributos antioxidantes, especialmente poder reductor. Las
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diferentes bioformas de micelio y también las formas de cultivo modifican cuali y cuantitativamente el
contenido de antioxidantes causando variacienels actividad secuestrante de radicales y en el poder
reductor. También se encontré quel micelio puede ser inducido a modificar su contenido en
antioxidantes usando reguladores de crecimiento vegetplea variacion en el contenido de una
propiedadantioxidante es independiente de la producida en otra propiedad antioxidante. La actividad
antioxidante se debi6 en parte a la presencia de compuestos fendlicos pero no fueron los Unicos
compuestos activos. El andlisis de cromatografia de capa delgaelfaagemas que la mayoria de los
compuestos antioxidantes erde naturalezgolar, en éstos siempre se hallaron las caracteristicas de
revelado correspondientes a compuestos fendlicos, y ademalgunas bandas tambise reveldla
presenciade flavonoigs. Por su parte losnetabolitos apolares se observaron en todos los
cromatogramas de los extractos. En algunos casos podria asociarse a compuestos fenélicos, mientras
gue en otros podria deberse a metabolitos no fendlico&. Bordulentase hallé que lactividad
antioxidanteestuvoparcialmenteasociada compuestoflavonoides.

Las propiedades antigenotoxicas de cuerpos fructiferos y micelio de cultivo liqulagdegal
asi comolas harina de granos de trigo fermentzicon G. gargal G. sorduleta y/o G. frondosa
fueron estudiadas con el test de mutacion y recombinacién somalrasophila melanogasteiEl
agente quimico utilizando para causar las mutaciones (promutdgeno) fOMEBA (7-12-
dimetilbenzo{)antraceno)Con el estudio dela toxicidad de DMBA en distintostratamientospudo
observarse umcrement enla mortalidad de las larvas de 9 a 45%, sin embargo cuando se agregaron
los extractos flngicos esta mortalidddminuyd La mutacion y recombinacion se evalué como el
namero despots blancospor cada cien ojos, mostrando un aumento en la frecuencia en aquellos
tratamientos que contenian DMBA, y una disminucion en legatamientos conteniendo ambos:
DMBA, y extractos fungicos en el siguiente ordémuictificacion de G. gargal las tres harinas de
granos colonizados y micelio de cultivo liquido @egargal Se concluyé que el material evaluado
resultd no téxicoper sey en combinacion con el promutdgeno y procancerigeno DMBA pudieron
disminuir sumortalidad y la genotoxicidad. Li@spuesta protectora de los materiales fungicos activé
mecanismos de detoxificacion en la larva De melanogasterque pueden ser desmutagénicos o
bioantimutagénicos, y que fueron causados por ciertos compuestos bioactivos presestes en
hongos supeores con actividad antigenotoxica como p.e. fendlicasiodmoleico, polisacaridos y
polipéptidos.

Luego de demostrar la ausencia de genotoxicldagropiedades antioxidantetag propiedades
antigenotdxicas d&. gargaly G. sordulenta aun esnecesario realizar estudios adicionales sobre la
produccionde cuerpos fructiferopor medio de la fermentacion en estado s¢lidasifacilitar su
disponibilidad para seonsumo como alimento.adta entonces una alternativa es la produccion de
micelio y metabolitos por medio del cultivo liquido. Finalmente, en un apartado final de la tesis se
muestra informacién del contenido mineral y de diferentes nutrientes analizados en muestras de

micelio, fructificacionesy granos de trigo colonizados, y como unavewtad con potencial
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biotecnoldgico sesugiere laobtencion de una harina de trigo colonizgumbr estos hongoparaser

empleada como un alimento funcional.

Summary

As of ancient times, fungi have been and still are a source of food and mebBigant their
nutraceutical value, they have been used to maintain and improve health, preserve youth and promote
longevity. They are also a source of bioactive chemical compounds, which are, in turn, useful for the
preparation ohutriceuttical angpharmacetutal products.

Of the 700 edible mushroom species investigated to date, only 50 have medicinal value. Among
these 50 isGrifola frondosawhich is one of the most thoroughly investigated, particularly as a
stimulator of the immune system and for its antibweh properties.Grifola gargal Singer andG.
sordulenta(Mont.) Singer, two representatives of the ge@uiola, in the andean patagonian forest in
Argentina and Chile, have not been fully studied to date. Nor have their medicinal properties with their
corresponding therapeutic applications been investigated.

The purpose of this Ph. D. thesis was therefore to study the possibilities of culti@ting
frondosaunder control conditions. On the other hand, the medicinal activity observed in polypores,
particularly in G. frondosa gives support to the hypothesis on the presence of antioxidant and /or
antigenotoxic activity in these species. Confirming such properties is absolutely necessary to conduct
further research in favor of its medicinal properties @npromote the proposal of possible varieties of
products derived from them, which would, in turn increase the value of these fungi.

To further learn about the growth conditions of these species four campaigns were done in the
oakforests located within Lanin National Park. With the help of mycologists and people living in the
area, fruiting bodies were collected. Growth data and samples of 1Gttiggrgalwere also collected.

Two new strains (strain B and G9) G&f gargalwere i®lated, one from a standing tree and another
from a fallen oak which had been preihg fruits for a period longer than 20 yeaRrevious research

on the history of oak forests reveals that during the last ice age they were fragmented, thus inducing
the cevelopment of processes of geneticiability. Some of thesesources of variabilitwariables are

the content and quality of certain polyphenolic compounds which are known to be important in the
biology of fungal decomposers of wood. This could therefmeindicative of variability among
different strains of oak woodlands® gargal Two strains, corresponding @& gargal(strain A) and

G. sordulenta were obtained fromthe Centro de Investigacion y Extension Forestal Andino
PatagonicqCIEFAP).

Reacling to the optimal conditions for the production of mycelium and fruiting bodies is key to
the optimized production of compounds with nutritional, nutraceutical adsol as a source for
nutriceuticals and pharmaceutichlgothetically present in these fjin

Analysis of mycelial growth ofs. gargaland G. sordulentaon nutrient agar medium revealed
that for both species, the best culture conditions were pH 4, 18 ° C and culture medium supplemented

with 0.4% MYPA of sunflower husk powddt.thus took shorter time to obtain high quality seed and
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cultivation of strains in this medium was subsequently used routinely both for its maintenance and use
as inoculum. Results were analyzed by a possible loggaidr (after three years of subculas) and
showed that both strains did not losgour andthat there was a higher rate of colonizatiofGnifola
sordulentawhich could be due to the fact that they adapted to the ingredients of the medium, thus
indicating that the routinenycelium growingconditions followed were adequate to maintain its force
for more than 12 subcultureSn the other hand, the increase in ¢batentof sunflower husk powder
(0.4 %)did not alter the rate of colonization of strain AGo gargal This indicated that theris no
need in increasinthe amount of this supplement in this species. It was also observed that there were
no differences in the rate of colonization between strain A, B, and G9.

It has been observed that in stock strains of mycology laboratories swaies produce
primordia and/or real fruitbodies after they are stored. Thisidéd use thenethod ofin vitro culture
under controlled conditions tdeep onthe processes underlying fungal morphogenesis, i.e the
differentiation of vegetative myceliutoe reproductive myceliunm these specie®©bservations o6.
frondosa G. gargalandG. sordulentaunder a magnifying glass and microscope were compared with
observations by other researchers. These comparisons revealed some differetaasdmic
significance in terms of growth speed, colony morphology, colour changes in the culture medium and
type of degradation studidd vitro. The comparison of the microscopic appearance of generative
hyphae, gloeopleuras, skeletal, presence of chdaspores and crystalloid structures with
observations from other researcheh®weddifferences whictwill contribute to better understanding
of the variability among strains of these species.

The study of theén vitro morphogenidifferentiationof G. gamgal andG. sordulentavas useful
as it helped detect changes in these crops after applying different light conditions. Irragditition
white light during the vegetative growth @&. gargal prevented a significant delay in growth of
mycelium inPetri dishes, originated from unfavourbleemperatures (c.a. 21 ° C). The different light
conditions produced, in fact, changes in secondary metabolism and morphogenic differentiation of
cultured myceliaCompared to findings from a study conducted in colonies griowiRetri dishes
which had completed their vegetative growth in darkness and had received a thermal shock, in our
study the effect of these environmental conditions was greatds.ogargal and similar onG.
sordulenta This indicates that both species@ifola are sensitive to light irradiation with different
morphogenic response type and intensity while white light is more effetitithe absence of light
stimulus, both species of the genus were found to have the ability to show morphogenic etlemts. In
case ofG. gargal strain A was observed to be more sensitive than B in the presentation of
photomorphogenic responses. These results reported for different bandwidths of light irradiation are
indicative of the involvement of more than grteotoreceptor molecule.

Grifola gargal and G. sordulentawere cultured in differential media containing different
phenolic compounds in order to estimate ligninolytic abilityitro. For comparative purposes and in
order to extrapolate results to itheultivation, this study was carried out simultaneously with two

other speciesof poliporales whichexhibit a good performancbehave naturally in solid state
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fermentationwhen using sunflower huskas main substrateThe study revealed polyphenol oxidase
erzyme expression at different times and with different growth patterns. It is suggested that one of
these could be the enzyme lignin peroxidase (UtRyasfurther verified the activity of laccases. Mn
peroxidase (MnP) activity was presumaphesentbecaise it was also detected in other strahs&.
gargal and because addition of Mn (ll) increased the rate of colonizaitbnG. gargalcultivationon
sunflower huskas substrateind aspect was better @. sordulenta Growth of these species in
differential media containing different carbohydrate sources was also studied in order to determine the
activity of the enzyme cellobiose dehydrogenase. In all cases, growth ranged from moderate to low. It
was found thaG. gargd grows best in xylulose and pectin, which could be indicaive of a preference
for the hemicellulosic fraction of the substrates. In contfassordulentawas observed to grow well
on cellulose and xylulose and evidenced cellulted®ydrogenasactivity. Growth rate and density of
colonization on media containing carbohydrates was higher in colonies @f frondosa and
Ganoderma lucidumbeing even higher than those &f gargaland G. sordulentawhich, although
they grew in all media, evidenced lower apilio colonizethem Both studies in differential media
showeda lowerin vitro performance, thus preannouncing a regular todoewth performance when
these results were extrapolated to ebaged substrate sunflower husk.

In some species the mycelium growing in liquid media have the advantage of reducing losses due
to culture the use of smaller spaces, aalbw for aneasy harvesting of the biomass amdovery of
the metabolites dissolved in the medium. Culture§sofyagal andG. sordulentavere carried out in
agitated liquid medium using 25hd 500 milErlenmeyes flasks, and 3iter bottles, as well as in
liquid medium sources usinglder glasscontainersDifferent systems were compared considering the
work involved in each technique and the amount of biomass prod@r&dla gargal culture was
carried out in diter glass flasksand G. sordulentawas carried out in 250 ml Erlenmegeilasks,
yielding abiomass of 4 and 18/ after 20 days of culture, respectivelp both species, optimum
temperature for this crop was c.a. 18 °C. In this wionkas alsadetermined that supplementation with
different plant growth regulators and/or vitamins or aminoacids, aryteminopurine alone (0-10
mg/l) to the mediaof both species does not significantly increase biomi&kseover, the use of
homogenous innoculumeduced variability within treatments with respect to the use of disks of
mycelium grown on agar as inoculum. Tioegal materialobtained from this workrovidedmycelial
with different qualities to further test the antioxidant properties of these species.

Grain spawn is the material used to inoculate large number of substrateshroom cultivation.
The evaluation of mycelial growth db. gargal and G. sorduler& by linear growth bioassay of
Duncan (1997) revealed that both species can be cultivated in grains of wheat, sunflower, corn and
wheat combinations with millet and corn with sunflower. It was alservedhat optimum growth is
achieved for both specieghen cultivation of wheat grains is in the pH range of 5.3 to 4. full
colonization of grains of whedbllowing the production technique traditionall liter bottles, occurs
more rapidly at 24 °C, compared with the growth of mycelium in semiswdigia and liquid (c.a. 18 °

C). In grain cultivation there were no differences in thrumber of bottles that compéal the
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colonizationby days25 and 30. For both species and for all types of grains, the largest proportion of
substrates ibottles was canized after 30 days€onsidering the number of grains per gram of spawn
grains, using wheat is best recommended.

Duncan linear growth test was used to assessutbstrate myceliaolonization rate, bulk density,
increased protein content and laccasevigtiand fiber degradatioproducedG. gargal and G.
sordulentain 20 formulations based substrate sunflower husk. Another test was further conducted to
study the effect of certain supplements on the colonization rate and appgoastial density in 10
formulationsTaken together, findings from our study support the conclusion that both species grow in
these substrates, that sunflovgeed huskseeds no supplements such as braRleurotus ostreatus
spent substrate to sustain regular growth of the mycelamG. gargal colonization was found to
improve with an acid treatment of the substrate or with the addition of enzyme cofactors (Mn (Il) and
Zn (I)), or other lignocellulosic sources such as ,ophkplar, wheat straw. FoG. sordulenta
colonization was found to improve only in termsmycelial density with an acid treatment of the
substrate, or with the addition of enzyme cofactors,(()iiMn (1) and Zn (II)).

The axenic culture 06. gargaland G. sordulentaon artificial syntheticlogs using sunflower
husls as substrate showed that both species can colonize the sulbstratith a longer production
cycle and increased risk afontamination in relatiorto other mushroomspecies with the same
technique. Thehermalshock induction of 5 °C produced a significant induction of primordia and
produced some fructification&as exchange is crucial to the development of basidiomas, as expected
based on previous research on the productiga. dfondsa The production sequence of both species
at different stages is similar to that@f frondosa gray granulaprimordia thatgrow into fruitbodies
of brainshape, thewauliflowershape and finally cluster flower

Theantioxidant properties ahethanolicextracts of fruiting bodies, mycelium from liquid culture
and/or wheat grains were analyzed in terms of their radical scavenger properties (DPPH radical) and
reducing power. The content of phenolic compounds compared and methanol extractgewve
characterized using thin layer chromatographwas thus possible to learn more about the properties
of G. gargaland to confirm them for the first time in the caseGofsordulenta These species have
antioxidant reducing power properties. Differdnbforms of mycelium andilso differentculture
systems modiffforms of qualitative and quantitative antioxidant content causing variations in radical
scavenger activity and reducing powier.other words, the mycelium can be induced to change their
antioxidant content using plant growth regulators and variability in the content of antioxidant property
is independent of that produced in other antioxidant property. Antioxidant activity was found to be due
in part to the presence of phenolic compounds bwiag not the only active compound. Thin layer
chromatography also helped to show that the majority of antioxidant compounds werenpbkese
were always revealedhe presence gbhenolic compounds, and some bandsalso thepresensef
flavonoids. Norpolar metabolites were observed in all chromatograms of extracts. In some cases they
could be associated with phenolic compounds whileothers could be associated to fairenolic

metabolites. IrG. sordulentdt was found that the aipiidant activity was preferdially associated to
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flavonoid compounds

Antigenotoxic properties of fruiting bodies and mycétam liquid cultures ofG. gargal as well
as grains of wheat flour fermented with gargal G. sordulentaandbr G. frondosawere also studied
to test somatic mutation and recombinatioDmwsophila melanogasteiThe chemical agent used to
cause mutations (promutagen) was DMBAl1@dimethylbenz () anthracene)Research on toxicity
revealed that treatment with DMBA increasedvdd mortality from 9 to 45%. Still, when fungal
extracts were added larval mortality rate decreaBeth mutation and recombination were assessed as
the number of white spots per hundred eyes, showing an increased frequency in the treatments with
DMBA, and a decrease in g¢oeatments with botrDMBA and fungal extracts in the following order:

G. gargal fruiting body, three grain meatolonized ands. gargalliquid culture mycelium. It could

be concluded that the material evaluated was not toxic and that in combination with procarcinogenic
promutagenic DMBA both mortality and genotoxicity decreaddte protective responsebserved

with fungal materials triggred detoxification mechanisms [h melanogastetarvae which could be

either desmutagenic or bioantimutagenic and which could be produced due to some bioactive
compounds present in higher fungi with antigenotoxic activity, such as pherolicleic acd,
polysaccharides and polypeptides.

Summing up, findings on the absence of genotoxicity antloxidant andantigenotoxic
properties,in the fungal species studied in this Ph.D. thesis, will be greatly benefited from further
research on the optimizatiah both speciefor the production of fruiting bodies through fermentation
in the solid state. In the meantime, the production of mycelia and metabolites in liquid culture medium
is the alternative for such optimitizatioA.final section of this Ph.D. tlsés includes information on
the mineral content of different nutrients which were analyzed in samples of mycelium and fruiting
bodies and colonized wheat grains. A novelty with biotechnological potential derived from this section
concerns the obtention @fheat flour colonized by these fungi, which evidenced factibility of being

used as functional nutrient.
Palabras claves

Grifola gargal Grifola sordulenta cultivo de hongos silvestresnedios de cultivo,actividad

antioxidante, actividad antigenotoxieatividad antitumoraklimentos funcionales.
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Capitulol

Introduccion general

1.1. Hongos comestibles y medicinales

Los hongos superiores o macromicetos han sido parte de la vida del hombre desde tiempos
inmemoriales empledndose como alimento y medi¢nda era paleozoica ya habia una considerable
biodiversidad en el reinBungi, con representantes en su mayoria acuaticos. En el periodo sillrico
comenzarora aparecer los hongos terrestres, y luego en el pedinaimico hae 400 millones de
afos) y antes que aparecieran los arboles existieron los protaxites, horsgisnaetros de altura
(Boyceet al., 2007;SherwoodPike, 199). Aproximadamente en 8800 A.C (Mesoliticg se registra
la utilizacién de los hongos por los huma (Zjawiony, 2004).

La utilizacion tradicional de los hongos se ha transmitido de generacién en generacién en
diferentes culturas y hasta nuestra época. Cientos de afiis® dedicional suministraron las pistas
sobre su potencial medicinalhace rehtivamente poco tiempo que loentificos en todo el mundo
estan investigando los mecanismos biolégicos por los que se les atribuyen estos efectos positivos sobre
la salud (Wasser, 2002).

Los denomi nados fi h o nag dractficaciones files dos anm@yomicetosn
correspondientes a ladases basidiomicetedgsidiocarposy ascomicetegascocarpos)En estas
estructuras ocurre la meiosis y produccién de esporas sexuales (hapl&despndiciones
ambientales propicias, las esporas se desamr@h hifas que crecen y se ramifican degradando la
materia organicagjue usan comaustrato Si ocurre la union de dos hifas haploides compatibles
(plasmogamia) crecen las hifas dicariontes euaeterminadas condicionfsmaran los carpéforos.

Estos sorcomestibles cuando ademas de ser carnosos y palatables no presentatgtiesgara la
salud. También existen especies carpoforos lefiospro palatables, cuyos metabolitos se consumen
en infusionesgconcentrados, licores, polvos, ténicos, alcobslisopas y férmulas herbaceas (Mizuno
et al, 1995).

1.2. Aspectos nutracéuticos, nutricéuticos, farmaceéuticos y cosmeceuticos

Muchos hongos que se cultivan como alimento también se conséadienantos funcionalesCon
este nombre se incluyen productos potencialmente saludables, alimentos modificados, o con algun
ingrediente que proporciona beneficios mas alla de los nutricionales (Sadler y SaltmarsH,as998).
objetivos globales deestudio cientifico de estosimlentosproponen i) identificar interacciones
beneficiosas entre la presencia o ausencia de un componente del alimento (macronutriente,
micronutriente o nautriente) y una funcion o funciones especificas en el cuerppeptender sus
mecanismos pargayar hipotesis a ser tratadas en protocolos pertinentes para el estudio humano.

Un alimento, por ejemplo un hongo, o fracciébn del mismo se consmgracéuticocuando
ademas de sus propiedades nutritivas conlleva valor medicinal o sea tiene propiuladess

activas, beneficiosas para la salud y con capacidad preventiva y/o terapéutica definida y
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cientificamente comprobadas. Loatricéuticos o suplementos dietarios se refieren a extractos de
alimentos parcialmente purificados, que se cree prapmdeneficios para la salud; sorezclas

crudas de compuestos extraidos con agua caliente o preparados como licores y alcoholitos. No deben
confundirse con logarmacéuticos(farmacos) que casi invariablemente son una preparagién
contiene un compuestquimico definido, con especificacionegor lo cual estan listados en la
farmacopedChang, 1996 Los cosmecéuticoson nutricéuticos aplicados en y para el beneficio de la

piel (Draelos, 2005).Por ultimo, varios compuestos presentes en hasigos medicinales son
considerados como inmunonutrien{Bgilpott y Fergussor2004)

Ciertasenfermedadese asociara dietas no saludables, y vistosde ellado opuesto, muchas
enfermedades se tratan con dietas saludables. El consumo de determimtalamasy frutas
(consideradas alimentos funcionales) son recomendaciones habituales para enfermedades croénicas,
cancer, enfermedades relacionadas con el sistema circulatorio y para el enveje¢hiamip 1996;
Mandelet al.,2005. Cada dia es mayta cantidad de personas conscientes de los efectos criticos de
la dieta en la salud, y da Ingestion regular de estos nutra o nutricéuticos para reforzar la respuesta
inmune del cuerpo, aumentando la resistencia a las enfermedades y en algunos reasits lbpg
regresion de la enfermedad (JgnBirmingham 1990).

Actualmente, casi todos los hongos medicinales importantes se cultivan artificialmente, lo cual ha
removido la limitacidbnen cuanto a su disponibilidad desde fuentes naturalesoriginaban los
periodos deescasezPor otro lado, a partir de los cultivos controladses asegura la exactitud en la
identificacion y la fiabilidad y consistencia de los productos medicinales derivadosogue
estandarizados.

Cabe destacar que existen estudios quimicos que han revelado que la concentracion de nutrientes
y de principios activos en los hongos esta relacionada con el tipo de cepa utilizada en unién a otras
exigencias especificas para el crecimiento fungammo ser. factores nutricionales (sustancias
esenciales para el desarrollo: carbono, nitrégeno, vitaminas y minefatésjes abidticos (humedad
del compost y de la cobertura, temperatura, luminosidad, oxigeno, productos quimicos en el aire,
concentracion d€0,), factores bidticos (virus, bacteridggngos, nerodos,acarose insectos), y
factores inherentes al procesamiento (cosecha, secado/deshidratacion y almacen@hemgoy
Miles, 2004)

1.3. Hongos poliporos

Los poliporosfilum: Basidiomycotaclase:Basidiomycetessubclase: Agaricomycetidaspn un
grupo de hongos altamente polifiléticayos integantes sarconocidos por el tamafio grande de sus
basidiomas y la configuracién poroide del himenof@@mder y Hibbett, 2002; Rajchenberg, 2006)
Asimismo, &n un grupo diverso en cuanto a los caracteres microscopicos, biolégicos y fungionales
su rol principal como degradadores del lefio de los arboles los ha transformado en elementos
fundamentales de la dinamica y de la sanidad de todo tipo deeb¢Rajchenberg, 2006).0os

poliporos soruna de lasnayoesfuentes de compuestos biolégicamente actiwsino tras otrphan
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mostrado poseer una o varias propiedades medicinaemetabolitos antimicrobianos; sustancias
citotdxicas, antineopldsicas e inmunomoduladoragibidores de la agregacién plaquetaria;
hipoglucemiantes; mbidores de la peroxidacion de lipidos y varios antioxidantes; insecticidas y
nematocidaspor menciona algunas de sus actividad€gjawiony, 2004). Los poliporos mas
cultivados sonGrifola frondosa(maitake), Auricularia judea (hongo oreja), Flammulina velutipes
(enoki) Cordyceps sinensigaterpillar fungus)Ganoderma lucidunfreishi) e Hypsizygus maroreus
(bunashimejiYWassely Weis, 1999)

En la década di®s @ se realizaron las primeras investigaciones sobre los efectos antitumorales
de extractos de varias especies de hongos, siendo los polisacaridos los principales componentes
activos, especificamente®glucanos (lkekawat al, 1969). En 1965, en Japén skesarrollé una
preparacion muy popular y eficaz a partir del holiggmetes versicolofconocido previamente como
Coriolus versicolo). Un polisacéaridp ® pt i do de este hongo con el no
para el uso contra varios tipos de cancére cubierto por el plan oficial de salud japonés. El Krestin
contiene 75% de glucanos y 25% de protiftdiroshi y Takeda, 1993)En los afios 90, este
compuesto significo el 25% de las drogas anticancer en Japon, con ventas por 350 millones de délares
(Mizuno, 1999. Un producto similar se desarroll6 en China con otra ceparametes versicolor
baj o el nombr e al,R@EIY.ED aThbkladl s€ fResamntan algunos hongos poliporos y
los compuestos extraidos de los mismos y que se encuentran a laLesnpalisacaridos son la

fraccidbn con mayor actividad bioldgica, presentes en todas estas especies.

Tabla 1. Algunos poliporos y sus compuestos patentdelosnte: Wasser y Weis, 1999.

Especies Triterpenoides Polisacéaridos Proteinas Acidos Otros
Ganoderma lucidum X x x X
Ganoderma applanatum X x
Ganoderma tsugae X X X X
Schizophyllum commune X
TrametegCoriolus) versicolor X X Ergoesterol
Dendropolypurus umbellatus x
Hericium erinaceus x Cyathane
Inonotus obliquus x Ligninas
Grifola frondosa x x

1.4. El géneroGrifola

Shen (2001) menciona para este género 13 espedieica que tres presentan propiedades
medicinalesEn revisiones posteriores, se listan 47 especies y 54 variedades (Kirk, 2010; Mycobank,
2010). Las relaciones filogenéticas d@. sordulentacon G. frondosa Polyporus umbellatusy
Meripilus giganteug=G. giganteg fueron estudiadacon herramientas moleculares por Shen (2001).
Este autor ppuso qué®. umbellatuy G. sordulentacomparten un ancestro comun é@nfrondosay
menciona ques. frondosaesta relacionada@on Laetiporus porteutosuy con M. giganteus Las

relaciones entre estas especies basadas en estudios filogenéticos realizados mediante secuenciacion de
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ADN permanece aun sin resolvefRajchenberg, 2006).

Por otra parte, en base a las caracteristicagoldgicas,G. sordulenta M. giganteusy G.
umbellatason muysimilares y también podrian estar relacionafilagenéticamente. Shen (2001)
argumenta que lalasificacion basada emorfologia microscépica se ve dificultada por algunos
caracteres como el septado secundario engragadhs células de la base defructificacionesque
se confunde con la presencia de fibulas y el sistema hifal que puede ser monomitico o dimitico. Este
autor concluye que una mejor comprension de la historia evolutiva de estas especies ayudaria al
entendimiento de sus propiedades medicinaléds recientementélarada (2007¢ncuentramediante
la secuenciacion des ITS-ADNr, que existauna similitud del 99%ntre G. gargaly G. sordulentay
propuso que estas dos especies éoron clado separado @& frondosa con el cual comparteumn
96% de la secuenciael ITS-ADNr.

Por sus propiedades medicinales y organolép@cadsondosa(maitake)es el mas apreciado del
género con una produccion superior a.800 toneladas, y Jap@omoel principal productorOtras
especies que se consumen en menor proporGidgiganteay G. umbellata se han reportado como
inhibidorasdel crecimiento de tumores en ratones (Mizuno y Zuafg5; Yinget al, 1987). Tales
hallazgos llevaron a cientificos de prestigio a investigar las propiedades medicinales de este género
(Wasser y Weiss, 1999). Varios estudios realizados@ofrondosa- fruto entero fresco, seco en
polvo y micelio de cultivo liquide indican que este hongo tiene actividad medicinal canteviral,
antibacteriano y anfparasitario, regulador de desoérdenes cardiovasculares y de la presién sanguinea,
antidiabético, y modulador del sistema inmunologibtizino y Zhuang, 1995; Royse y Guardj
1997) . El polisac8rido pri mar i-196 glucaro gan nrea adoldng d e
| at eX3) e cdnoce con distintos nhombré&sifolan, fraccion MD ygrifon-D (Kodamaet al,

2003. Si bienha habido adelantasgnificativos en elconocimiento de los componentes activo$sen
frondosa aun se requiere investiganas sobre las propiedades medicinales de este hologo
beneficios potencialegl mecanismo por el que los componentes mencionados ejercen su actividad
farmacoldgica, las enfermedades y sintomas contra los que ellos son eficaces y las dosis necesarias
para el beneficio de los pacientes. Ademas de los polisaca@ddspndosaes fliente de otras
moléculas bioactivas como es el caso de los polifenoles con actividad antioxidantet @a20Q2;

Dubostet al, 2007).

La dosificacion deG. frondosase ha determinado mediante ensayos realizados en animales.
Hobbs (199) estableciéque la dosis oral dpolisacaridos faccion D de G. frondosaque resulta
efectiva como inmunopotenciadgrantitumoralen ratones es de aproximadamente 0,75 mg/kg de
peso. Considera que aunque es dificil comparar la actividad en ratones y humanosydaslanie
misma actividad, significaria que una dosis comparable de la frac@8dd37 mg para una persona
de 70 Kg, y esa cantidad esta presente en 12 g de degtwde G. frondosa(la cantidad de
polisacarido es de alrededor de 4 mg/g de fruto sées)dosis comercialentenidas en capsulas
son de 300 mgy deben suministrarse durante 3 meses para observar los efectos en los parametros de
laboratorio (Bianchi, 2008).
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No existen informes o trabajos en publicaciones cientificas sobre efectos tadaterativos del
G. frondosaen las dosis recomendadas asi como tampoco con el consumo del hongo fresco en
cantidades razonabldsn € sitio MedlinePlus (http://www.enotalone.com/article/9345.htgelpuede
hallar masinformaciénobtenida porlagencias goernamentales de salud (NLM, NIH entre otrds)
productos devados deG. frondosa

Algunos productos a base @e frondosase han estandarizado, es decir se realiza la obtencion y
luego la preparacién con protocolos ggaganticen la reproducibilidad esu composicién, es decir
con pocavariacion en la composicitte los bieproductos(y por ende en la actividadpPebido ala
escasa investigacion en humanos, no se conoce qué dosis son seguras o efectivas, por ello no se
recomienda la toma de cualquierrfm del hongo, entero, en capsulas, tabletas o extracto liquido por
menores de 18 afos. Debido a que reduce la tensién arterial, las personas que toman antihipertensivos
deben ser cautelosas; asimismo cdgdrondosareduce el nivel de azlcar en sangamhién deben
ser precavidos quienes tienen diabetes o hipoglucemia éllamjgue ingieren drogas, hierbas o
suplementos que afectan la glucosa sanguinea, deben monitorear su nivel de glucemia y ajustar la
medicacién segun resulte necesamsegln criteriomédico. Finalmente, no se conoce sobre la
seguridad deG. frondosadurante el embarazo y la lactancia, por lo teoesos estados no se

recomiendauingesta.

2. Grifola gargal y G. sordulenta

En los bosques andifgatagénicos de Argentina y Chile, se han hallado y descripto dos especies
endémicas del géner@rifola: G. gargal y G. sordulenta(Singer, 1969).Son apreciadas como
alimento por las poblaciones nativas y sus propiedades nutracéaticaso han sido estudiadas
(Rajchenberg, 2002). Dado que estos hongos se recolectan en época de invierno, donde la
accesibilidad al bosque es muy limitada, es importante hallar las condiciones 6ptimas para el cultivo
de micelio y delas fructificacionespara la produccion de los compuestos con valor nutricional,
nutricéutico cosmecéutico Yarmacologico hipotéticamente presentes en estos hongos. El cultivo
también evitar4 ekventualimpacto negativo en etquilibrio ecolégico debosque autdctono que
provocaia la recoleccion intensiva de los basidiomBk.estudio de macromicetos silvestres busca
establecer sus propiedades bioldgicas, su comestibilidad, y la ausencia de toxicidad. Asi se facilita la

introduccion de nuevas variedades al mercado de haoguosstibles y medicinales.

2.1.Grifola gargal
Grifola gargal Singer, se encuentra en arboles de roble p&lthofagus obliquéMirb.) Oerst.
En laFigura 1 se indican los sitios donde se ha informado su recoleccion. Cabe mencionar que
Harada (2007) obtiene para su tesis ejemplare&sdgargalen | ugares como fALos
Aval di viao, fAO0Osornoo y AChiloed (Chile), pero no
El roble pellin esin arbol monoico, caducifolio de hasta®®mde altura y 2 m de diametro, se

lo encuentra en bosques templados de la Argentina (desde los 36,5 a 43° Sur) y Chile, (desde los 32,50
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a 41,3 ° Sur). Crece en suelos profundos y fértiles y hasta los 2.000 m de altitud; en ocasiones forma
bosques puros exzonas de 703.000 mm de lluvias anualeSsta especie se considera dentro de los
Nothofagusque forman bosques tibismplados (Heuser, 1984)as diversas condiciones de su
crecimiento han influenciado la amplia variacién genética de sus bosques (Rbrbs@004). Su

madera varia de tonos blaramarillento en ejemplares jévenes, torndndose rojiza en los arboles
adultos.

Grifola gargal causapodredumbre blanca tanto en arboles en pie como en &rboles caidos, sin
constituirse esto en un problema grave de sanidad. Una caracteristica de la podredumbre es que posee
un agradable olor almendradanto en &s fructificacionescomo en el troncoEn la Figura 2 se
muestran imagenes de fructificaciones y primordiosGdegargal tomadas en el Parque Nacional
Lanin durante distintas campafas de recoleccién en el desarrollo de esta tesis.

En los arboles en pie se encuentran fructificaciones desde 1 midsastan en el fuste o en
alguna de | as ramas. Los | uggargaerioo sald eobméiInaan s
encuentran este hongo. En los arboles caidos ginetificacionesanualmente, y se conoce el caso
de un arbol caido dea.0,9 m de difnetro y 8 m de largo cdmasidiomasinuales durante mas de 20
afios Figuras 2B-G). Cabe destacajue ecientemente se encontrd una fructificacionGdegargal
creciendo en un alanf@opulus nigra(Pozziet al, 2009), lo cual constituye el primer antecedeid
la colonizacién dé&s. gargalen una especie diferentd&Naobliqua

El ciclo biolégico deG. gargal comienza cuando las basidiésporas se liberan desde |
fructiicacionesal aire. Estas células haploides son originadas en un himenéforo de poros angulares,
alargados a foliosos, lamelados. En poliporos la dispersion de las esporas ocurre principalmente por
accion del viento y la colonizacién puede ocurrir en las heridas d&boh en pie, sobre el fuste
principal entrel my 5 m de altura, sobre las ramificacion&ggra 2A) o sobre un arbol caido
(Figuras 2C-G). La Figura 2B muestra la parte del arbol que se mantuvo en pie, que a diferencia de
la parte caida en el suelo, poesentafructificaciones Las basidiésporas germinan y durante un
periodo crecen como micelio haploide hasta que las hifas de distintas polaridades sufren plasmogamia
de la que surge un micelio dicariético. El micelio dicaridtico continGia creciendodemaghen (tejido
xilematico) del roble pellin causando una pudricion blanca (obsérvese un detalle de la podredumbre en
la Figura 2C y D). El micelio dicari6tico se reconoce al microscopio por la presencia de fibulas,
clamidosporag hifas gloeopleuras (e capitulo I1.B se muestran detalles de estas estructuras).

En condiciones naturales los primordios comienzan a formarse entre los meses de abril y junio y
si las condiciones para la fructificacion se mantienen favorables, se geasidiomagde distinbs
tamafiosEstosson semejantes a plantas de lechegmllo y pueden ser pequefios (como una esfera
de 10 cm de didmetro) medianos (con 30 cm de diametro) y grandes (de forma irregular de 60 cm de
alto 40 de ancho y sobresaliendo 30 cm de la superfitieode); el peso humedo alcanza los ¥2 k
Las fructificacionesson fuente de alimento de larvas de insectos de la faiiieetophilidae

(Diptera (ver mas abajo Igigura 6).
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Figura 1. Sitiosdonde fueron hallad y descrips fructificacionesde Grifola gargaly G. sordulena.

[A]Cordil |l era Pel aMiar, a ddurlak Singer, 1969;
Grifola zona del iMonument o Nac SchmedeHirschmann
gargal Chile. et al, 1999
[B] Parque Nacional LanifiL ago Qui | | ®n ¢ Rajchenberg2002
[C] Parque Nacional LanifiLago Quefth,z 0 n a Rid e :
Chach2paesto de guardap Eggrtl:;gergzooz
(Argenting.
[D] Osorno, bosque templadGhile. Brujin et al, 2008
[E]Bar i | Beentten,s ul a San Pedr (Pozzietal, 2009
Grifola [FlPar gque Naci onaPerindllahuel Rajchenberg 2002
sordulenta Quetri hu®d, Argentina
[GlParque Naci onaPueNabuBI e Rajchenberg2002
ciudad de Bariloche, Argentina.
[H]: arque Naci onlalg oL dMe n®lna Rajchenberg 2002
rgentina.
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Figura 2. Grifola gargal fructificaciones y primordias A: fructificaciones obserdas en la
ramificacion principal (izquierda), en el fuste principdl endel piso (centro) o en el fuste principal a
5 m de altura(derecha)Las imageneB-F fueron tomadas de uronco deroble pellincaido al suelo
(C-F) y restos del arbol en piB). Las fructificaciones se hallaron sélo en la parte caidas
imagene<-F, muestran Is primerosestadiosie las frutificaciones (primordios) y las imageneg J

corresponden hasidiomasnediaros recolectaos en este arbol.
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2.2. Grifola sordulenta

Grifola sordulenta(Mont.) Singeres una especie menos conocida gakniza las raices de
Nothofagus dombeyMirb.) Oerst (coihue)Kiguras 3A y B). Asi comoenel caso de5. gargal su
fitopatogenicidad no ha sido aun evaluada criticamente (Rajchenberg, EA0B)s campafias de
recoleccioén realizadas en el Parque Nacional Lanin no se hallaron fructificaciones de esta especie, por
lo que los datos de su crecimiento en condiciones nesufakron interpretados desde las fuentes
bibliograficas disponibles.

Los espeienenes descriptos egllas se recolectaroantre el 15 de marzo y el 8 de majb.
coihue se encuentra hasta 1080D m sobre el nivel del man Argentina (383° Sur) y Chi (3547°
Sur). Es un arbol monoico, de hojas perennes, que crece hasta los 45 m de altura y puede alcanzar los
3 m de didmetro, es tolerante a bajas temperaturas y puede formar bosques puros (Heuser, 1984).
Grifola sordulentacausa podredumbre blancdaa raices del coihue vy fructifica sobre el suelo o la
base de los troncos. A peshrla amplia distribuciérdel coihuglas fructificaciones dé&. sordulenta
fueron solamente descripg&n Argentina en los bosques de los lagos Menéndez y Nahuel Huapi.

Durante el otofio gk fructificacionesde G. sordulenta(Figura 3C) liberan basidiésporas que son
dispersadas por el vientoa& basididosporas se origindesdeun himendforocolor blancecrema
dentro de los tubulos deZLmmde diametro, angulares a lamelat@sando stascélulas haploides
impactan sobre el sustraadecuadgerminanoriginando una colonia daicelio haploidgorimario en
la quemas tarde ocurre plasmoganoian otra colonia de polaridad diferep@duciéndos el micelio
secundario Este saeconoce por la presencia de fibulas. Para perseverar en condiciones adversas la
colonia de micelio puede generar estructuras de resistencia diploidelsniédosporaskEn la época
de fructificacién & micelio posee acuntados los nutrientes quabsorbiédel sustrato y con el
estimulo apropiado de las condiciones ambientsdemicia la formacion de primordios que luego
devienen erfructificaciones Los basidiomadallados y descriptos hasta el momento son de 35x
30cm.
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Figura 3. Grifola sordulenta@rboles de coihue)(y B) y fructificacion (C).

El

3. Campafias de recoleccién

Paraproceder da recoleccion del material fungico en areas del Parque Nacional Lanin, se tramito
el permiso correspondientante autoridades del Parque Nacional Laphoyecto n° 851, seccional
San Martin de los Andes)Las fructificaciones recolectadasde G. gargal se envolvieron
cuidadosamente y seantuvierora baja temperatur&osteriormente se congelaron y se transportaron
hasta Bahia Blanca, donde fueron liofiliaadPara la identificadin de los especimenes se verifico:
arbol hospedante, olor almendrado, dgmddin de la morfologia del basidioma, observacion de las
basididésporas y el contexto con floxina en microscopio Optico, determinandose la presencia de hifas
gloeopleura.

No se encontraron basidiomas @esordulené. Los residentes de la zona consultadoesian

conocer este hongo, pero mencionabanegamuy dificil de encontrar.

3.1 Primera campafia de recoleccion

Siguiendo la experiencia y las indicaciones de los residentes, el 18 de Mayo de 2006 se realizo
una campafia en las zonas del lago Lacar, peninsula Yuco, sector del Rio Chachin y paraje Pucara. En
la peninsula Yuco, se examio@. de 4 lay se hallé una frctificacion en mal estado, (285 x10
cm, aproximadamente). En Pucara se encontré una fructificagé&aen un arbol caidd-{guras 4A
y B) Conocedores del lugar mencionan que el mismo arbol presenta fructificaciones anualmente, y lo
ha hecho asi duremmmas de 20 afoBifura 4C).
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