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RESUMEN

Ganoderma spp. comprende varias especies de hongos reconocidos mundialmente por sus
propiedades medicinales, como la estimulacién fisica en situaciones de estrés, mejoras en el
sistema inmunoldgico y la regulacién del colesterol, siendo los polisacaridos y los terpenoides los
principales compuestos bioactivos. La especie mas conocida es G. lucidum, utilizada como
remedio ancestral por mas de 2000 afios. En la Gltima década, la comercializacién de productos a
base de Ganoderma y el mercado de suplementos dietarios con hongos medicinales ha

experimentado mundialmente un aumento significativo, incluso en Argentina.

Recientemente en Argentina se han introducido diversos productos basados en G. lucidum
destinados a mejorar funciones vitales. Si bien esta especie ha sido incluida recientemente en el
Codigo Alimentario Argentino dentro de los hongos comestibles, estos productos carecen aun de
una regulacion especifica. La taxonomia del género Ganoderma es compleja, lo que dificulta su
completo desarrollo como producto medicinal. Por esto, resulta necesario combinar métodos

morfoldgicos, quimiotaxondémicos y moleculares para una correcta identificacion.

Esta tesis se propuso determinar los factores que influyen en la variabilidad de las propiedades
medicinales y nutricionales de los suplementos alimentarios a base de Ganoderma spp. Ademas,
se busco establecer protocolos y procedimientos para controlar dichas variables, demostrar la
seguridad y eficacia de los productos, y generar informacién necesaria para futuros estudios

clinicos.

Se cultivaron seis cepas de Ganoderma en el Laboratorio de Hongos Comestibles y Medicinales
del CERZOS (Centro de Recursos Naturales Renovables de la Zona Semiarida CONICET/UNS),
mediante fermentacion en estado sélido. Cuatro de ellas mostraron un rendimiento prometedor de
biomasa, y fueron identificadas taxonémicamente mediante métodos moleculares. Dos cepas
fructificaron en sustrato s6lido, mientras que las otras dos no pudieron obtenerse por este método,

recurriéndose al cultivo liquido para obtener biomasa. Se realizaron andlisis morfoldgicos, de



antagonismo y de perfiles proteicos para confirmar la identidad de las cepas. También, se analizé

la composicion nutricional y la inocuidad alimentaria de los micelios y basidiomas.

Las cepas identificadas fueron G. sessile, G. lingzhi, G. oregonense, y una perteneciente al género
Phellinus. Se observaron diferencias en los rendimientos de biomasa y polisacaridos entre G.
sessile y las otras especies en cultivo liquido. Este ltimo método demostro ser mas efectivo para
la produccion de polisacaridos en términos de duracion y productividad. Las cepas se
diferenciaron en el contenido de proteinas, carbohidratos y fibra dietaria total, mientras que todas

mostraron un perfil de seguridad adecuado.

Finalmente, se aislaron, purificaron y analizaron quimicamente los polisacaridos del cultivo
liquido de G. sessile. Se estudid su efecto en la microbiota intestinal de voluntarios sanos mediante
fermentacion in vitro, empleando un producto comercial a base de G. lucidum como comparador.
G. sessile resulto contener heteropolisacaridos complejos, disimiles a los hallados en G. lucidum.
Las diferencias quimicas se acompafiaron con efectos diferenciales in vitro, donde los
polisacaridos de G. sessile incrementaron significativamente la produccion de metabolitos
antiinflamatorios en todos los casos estudiados. G. sessile, especie frecuentemente recolectada en
América, mostro ser prometedora para la produccion de polisacaridos bioactivos y la fabricacion

de suplementos dietarios.
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ABSTRACT

Ganoderma spp. includes several fungal species known for their medicinal properties, including
physical stimulation in stressful situations, immune system improvements, and cholesterol
regulation, with polysaccharides and terpenoides being the most bioactive components.
Ganoderma lucidum is the most well-known species, having been used as an ancient remedy for
over 2000 years. In the last decade, the commercialization of Ganoderma products and the market
for dietary supplements containing medicinal mushrooms has seen a significant increase

worldwide, including Argentina.

Several products based on G. lucidum have recently been introduced in Argentina with the goal
of improving crucial health functions. Although this species has recently been included in the
Argentine Food Code among edible mushrooms, these products still lack specific regulation.
Ganoderma taxonomy is complex, which complicates its full development as a therapeutic
product. The need of combining morphological, chemotaxonomic, and molecular methods for

accurate identification has been emphasized.

This thesis aimed to identify the factors that influence the variability of the medicinal and
nutritional properties of Ganoderma spp.-based food supplements. Furthermore, it sought to
establish protocols and procedures for controlling these variables, demonstrating product security

and efficacy, and generating data for future clinical studies.

Six Ganoderma strains were grown in the CERZOS Laboratory of Edible and Medicinal Fungi,
by solid state fermentation. Four of these strains had promising biomass yield and were
taxonomically identified using molecular methods. Two strains fructified in solid substrate, but
the other two could not be obtained using this method, hence liguid cultivation was used to obtain
biomass. Morphological, antagonism, and proteomic analyses were performed to confirm the
identity of the strains. The nutritional composition and food safety of mycelia and basidiomes

were also studied.
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Strains were identified as G. sessile, G. lingzhi, G. oregonense, and one of them showed to belong
to the Phellinus genus. There were differences in biomass and polysaccharide yields between G.
sessile and other liquid-cultured strains. The liquid culture proved to be more efficient in terms
of time and productivity for the production of polysaccharides. The strains differed in their

protein, carbohydrate, and total fiber content, yet all demonstrated an appropriate safety profile.

Finally, polysaccharides from G. sessile liquid culture were isolated, purified, and chemically
analyzed. The effect on the gut microbiota of healthy volunteers was studied using in vitro
fermentation and a commercial product based on G. lucidum as a comparator. G. sessile had
complex heteropolysaccharides, which were not found in G. lucidum. The chemical differences
were accompanied by distinct in vitro effects, with G. sessile polysaccharides significantly
increasing the production of antiinflammatory metabolites in all cases. G. sessile, a commonly
collected species in America, has proven to be promising for the production of bioactive

polysaccharides and the manufacture of dietary supplements.
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ABREVIATURAS

p/p: peso en peso

p/v: peso en volumen

ug: Microgramo

pL: Microlitro

pm: Micrometro.

MS: microsiemens

°C: Grados Celsius

a.C.: antes de Cristo

ADN: &cido desoxirribonucleico

ANOVA: Anélisis de varianza

AOAC: Association of Official Agricultural Chemists
BHT: Butil Hidroxi Tolueno

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

BOLD: Barcode of Life Data System

BSA: Albimina de suero bovino.

BSTFA: N,O-bistrifluoroacetamida.

CAA: Cadigo Alimentario Argentino

CAZimes: Carbohydrate-Active enZymes

CD: Celulas dendriticas

CG-EM - Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas
CICUAE: Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Experimentacién
CL.: cultivo liquido

CL-IES-EM: Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de ionizacién por
electrospray

cm: Centimetro.

CS: Ganoderma sp. CS

d. C.: después de Cristo

d: dia

DEAE-celulosa: Dietilaminoetil celulosa
d.i.: didmetro interno

DLso: Dosis letal 50



DMAPP: Difosfato de Dimetilalilo.

DMSO: Dimetilsulfoxido

DNA: &cido desoxirribonucleico (por su sigla en inglés)

E47: Ganoderma sp. E47

EC: Numero de entrada enzimatica (Enzyme Commission)

EFSA: European Food Safety Authority

Ell: enfermedad inflamatoria intestinal

ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

EPS: Exopolisacaridos.

F/B: Firmicutes/Bacteroidetes

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion
FD: Fibra Dietaria

FDA: Food and Drug Administration

FDA: Fibra Dietaria Acida, en el andlisis de fibra detergente

FDI: Fibra Dietaria Insoluble

FDN: Fibra Dietaria Neutra, en el analisis de fibra detergente
FDS: Fibra Dietaria Soluble

FDT: Fibra Dietaria Total

FES: Fermentacion en Estado Sdlido.

FP: Ganoderma sp. FP.

FT-IR: Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
g: gramos

GA: Acidos ganodéricos

GC-EM: Cromatografia de Gases-Espectrometria de Masas (por sus siglas en inglés)
GK: Ganoderma sp. GLK.

GL PSP: Ganoderma lucidum polisacaridos purificados

GLM: Ganoderma lingzhi micelio

GO: Ganoderma sp. GO.

GPC: Cromatografia de Permeacion en Gel

GPC-HPLC: Cromatografia de Permeacion en Gel-Cromatografia Liquida de Alta Resolucion
GRAS: Generally Recognized as Safe

GRN: Numero de reconocimiento general



GS PSNP: Ganoderma sessile polisacaridos no purificados
GS PSP: Ganoderma sessile polisacaridos purificados

GS: Ganoderma sessile

GSB: Ganoderma sessile basidioma

GSM: Ganoderma sessile micelio

H: humedad

h: horas

HAMT: Heterdtrofos aerobios mesofilos totales

HCI: Acido Clorhidrico

HCyM: Hongos Comestibles y Medicinales.

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Connectivity
HPLC: cromatografia liquida de alta performance

HPSEC: Cromatografia de Exclusién de Tamafio de Alta Presion
HSQC: Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy
Hz: Hercio

IDR: Ingesta Diaria Recomendada

CGB: Clusters de Genes Biosintéticos

IFN-y: Interferon gamma

IgA: Inmunoglobulina A

IKI: lodo -KI (reactivo de Melzer).

IL-2: Interleucina 2

IL-4: Interleucina 4

IMC: indice de Masa Corporal

IPP: Difosfato de Isopentenilo.

ISO: Organizacién Internacional de Normalizacion

ITS: Internal Transcribed Spacer

K-BGLU: Mixed-linkage Beta-Glucan Assay (McCleary Method)
kDa: Kilodaltons

KEGG: Enciclopedia de genes y genomas de Kyoto

KOH: Hidroxido de Potasio

K-YBGL: Beta-Glucan Assay (Yeast & Mushroom)

L por litro



LB: Linfocitos B

LBHCyM: Laboratorio de Biotecnologia de Hongos Comestibles y Medicinales

LEB: Lentinula edodes basidioma

LMR: Limite maximo para residuos

LSU: Large Subunit

LT: Linfocitos T

m: metros

MAPK: Proteina quinasa activada por mitdgenos
MeOH: Metanol

min: Minutos

ML: Méxima verosimilitud.

mL: Mililitros

mm Hg: Milimetros de mercurio

mm: Milimetro.

Mn: Peso molecular promedio numérico
Mp: Peso molecular en el maximo del pico
MTC: Medicina Tradicional China

Mw: Peso molecular promedio pesado

MYG: Extracto de malta, extracto de levadura, glucosa (medio liquido).

n.d.: no detectado

n.v.: nombre vulgar

N: nitrgeno

NF-kB: Factor nuclear kappa B

NK: Celulas asesinas naturales

NMP: Namero Mas Probable

NOAEL: Nivel sin efectos adversos observados
NOESY-ROESY: Espectroscopia de correlacion nuclear
NRP: Péptidos No Ribosomicos.

Numeros CE: NUmeros de clasificacion de enzimas.
OMG: Organizacion Mundial de Gastroenterologia
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OTU: Unidad Taxonémica Operativa.
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PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PDA: Potato Dextrose Agar (Agar Papa-Dextrosa)
pH: potencial de hidrégeno

PK: Policetidos

PKC: Proteina quinasa C

POB: Pleurotus ostreatus basidioma

ppm: partes por millon

PPS: Pérdida por Secado

PS: Polisacaridos

PSGL.: Polisacéridos de Ganoderma lucidum.
PSGS: Polisacaridos de Ganoderma sessile

PSHS: Polisacaridos Hidrosolubles.

PSP: Extracto purificado de polisacaridos

PULSs: Loci de utilizacion de polisacaridos (por sus siglas en inglés)
Ref.: Referencia

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

RNA: &cido ribonucleico (por su sigla en inglés)

rpb2: RNA polymerase 1l second largest subunit (Segunda subunidad mayot de la ARN
polimerasa I1)

R.U.: Reino Unido

s.l.: sensu lato

S.S.: sensu stricto

SCFA: Acidos grasos de cadena corta

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio.
SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
spp.: especies (plural)

T1-T7: Tratamientos 1-7

TA: Temperatura Ambiente

TBS: Tris Buffered Saline

TEF1-a: Translation Elongation Factor 1-alpha

TM: Tonelada de mercancia

TLR: Toll-like receptor
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Tmax: Tiempo maximo (tiempo que tarda en alcanzar la concentracién maxima)
TMF: Trasplante de microbiota fecal

UE: Union Europea

UFC: Unidades formadoras de colonia

USP: United States Pharmacopoeia

UV: Ultravioleta

VPH: Virus del Papiloma Humano

VS.: versus (contra)

vvm: ventilacion voluntaria maxima

WB: Western Blot (Inmunotransferencia)

A: Delta (indicando cambio o diferencia)
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de masas extraidos a los tiempos de retencién correspondientes al basidioma de Ganoderma

sessile E47.

Anexo 2, Figura 8. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los perfiles de esteroles y los
espectros de masas extraidos a los tiempos de retencidn correspondiente al basidioma de

Pleurotus ostreatus POA4.

Anexo 2, Figura 9. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los perfiles de esteroles y los
espectros de masas extraidos a los tiempos de retencion correspondiente al basidioma de Lentinula

edodes L15.

Anexo 2, Figura 10. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los estandares de pesticidas
determinados sobre la matriz de trabajo (A), y los correspondientes espectros de masas extraidos

a los tiempos de retencion de cada compuesto (B).

Anexo 2, Figura 11. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los basidiomas de: A. Ganoderma

sessile E47, B. Pleurotus ostreatus P04 y C. Lentinula edodes L15 luego del analisis de pesticidas.
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Anexo 3, Figura 1. A. Secuencia de la separacion de las fracciones A-D en columna de DEAE-

celulosa. B. Aspecto de las fracciones A-D.

Anexo 3, Figura 2. Cromatograma de los estandares de dextrano empleados para la calibracion

en la determinacion de peso molecular por GPC.

Anexo 3, Figura 3. Andlisis de monosacaridos. A) Cromatograma de los estandares de
monosacéaridos obtenido mediante GC-EM de los derivados acetilados, y B) sus espectros de

masas correspondientes.

Anexo 3, Figura 4. Anadlisis de monosacaridos. Espectros de masas correspondientes a los

monosacéridos identificados en los polisacaridos purificados del cultivo liquido de G. sessile E47.

Anexo 3, Figura 5. Espectro HSQC completo de polisacaridos purificados de G. sessile E47. Se

presenta en un recuadro una region del espectro *C-NMR para mas detalle.

Anexo 3, Figura 6. Espectro HSQC completo de las fracciones A-D de los polisacaridos
purificados de G. sessile E47. Se presenta en recuadros regiones de los espectros **C-NMR para

mas detalle.

Anexo 3, Figura 8. A. Aspecto del extracto de triterpenos aislados de los basidiomas de G. sessile
E47 disueltos en el solvente deuterado. B. Sus correspondientes espectros de *H-NMR y *C-

NMR.

Anexo 3, Figura 9. Espectros HSQC y HMBC completos de los triterpenos aislados de los

basidiomas de G. sessile E47.
Anexo 4, Figura 1. Geles de agarosa de las muestras extraidas de ADN.

Anexo 4, Figura 2. Cromatogramas correspondientes a la separacion de SCFA mediante

cromatografia gaseosa.

Anexo 4, Figura 3. indices A y B, calculados para cada individuo en relacion a los niveles de

SCFA antes y después de la fermentacion.
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" ¢ Qué haces cuando tu mundo empieza a desmoronarse?
Yo salgo a pasear, y,

si tengo mucha suerte,

encuentro algun que otro hongo.

Me devuelven el animo;

no solo —como las flores— por sus abrumadores colores y olores,
sino porque ademas brotan de forma inesperada,
recordandome mi buena fortuna por estar alli

justo en ese momento. ~

Anna Lowenhaupt Tsing,

Los hongos del fin del mundo.

Sobre la posibilidad de vida en las ruinas capitalistas

1



1.1. La biologia de los hongos y sus funciones en el ecosistema
Los hongos se han definido como un grupo de organismos eucariotas, sin clorofila, con nutricién
heter6trofa, unicelulares (levaduras) o multicelulares (hongos micro y macrofilamentosos). Los
multicelulares tipicamente crecen como hifas, con crecimiento apical, aunque veces pueden
aparecer como levaduras. Los hongos poseen caracteristicas suficientes y significativamente
diferentes a las plantas y los animales para ser ubicados en un reino separado: el Reino Fungi.
Dentro de este conjunto se incluyen varios linajes de organismos eucariotas filogenéticamente no
relacionados, uno de ellos conocido como hongos verdaderos o fungi sensu stricto, grupo
monofilético compuesto por Basidiomycota, Ascomycota, Zygomycota y Chytridiomycota. Los
macromicetes, o Macromycetes, constituyen un grupo de organismos del reino Fungi
generalmente pertenecientes a las divisiones Ascomycota y Basidiomycota que, en condiciones
especiales, desarrollan un esporocarpo ('seta”) que crece debajo del suelo (hipogeo) o sobre el
suelo (epigeo) (Rathore et al., 2019, Singh y Passari, 2018). En los tltimos diez afios, las nuevas
tecnologias de secuenciacién de ADN han revolucionado los estudios de taxonomia y diversidad
de hongos, lo que ha permitido estimar un nimero de especies entre 11,7 a 13,2 millones, frente
al 1,5 estimado en el afio 2002 (Redecker, 2002). No obstante, hasta la fecha sélo han sido

descriptas alrededor de 150000 (Hyde, 2022).

Los hongos se encuentran en todos los ecosistemas y muestran una gran diversidad de estilos de
vida, viviendo como saprobios de materia organica en descomposicion o en simbiosis con otros
organismos. Normalmente, las hifas de los hongos filamentosos se alejan unas de otras para
formar la tipica colonia, con un frente de crecimiento centrifugo. Este crecimiento de hifas puede
ocurrir con o sin separacion de los compartimentos celulares de la pared celular, lo que se conoce
como tabicacién (Powers-Fletcher et al., 2016). El crecimiento apical continuo da como resultado
una red compleja de hifas denominada micelio, un organismo exploratorio e invasivo. Las esporas
son productos de la reproduccion sexual y asexual, y actGan como unidades principales de
dispersion en los hongos. La mayoria de las esporas que se depositan en un sustrato apropiado,

en condiciones ambientales favorables, germinan para producir uno 0 mas tubos germinales y un



nuevo micelio fangico. Excepto en las especies estériles, las esporas de todos los hongos pueden
entrar en una fase latente, durante la cual el metabolismo se reduce aproximadamente en un 50
%. En las primeras etapas de la fase vegetativa, durante la germinacion de la espora, pueden
ocurrir fusiones entre los tubos germinales de las esporas agrupadas. Posteriormente, en el interior
de la colonia vegetativa en maduracion, se producen numerosas fusiones de hifas, lo cual resulta
esencial para la comunicacion dentro de la colonia, la translocacién de agua y nutrientes, y el
mantenimiento de la homeostasis (Trinci et al., 2001). Asimismo, de ocurrir fusion entre hifas de
dos progenitores, comenzara el ciclo sexual, que conducira también a anastomosis, pero esta vez
en estructuras especializadas, los esporocarpos. Asi, lo que cominmente se conoce como hongo

es en realidad un organismo con tres estructuras distintas: esporas, micelio y seta 0 esporocarpo.

Se ha postulado que los animales estarian mas estrechamente relacionados con los hongos que
con cualquier otro reino. Los hongos llegaron a la tierra hace mas de mil millones de afios,
desarrollando la capacidad de digerir los alimentos externamente mediante la secrecion de acidos
y enzimas en su entorno inmediato, y luego absorbiendo nutrientes mediante cadenas celulares en
forma de red, el micelio. Muchos de ellos se asociaron con plantas en una alianza que habria
permitido que estas habitaran la tierra hace unos 700 millones de afios, aprovechando la capacidad
degradativa de los hongos de la que carecian (Heckman et al., 2001; Redecker, 2002). Se ha
propuesto la existencia un clado monofilético de organismos eucariotas que son ancestros
comunes de algunas formas unicelulares flageladas junto a los hongos verdaderos (Fungi) y los
animales verdaderos (Animalia), los opistocontes. Un rasgo caracteristico de los hongos ha sido
su capacidad adaptativa, demostrado por su resurgimiento post catastrofes naturales y extinciones
masivas, actuando como regeneradores ambientales y creando nuevas alianzas simbidticas

(Stamets, 2005).

La mayoria de las estructuras fangicas son pobres candidatas a la conservacion durante largos
periodos de tiempo como fosiles. Sumado a la escasa cantidad de caracteristicas morfoldgicas
Unicas de las hifas de los hongos, ha sido dificil establecer registros fosiles fangicos (Edwards et

al., 2018; Krings et al., 2018; Taylor et al., 2015). Prototaxites fue el organismo mas grande (con



mas de 8 m de alto) presente en la tierra durante un periodo de 50 millones de afios, hace 420-370
millones de afios, aparecido por primera vez antes del dominio de las plantas vasculares (Graham
et al., 2010). El hallazgo de fosiles de estos organismos demuestra que los hongos fueron
miembros importantes de los ecosistemas terrestres hasta hace 500 millones de afios, si bien la

evidencia filogenética molecular sugiere que serian mucho mas antiguos (Moore et al., 2020).

Los hongos participan en el reciclaje de biomasa (liberando nutrientes para las plantas), como
componentes de las redes alimentarias (siendo parte de la nutricion de grandes y pequefios
animales), como también en las transformaciones geoldgicas que producen y modifican los suelos
(Gadd, 2016, 2017; Robson, 2017) y la recuperacion y revalorizacién de elementos de tierras raras
u otros metales preciosos procedentes de residuos (Boczonadi et al., 2019). Estan intimamente
involucrados en transformaciones biogeoquimicas a gran y pequefia escala, tanto en habitats
acuéticos como terrestres, con mayor influencia en este ultimo, al participar en transformaciones
organicas e inorganicas, ciclos de elementos, de rocas y minerales (Fomina y Skorochod, 2020;
Kirtzel et al., 2017; Robson, 2017; Zhang et al., 2021). Muchos de estos procesos son relevantes
para el uso potencial de los hongos en la biotecnologia ambiental, como la biorremediacion
(Burford et al., 2003; Conceicdo et al., 2018; Robson, 2017; Moore et al., 2020). Existen
asociaciones mutualistas entre hongos y raices de plantas que ha contribuido a la evolucion del
ecosistema terrestre, las micorrizas. Actualmente, se sabe que unas 6000 especies de hongos y
unas 240000 especies de plantas forman micorrizas (Moore et al., 2020). Los hongos micorrizicos
también conectan a las plantas en comunidades volviéndolas mas resistentes al estrés y las
perturbaciones que cuando se hallan en solitario. Las interconexiones de micorrizas forman una
red a través de la cual pueden tener lugar transferencias de nutrientes y moléculas de sefializacion
de planta a planta, de planta a hongo y de hongo a planta, llamada habitualmente “el internet de

las plantas™ (wood wide web) (Castro-Delgado et al., 2020).

1.2. Hongos funcionales para el ser humano: usos culturales, recolecciéon y produccion

industrial



La recoleccidén de setas para la alimentacion es una tradicién milenaria comparable a la
recoleccién de numerosos frutos del bosque. Varias setas silvestres, tales como Cantharellus
cibarius, Morchella esculenta, M. deliciosa y M. elata, las trufas (Tuber melanosporum y Tuber
magnatum y Tricholoma matsutake), han alcanzado, incluso, el nivel de explotacién comercial.
Muchas de estas especies tienen una tradicion y una mistica asociada, y se hallan presentes en
festivales y mercados asociados con eventos folcloricos. En Europa, principalmente en Francia e
Italia, la mayoria de las trufas son recolectadas por cazadores que utilizan a cerdos y perros que
las hallan mediante el olfato. En la tradicion japonesa, el matsutake u hongo de pino (Tricholoma
matsutake) es considerado un obsequio especial que debe ser apreciado por quien lo recibe,
tradicion que persiste en la actualidad. Morchella spp. (n.v. Morilla), un Ascomycota cuyas
especies en la Patagonia argentina se encuentran asociadas a bosques nativos de Astrocedrus
chilensis (ciprés de la cordillera) y Nothofagus antarctica (fiire), fructifica en primaveray produce
grandes ascomas, comercializados en ferias de en todo el mundo (Moore et al., 2020). Segun el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), las setas pueden utilizarse como

sustituto de las verduras en la dieta en una proporcion de 1:1 (Lysakowska et al., 2023).

Los hallazgos arqueoldgicos han puesto en evidencia que los hongos han sido utilizados por el
hombre desde antes de la historia registrada, tanto con fines alimentarios como medicinales y
espirituales. Las representaciones mas antiguas conocidas de hongos se han encontrado en Africa
en petrografias de principios del afio 9000 a. C., lo que sugiere que ya entonces desempefiaban un
papel importante en los rituales humanos (Samorini, 1992). Por ejemplo, ha sido demostrado el
uso extensivo de hongos en el Per( prehispanico, donde se encontraron imagenes de hongos en
ceramica, objetos de metal y textiles de una variedad de culturas importantes del norte y sur, asi
como de la costa y la sierra del pais. Los hongos (realistas o abstractos) estaban asociados con lo
que parecen ser personalidades de alta autoridad, chamanes/curanderos y victimas de sacrificios
(Figura 1.A) (Trutmann, 2012). El rol espiritual y religioso de los hongos en las sociedades
antiguas se centra principalmente en el consumo de hongos con sustancias psicoactivas. Los

aztecas y chichimecas fueron los primeros usuarios registrados de hongos con la sustancia



psicodélica psilocibina contenida en hongos del género Psylocibe, a los que denominaron
“teonandcatl” (“carne de dios”). Por otra parte, en el norte de Europa y el norte de Asia es de
particular importancia cultural el hongo Amanita muscaria, cuyos principios activos ejercen,
efectos disociativos. Anecdéticamente, se ha reportado que nombre Amanita caesarea, debe su
nombre a ser la su variedad preferida de Julio César; segun testigos este hongo “Sélo se servia al

Emperador, y s6lo en los platos mds preciados ”’(Yamin-Pasternak, 2007).

Si bien han sido una fuente importante de alimentos y medicinas durante muchos afios, la
demanda de hongos silvestres creci6 bruscamente a principios de la década de 1980 hasta alcanzar
la escala comercial actual (Peintner et al., 2013). El cultivo de setas es, por mucho, y excluyendo
a las levaduras, la mayor industria biotecnolégica del mundo, con una cosecha total de varios
millones de toneladas métricas cada afio (Moore et al., 2020). Entre los géneros de hongos méas
cultivados se encuentran los denominados “hongos de especialidad™ (un grupo de macromicetes,
excluidos los champifiones, tradicionalmente calificados como hongos exoéticos, apreciados por
sus propiedades culinarias en la cocina gourmet y por su valor medicinal), como lo son las
diversas especies del género Pleurotus, y diferentes variedades del hongo Lentinula edodes
(Shiitake). A mediados de la década de 1970, el champifion (Agaricus sp.) representaba mas del
70 % de la produccion mundial total de setas. Actualmente, debido a la diversificacion del
mercado, representa aproximadamente el 45 %, a pesar de que el tonelaje de produccion se ha
multiplicado al menos diez veces. Esta diversificacion, impulsada por el creciente interés de los
consumidores por una variedad mas amplia de setas, generd la incorporacion al mercado de
Shiitake fresco y hongo ostra (Pleurotus ostreatus) (Royse et al., 2017). Otras especies
incorporadas, aunque en mercados locales, han sido Enoki (Flammulina velutipes), Shimeji

(Hypsizygus marmoreus) y King Oyster (P. eryngii) (Stamets, 1994).

Figura 1. Usos culturales de los hongos. A. Demostraciones artisticas antiguas de la relevancia

cultural de los hongos; A.l. Figura de ceramica de la cultura Moche con hongo saliendo de su



cabeza, representando el uso médico y quizas espiritual de los hongos?; A.11. Vaso ornamentado
con setas, Cupisnique, Peri?; A.111. Figura chamanica voladora con una seta en mano®. B. Figuras
relevantes de la tradicidn china sosteniendo a Lingzhi en sus manos: B.l. Shennong, Dios de la

agricultura, pintura de la época de la dinastia Liao*; B.I1. El poeta chino Tao Yuanming, por Chen

Hongshou®; B.I1I. Diosa Luo también, por Ren Xiong de la dinastia Qing — 221-207 a.C®.

1.2.1. Hongos comestibles y medicinales: especies de mayor consumo y mas investigadas en el

mundo

La biomasa fungica es considerada un alimento de alta calidad por su buen contenido de proteina
(normalmente 20-30 % del peso seco), su bajo contenido de grasa, por ser fuente de fibra dietaria
y carbohidratos, y por contener vitaminas, especialmente del complejo B. Por sus cualidades, el

producto ha ganado popularidad como alimento saludable vegetariano alternativo a la carne y con

! Fuente: Museo Peabody 16-62-30/F729, accedido desde http://vicuna.ru/index.php/moche-
warrior/porra-2/

2 Fuente: Museo Metropolitano 1978.412.113, Trutmann 2012.

3 Fuente: de Borhegyi 2010.

4 Fuente: Liny Yang, 2019.

° Fuente: Zavadskaya 1977.

® Fuente: https://www.mundoreishi.com/cultura-de-ganoderma-lucidum/#ftoc-heading-1.
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una estructura fibrosa similar (Derbyshire y Delange, 2021; Finnigan et al., 2019). Del total de
especies de hongos descubiertas, unas 2000 se consideran comestibles, y més de 200 especies de
hongos silvestres son consideradas medicinales (Hyde, 2022; Margret et al., 2013). Los hongos
medicinales se han posicionado como alimentos de nueva generacion con un creciente interés
para los consumidores, caracterizados por su alto contenido de compuestos biol6gicamente
activos, incluidos componentes de la fibra dietaria, triterpenos, compuestos fenolicos y esteroles.
Su efecto beneficioso sobre el organismo se genera mediante la mejora de su salud general y el
aporte nutricional, y exhiben, entre otros, efectos anticancerigenos, antioxidantes, antidiabéticos
e inmunomoduladores. Ademas, se ha establecido que estos hongos aceleran el metabolismo,
ayudan a combatir la obesidad y ralentizan el envejecimiento (Lysakowska et al., 2023). El perfil
quimico de los hongos medicinales varia segun la especie, la cepa, las condiciones de cultivo, el
grado de madurez y la estructura fungica, todo esto determinado en gran medida por factores
ambientales (acceso al agua, luz, radiacién ultravioleta) y bioldgicos (tipo de sustrato u
hospedador, presencia de hongos competidores) (Barros et al., 2007; Elkhateeb y Ghoson, 2022;
Lysakowska et al., 2023). La diversidad de especies de hongos y de sus grupos de genes de
biosintesis de metabolitos destaca el potencial casi ilimitado para el descubrimiento de farmacos

y la biologia sintética (Bills y Gloer, 2017).

Sin embargo, los mecanismos detallados de los efectos de los hongos medicinales en el organismo
humano adn requieren estudios clinicos a largo plazo que confirmen sus efectos, la seguridad de
su uso y su dosificacion. En los Gltimos afios un gran nimero de especies de hongos comestibles
y medicinales (HCyM) cultivadas y de productos derivados se incorporaron al mercado mundial,
al mismo tiempo que la cantidad de publicaciones cientificas relacionadas aumentd
exponencialmente, y con ello la necesidad de una correcta identificacion de las especies para
asegurar que esas propiedades nutricionales y/o medicinales estén garantizadas (Figura 2). A su
vez, conocer la geolocalizacion de las especies permite la asignacion correcta de la taxonomia a
especimenes incognitas, ademas de orientar acerca de las condiciones necesarias para el

crecimiento de cada una de ellas. Esta informacion puede conocerse a partir de los depositos de



los  especimenes existentes en bases de datos, como BOLD  systems

(https://www.boldsystems.org) (Figura 3.A,B.). La identificacion de las especies puede ser mas

dificil en aquellas que poseen registros con categorias de subespecie o variedad (“var.”). El
nimero de ingresos o registros de una especie en bases de datos especificas de hongos, como
Mycobank, es un indicador de la variabilidad intraespecifica (Figura 3.C). A pesar de ser una
herramienta Gtil para identificar especies, las bases de datos publicas pueden presentar un alto
indice de asignaciones taxondmicas incorrectas en el caso de los hongos medicinales. Por lo tanto,
es recomendable llevar a cabo una reevaluacién taxonémica al trabajar con especies medicinales

(Jargalmaa et al., 2017).

Figura 2. Especies de HCyM con maés publicaciones cientificas hasta julio de 2021, segun los
criterios mencionados en el Anexo Introduccion, Tabla 1. Se seleccionaron las especies que
superaban la media de cantidad de publicaciones cientificas. Se aplico el método de clusters para
agrupar las especies segin nimero de publicaciones y nimero de ensayos clinicos, empleando
software Tableau Public 2021.1, que aplica el algoritmo k-means. Los valores debajo de cada
especie indican nimero de publicaciones y, entre paréntesis, el nimero de ensayos clinicos

asociados a la especie.
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Figura 3. A. Georreferenciacién de las especies de HCyM mas investigadas hasta julio de
2021, segun la informacién publicada en bases de datos, siguiendo en los criterios
mencionados en el Anexo Introduccién, Tabla 1. B. Cantidad de especies por pais. C.
Variabilidad intraespecifica de las especies en estudio; se muestran las especies que

presentaban hasta julio de 2021 un nimero de ingresos en Mycobank igual o superior al

lucidum
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1.2.1. Relevancia de Ganoderma lucidum entre los hongos medicinales

Ganoderma lucidum posee una historia de mas de 6800 afios en China, y su uso cultural se
remonta al 5000 a.C. Es conocido por documentos medicinales chinos de 2000 afios de antigtiedad
como su medicina mas valiosa, “la hierba de la vida eterna”, buscado por emperadores, lo que
demuestra su asociacion con un alto estatus desde la antigiiedad (Hobbs, 1986). Este hongo fue
comparado por el emperador Qianlong de China (1735-1796) con el sandalo purpura o el jade
blanco en un poema, destacando su valor inestimable y su rareza (Loyd y Blanchette, 2019).
Ganoderma proviene del latin gan, que significa “brillante” y derm, que significa “piel”; lucidum
también significa “brillante”, debido a su apariencia. En China es conocido como Lingzhi, que

significa "planta espiritual” o "seta del arbol de la vida“. En la tradicion japonesa se le conoce
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como Reishi, que significa " seta divina o espiritual”, nombre que podria estar relacionado con la
transformacién de Buda en rishi, 0 "sabio del bosque". Otro nombre, Mannentake, significa "seta

de los diez mil afios" o "seta de la inmortalidad" (Rogers, 2012).

Histéricamente, la cultura china ha considerado el Lingzhi como una “hierba” méagica, simbolo de
buena fortuna y cargado de un poder misterioso. El taoismo jugé un papel importante en la
promocion de este hongo, ya sea con fines médicos o no. Tao Hong-Jing, importante farmacélogo
y alguimista chino, creia que "uno puede comer Lingzhi sin preocuparse por la dosis". En la
literatura china, desde la antigiiedad se pueden encontrar numerosos mitos y poemas que
mencionan el amor, la adoracion y las creencias de la gente sobre Lingzhi (Figura 1.B). Escrito
en el 100 a.C., el Shennong Materia Medica, que retne las experiencias adquiridas por los
antiguos médicos chinos, fue el primer libro farmacéutico en documentar a G. lucidum. El libro
enumera una suma de materiales en categorias segln sus efectos medicinales y téxicos en los
humanos; la mas alta categoria, alcanzada por aquellos con eficacia medicinal sin toxicidad
conocida, fue la asignada a Lingzhi (Ling y Yang, 2019). Consecuentemente, los aspectos
supersticiosos asociados a Lingzhi fueron criticados (Lin, 2009). Por otro lado, el Compendio de
Materia Médica (1518-1593) registra que G. lucidum es adecuado para personas de cualquier
constitucion, puede tratar enfermedades mentales, nutrir el bazo y el estbmago, aumentar la
sabiduria, mejorar la memoria y promover la longevidad. El valor medicinal del género
Ganoderma fue reconocido oficialmente en el afio 2000 con la publicacién de la Farmacopea
China, y un afio mas tarde, con la inclusion de las especies G. lucidum, G. sinensis y G. tsugae en
la lista de especies de hongos medicinales que pueden usarse en alimentos saludables por parte

del Ministerio de Salud de China (He et al., 2023).

El Reishi silvestre es relativamente raro, y casi todos los productos comerciales derivan de su
cultivo en ambientes controlados. El hongo prefiere hospedadores de madera dura y, en Japén,
crece casi exclusivamente de forma silvestre en los ciruelos. En algunas partes del Sudeste
Asidtico, puede hallarselo sobre palmeras (Rogers, 2012). Debido a su distribucion irregular en

la naturaleza y a su creciente demanda como producto medicinal, los esfuerzos se han volcado
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hacia su cultivo (S. Wachtel-Galor et al., 2011). En Asia, varios Ganoderma spp. se comercializan
en forma de nutracéuticos, bebidas saludables, en polvo, y en diversas formas de suplementos
dietarios. Este género ha demostrado gran plasticidad fenotipica (observado como una variacion
en la morfologia del basidioma), influenciada en gran medida por factores extrinsecos, como el
clima, la disponibilidad de nutrientes y el entorno geografico, mas que con la variacién genotipica.
Dentro del género, la morfologia de los basidiomas puede variar significativamente, no obstante
en ocasiones esta variabilidad puede deberse a identificaciones erroneas, ya que la taxonomia del

complejo Ganoderma lucidum ha sido descrita como “caotica” (Moore et al., 2020).

Potencial medicinal, tamafio del mercado y estado regulatorio. Durante los ultimos 2000 afios,
G. lucidum ha pasado de ser una medicina antigua muy preciada a ser empleado en la elaboracion
de nutracéuticos dentro de una industria valuada en varios mil millones de dolares. El tamafio del
mercado de G. lucidum y sus especies emparentadas, que incluye alimentos y bebidas, productos
farmacéuticos, nutracéuticos y suplementos dietéticos, cosméticos y de cuidado personal, ha
crecido considerablemente en los Gltimos afios, valuado en 2,5 mil millones (USD) en 2013
(Bishop et al., 2015) y que se estima alcanzara los 5.07 mil millones (USD) en 2025 a una tasa
de crecimiento anual del 9 %. En esta industria, operan principalmente a escala global al menos
unas 34 comparfiias. Segun reportes, este crecimiento puede atribuirse al creciente interés por la
medicina tradicional, una mayor conciencia sobre la salud y el bienestar, sumado al aumento de
investigaciones y publicaciones en la temaética, y la expansion de la industria de suplementos

dietéticos (The Business Research Company, 2025) (Figura 2).

El basidioma, el micelio y las esporas de G. lucidum contienen mas de 400 compuestos bioactivos
diferentes, incluidos principalmente triterpenoides, polisacaridos, nucledtidos, esteroles, acidos
grasos, proteinas/péptidos y oligoelementos (Wasser, 2005). Los productos a base de Ganoderma
pueden comercializarse como medicamentos recetados en algunos paises asiaticos, aungue
internacionalmente la mayoria se dispensan como suplementos dietéticos, y varian en términos
de la estructura del hongo procesada, el método de extraccion y el modo de administracion, ya

sea en forma de tonicos, comprimidos/capsulas o polvos (Lai, 2004). En la mayoria de los casos,
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el etiquetado del producto se limita a declaraciones de beneficios para la salud (Bishop et al.,
2015). Las propiedades medicinales reconocidas por las entidades regulatorias internacionales en
materia de alimentos como la FDA (Food and Drug Administration) y la EFSA (European Food
Safety Authority) incluyen la estimulacién fisica ante situaciones de stress, mejoras en el
funcionamiento del sistema inmune y el mantenimiento de los niveles normales de colesterol.
Segun la USP (United States Phamacopeia) se reconocen como principios activos dos grupos
quimicos, los polisacéridos y los terpenoides. Si bien ain se encuentran en proceso de
clasificacion, las especies de Ganoderma se encuentran incluidas en el Codex Alimentarius en el
grupo de los hongos comestibles (cédigo VF 3066, ALINORM 10/33/24, Apéndice I1X, FAO-
OMS). Tradicionalmente, es el basidioma de G. lucidum, y sus especies emparentadas, la
estructura consumida y considerada fuente las actividades bioldgicas reportadas (Hsu y Cheng,
2018). Menos estudiados, pero con valioso potencial para el desarrollo de agentes terapéuticos,
son su micelio (Berger et al., 2022) y sus esporas (Plazas et al., 2020). La propagacion del micelio
a escala de fermentador no ha sido vastamente explotada (Berger et al., 2022); no obstante,
actualmente se comercializan ciertos productos a base de extracto estandarizado de micelio de
Ganoderma, principalmente conteniendo betaglucanos. Las esporas de este hongo tienen una
estructura resistente. Se requiere un esfuerzo continuo para desarrollar métodos eficientes que
rompan la pared de las esporas y extraigan biocompuestos con alto rendimiento a bajo costo
(Soccol et al., 2016). Mas aun, ha sido sefialado que hasta la fecha no se han reportado articulos
gue comparen la eficiencia entre extractos de diferentes estructuras, necesario para identificar los

beneficios de las esporas de G. lucidum sobre sus otras estructuras (Thuy et al., 2023).

En nuestro pais se comercializan diversos productos basados en G. lucidum, segin declaran sus
rétulos, tanto importados como de industria nacional, destinados a mejorar funciones vitales. Si
bien esta especie ha sido incluida recientemente entre los hongos comestibles del Cddigo
Alimentario Argentino, estos productos carecen aun de una regulacion especifica. Asi, para
alcanzar su maximo potencial econdmico y medicinal, es necesario abordar los desafios

relacionados al esclarecimiento de su taxonomia, a la identificacion de los componentes activos,
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y a establecer rangos de dosis segura y terapéutica discriminada por metabolito para cada tipo de
enfermedad. A su vez, es necesario optimizar las condiciones de crecimiento para aumentar la
produccién, maximizar los ingredientes activos, garantizar la pureza, y realizar ensayos clinicos

para proporcionar pruebas convincentes de sus beneficios para la salud (Bishop et al., 2015).

1.3. Riesgos asociados a los macromicetes

1.3.1.  Los macromicetes como patégenos

Los hongos parasitos y patdégenos infectan los tejidos vivos de plantas, animales y otros hongos,
causando lesiones y enfermedades que aumentan la presién de seleccion sobre sus hospedadores.
Los hongos son los principales fitopatdgenos, siendo responsables de importantes pérdidas de la
produccion agricola mundial (Moore et al., 2020). Alrededor del 10 % de los macromicetes
patégenos que pudren la madera atacan principalmente las maderas blandas (Sigoillot et al.,
2012); constituyen un grupo fisioldgico de hongos pertenecientes a Basidiomycota y en menor
medida a Ascomycota que atacan preferentemente las maderas de coniferas y han sido los mas
destructivos en productos de madera estructurales en descomposicién (Niego et al., 2023). Antes
del desarrollo de los fungicidas, las enfermedades fungicas causaban periddicamente una
devastacion masiva de los cultivos. Tanto en animales como en plantas, un gran nimero de
enfermedades fungicas ha causado graves mortandades y extinciones de especies en la naturaleza,

poniendo en peligro la seguridad alimentaria (Moore et al., 2020).

Entre los animales, las enfermedades emergentes infecciosas fungicas han reducido la abundancia
de poblaciones en anfibios, murciélagos e incluso corales en muchas especies y en grandes areas
geograficas (Moore et al., 2020), siendo causadas principalmente por hongos microfilamentosos.
Los hongos entomopatdgenos a menudo matan o incapacitan gravemente a una variedad de
especies de insectos (Mantzoukas et al., 2022). Dentro de los macromicetes, Cordyceps militaris
y especies de Ophiocordyceps han sido bien documentados como paréasitos de insectos. Por otro
lado, los hongos que infectan a humanos sanos lo hacen casi exclusivamente en forma de
levadura; es decir, se limita a especies con dimorfismo. La capacidad de asumir diversas formas

es fundamental para infectar a los humanos, ya que muchos ingresan al cuerpo en forma de
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propagulos, esporangiosporas o conidias que se dispersan en el aire. Un caso particular de
especies de Basidiomycetes que han sido reportadas como causantes de enfermedades en
humanos son Cryptococcus spp. (Kohler et al., 2015); no obstante, pese a su clasificacion como
Basidiomycota, la reproduccion sexual de Cryptococcus, bajo su forma teleomorfa, perfecta o
micelial Filobasidiella, sélo ha podido observarse in vitro (Puchades Reig, 2016). Este género,
junto a otros miembros de la microbiota cutanea humana que predominan como levaduras en el
hospedador (Malassezia furfur, Trichosporon), son oportunistas en pacientes con catéteres

venosos y en inmunodeprimidos (Kohler et al., 2015).

Bioseguridad de Ganoderma. En particular, Ganoderma se clasifica como agente del grupo de
riesgo | (bajo riesgo individual y comunitario), considerando que no causa enfermedades a
trabajadores de laboratorio y animales, segun la clasificacion establecida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) e indicado en la NORMA IRAM 80059 en consenso con el
MERCOSUR, donde el género no es incluido dentro de los hongos con riesgo bioldgico. En
cuanto al riesgo medioambiental, Ganoderma spp. puede invadir patogénicamente arboles heridos
provocando pudricion. Los &rboles afectados pueden decaer o morir. Los basidiomas de
Ganoderma producen millones de basidiosporas que se liberan en diversas condiciones
ambientales y durante meses. El desarrollo del hongo puede producirse desde las raices de los
arboles infectados hasta las sanas, infectando las raices principales o laterales, a menudo a través
de una herida (Sinclair y Lyon, 2005). Por ejemplo, G. brownii es la especie mas prevalente
reportada en el estado de California y se ha asociado con arboles caidos y pudriciones del tronco
en citricos (Adaskaveg y Ogawa, 1990; California Department of Food and Agriculture, 2021).
G. boninense es un patégeno que puede atacar las plantas de palma aceitera en Indonesia
(Sukariawan et al., 2021). Otro ejemplo es G. adspersum, especie introducida en ese mismo
estado y causante de una importante descomposicion de la madera y pudricion de las raices de los
almendros en el Valle Central. En Italia, G. adspersum infecta pinos que deben ser talados luego
de la infeccion (California Department of Food and Agriculture, 2017; De Simone y Annesi,

2012).
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No obstante, el hongo es un reciclador eficiente mas que un patégeno per se y, esencialmente, la
enfermedad es una consecuencia del biodeterioro prolongado. Se ha reportado que la tasa de
ataque de Ganoderma es mayor en plantas longevas que en plantas jovenes, propension que
aumenta en suelos con baja fertilidad. Aun asi, los sintomas de la enfermedad tardan afios en
desarrollarse, y el porcentaje de infeccion suele ser bajo (1-2%) (Paterson, 2007; Sukariawan et
al., 2021). Mas aun, no se ha logrado causar una infeccion efectiva con basidiosporas en ensayos
de viabilidad sobre palmas, lo que probablemente refleja la agresividad relativamente baja de
Ganoderma y la necesidad de un inéculo grande para que la infeccion ocurra (Rees et al., 2012).
Por otro lado, Ganoderma no representaria riesgo medioambiental/fitosanitario en nuestra region,
al encontrarse ausente dentro de la lista de las plagas establecidas por el COSAVE (Comité de
Sanidad Vegetal del Cono Sur), tanto en Argentina como en Uruguay, Paraguay, Peru, Chile,

Bolivia y Brasil (COSAVE, 2021).

1.3.1. Intoxicaciones producidas por macromicetes. Importancia del control de calidad del

sustrato en hongos de consumo

La intoxicacion por ingestion de setas en el ser humano es un fenémeno estacional, y suele
producirse por la ignorancia y por confusion con las especies comestibles, siendo especialmente
frecuente en regiones donde existe una tradicion popular de recoleccién en campo. Estas
intoxicaciones pueden clasificarse segun el periodo de latencia de aparicion de la sintomatologia,
siendo de unos pocos minutos hasta varias horas. Las intoxicaciones con periodo de latencia breve
suelen ser menos severas, entre las que se encuentran el sindrome gastrointestinal (causado por
especies de los géneros Lactarius, Russula, Boletus, Tricholoma, Entoloma, Clitocybe,
Omphalotus, Scleroderma, Agaricus, Chlorophillum, Hebeloma e Hypholoma), el sindrome
muscarinico (causado por de Amanita muscaria y A. pantheriana), el sindrome alucindgeno
(causado, entre otros, por especies de Psilocybe), el sindrome cardiovascular (causado por
Coprinus atramentarius y Clitocybe claviceps y el hemolitico (causado por Amanita rubescens y
Paxillus involutus). El cuadro clinico de las intoxicaciones con periodo de latencia prolongada es,

por lo general, mas severo, e incluye complicaciones tales como la hepatotoxicidad y
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nefrotoxicidad, y pueden ser potencialmente mortales dependiendo de la dosis ingerida y de la
demora en el tratamiento. La intoxicacion por setas hepatotdxicas (sindrome faloideo) es la mas
importante ya que supone aproximadamente el 90 % del total de los envenenamientos que
provocan la muerte en Europa. Los hongos responsables son Amanita phalloides, A. virosa, A.
verna, Lepiota brunneoincarnata y Galerina spp., con A. phalloides como prototipo de seta
hepatotdxica. El cuadro clinico que se produce tras el consumo de estas setas se debe a sus toxinas,

fundamentalmente la amatoxina o amanitina (Cameén y Repetto, 2006).

Respecto al consumo de HCyM, la seguridad de su uso durante condiciones especiales como el
embarazo, la lactancia y en nifios aiun no ha sido debidamente reportada. Los compuestos
bioactivos que se encuentran en los hongos, como sucede también con ciertas hierbas, pueden
limitar potencialmente la absorcién de nutrientes, oligoelementos y vitaminas. Como norma
general, se ha destacado la recomendacién de evitar el consumo excesivo de setas en personas
mayores y nifios, ademas de la precaucion en personas bajo tratamientos medicamentosos o que
consumen habitualmente hierbas, debido a la posibilidad de interacciones con sus compuestos
bioactivos (Lysakowska et al., 2023). Se ha reportado que el consumo de hongos Shiitake puede
provocar una reaccién cutanea alérgica en personas sensibles, probablemente causada por el
ingrediente natural lentinano (Stephany et al., 2016). Sin embargo, estos son casos raros que
ocurren en personas sensibilizadas, y por lo general luego del consumo del hongo crudo (Hoek-

Van Den Hil y Van Asselt, 2019).

En general, es importante realizar un seguimiento de los procedimientos de la cadena de
suministro de hongos. Ciertos contaminantes, como metales pesados, pesticidas (fitosanitarios) y
residuos de medicamentos veterinarios. pueden ser transferidos a los hongos silvestres o
cultivados a través del compost o sustrato. Por lo tanto, se debe conocer y controlar el sustrato de
partida para detectar riesgos quimicos para la salud humana, incluyendo el registro de las
concentraciones encontradas y los datos de consumo. A su vez, dado el aumento de las

importaciones de productos a base de setas procedentes de otros paises, los productos ingresados
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deben ser supervisados para verificar el cumplimiento de las normas de inocuidad alimentaria

(Hoek-Van Den Hil y Van Asselt, 2019).

1.5. Objetivos de la tesis

La comunidad cientifica internacional dedicada al estudio de los HCyM reconoce la necesidad de
ensayos adecuados para evaluar la calidad de los productos y la necesidad de estudios integrales
gue contemplen no solo el rendimiento en biomasa de la produccién, sino también el valor
nutricional y medicinal del producto. Asi mismo, toma cada vez mas importancia el estudio de
las variaciones quimicas y medicinales entre cepas. La presente tesis se propuso determinar los
factores que influyen en la variabilidad de las propiedades medicinales y nutricionales de los
suplementos alimentarios a base de cepas Ganoderma spp. cultivadas en el Laboratorio de
Biotecnologia de Hongos Comestibles y Medicinales de CERZOS-CONICET-BB (LBHCyM),
estableciendo protocolos y procedimientos para demostrar seguridad y eficacia del producto, v,
de esta manera, recolectar informacién necesaria para iniciar estudios clinicos. En particular, se
propuso evaluar diferencias en las caracteristicas de cultivo como rendimientos y tiempo de
fructificacion. Posteriormente, se buscéd determinar y caracterizar el contenido de componentes
biolégicamente activos, asi como su valor nutricional, acompafiado por la evaluacion de la
seguridad alimentaria de los productos obtenidos. Finalmente, estimar la potencia
inmunomoduladora de los productos y de esta manera, evaluar la factibilidad de su empleo como
alimentos funcionales. Los aportes de esta tesis contribuiran al desarrollo de metodologias de
analisis, identificacion y control de calidad de hongos comestibles y medicinales, escasamente
estudiados desde el punto de vista medicinal en nuestro pais. A su vez, la caracterizacion quimica
y bioldgica contribuird al disefio de productos de consumo humano destinados a mejorar el estado

de salud de individuos sanos y enfermos.
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Cultivo e identificacion de cepas de
Ganoderma spp.

“Asi, pues, observar es contentarse con ver.

Ver sistematicamente pocas cosas.

Ver aquello que, en la riqueza un tanto confusa de la representacion,
puede ser analizado, reconocido por todos

y recibir asi un nombre que cualquiera podra entender. ~

Michel Foucault, Las palabras y las cosas.
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2.1. Parte |

Obtencién de biomasa mediante
fermentacion en estado solido (FES)

2.1.1 Introduccién

El término “hongos de la pudricion de la madera” no refiere a una especie o un taxon, sino a un
grupo de hongos que incluye aquellas especies que crecen en diversas formas de sustratos de
madera, como madera en pie, madera muerta, madera caida y madera en descomposicion
(Wendiro et al. 2019). Estos hongos requieren agua libre para que las enzimas fungicas puedan
secretarse y luego los productos alimenticios utilizables puedan volver a difundirse en el hongo
(Srivastava et al., 2013). Segun el tipo de descomposicion que provocan, estos hongos pueden
clasificarse en hongos de la pudricién blanca, hongos de la pudricion parda o marrén y hongos de
la pudricion blanda (Schwarze et al., 2001). Més especificamente, los hongos de la pudricién
blanca pueden degradar lignina, celulosa y/o hemicelulosa, representando el 90 % del total de
hongos de la pudricidn de la madera y mostrando una gran diversidad. Los hongos de la pudricién
parda no pueden degradar la lignina, sino que modifican sus propiedades quimicas (Li et al.,
2022), mientras que “pudricion blanda” refiere a la pudricién causada por ciertos ascomicetos y

hongos asexuales.

La mayoria de las especies que descomponen la madera pertenecen a la division Basidiomycota
(Basidiomycetes), y normalmente se clasifican como hongos de la pudricion blanca o parda (Riley
et al., 2014). Los ascomicetos comprenden una pequefia cantidad de hongos que también pueden
degradar la celulosa o la hemicelulosa (Liers et al., 2011). Debido a su mayor abundancia dentro
de los basidiomicetos y a su capacidad de degradar tanto celulosa, hemicelulosa como lignina, los
hongos de la pudricion blanca son los macromicetes con mas interés en su cultivo. La maquinaria
bioldgica que permite la degradacion de las macromoléculas presentes en los sustratos se
compone de enzimas intracelulares y extracelulares especificas. Entre ellas, las celobiohidrolasas,

las endoglucanasas y las glucosidasas son las principales enzimas extracelulares que degradan las
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cadenas largas de celulosa, mientras que las endoxilanasas y las endomananasas, son enzimas
hemiceluloliticas intracelulares (Tengerdy y Szakacs, 2003; Philippoussis, 2009). La lignina, por
su parte, presenta mayor dificultad para ser degradada, y son las lignina peroxidasas, las
manganeso peroxidasas y las lacasas las principales enzimas extracelulares encargadas de su

catabolismo (Hatakka, 1994; Philippoussis, 2009).

Los hongos han sido desde la antigiiedad un componente alimentario en diferentes culturas
alrededor del mundo (Kaliyaperumal et al., 2018). Esta demanda mundial esta relacionada, entre
otros factores, con su sabor atractivo, sus propiedades nutricionales, y, en algunas regiones, con
su accesibilidad y disponibilidad comercial (Boonsong et al., 2016), siendo las setas mas
consumidas Agaricus bisporus, Lentinula edodes y Pleurotus spp. (Rathore et al., 2017). Entre
2013 y 2017, Asia representd un aumento de la productividad del 80,5 %, Europa del 13,2 %,
América del 5,5 %, Oceania del 0,5 % y, finalmente, Africa del 0,3 % de la produccion mundial
de setas y trufas, valor que rondaba los 10,2 millones de toneladas en 2017 (Martinez-Medina et
al., 2021). En la actualidad, casi todos los hongos de interés medicinal son obtenidos en grandes
cantidades mediante cultivo artificial en sustrato solido. El cultivo de hongos de especialidad es
el uno de los pocos proceso biotecnoldgico a gran escala que utilizan creativamente materiales

lignoceluldsicos (Stamets 2000; Smith et al., 2002).

En cuanto a los productos obtenidos a partir del cultivo de los hongos de especialidad, ha sido
sefialado que la produccion de los compuestos de interés depende de la etapa de crecimiento, es
decir, micelio, primordios y carp6foro maduro (Chen et al., 2012; Li et al., 2013). Tal como ha
sido reportado para el género Ganoderma, los compuestos fenélicos se acumulan principalmente
en el basidioma. Las variaciones en las concentraciones podrian estar relacionadas con la
expresion de ciertos genes de codificacion de proteinas, ya que se encontrd que estaban regulados
positivamente en la transicion de micelios a primordios y luego disminuidos en la transicion de
primordios a cuerpos fructiferos (Chen et al., 2012). Ademas, los polisacaridos y los compuestos
fendlicos pueden ser traslocados desde los carpoforos hacia las esporas en cultivos maduros, como

fue observado para Ganoderma sp. (Bidegain, 2017). Por otro lado, dado que ciertos metabolitos
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secundarios son producidos en respuesta al estrés ambiental, los carpéforos silvestres presentan
en general mayor concentracion de compuestos antioxidantes y mayor actividad antioxidante que
los cultivados. EI método de extraccion de los compuestos desde su matriz es la tercera variable

a considerar (Campi et al., 2023).

La fermentacidn en estado s6lido (FES). La fermentacidn en estado sélido (FES) se define como
cualquier proceso de fermentacién que ocurra en ausencia o casi ausencia de liquido libre,
empleando un sustrato inerte (materiales sintéticos) o un sustrato natural (materiales organicos)
como soporte sélido (Elisashvili, 2012). Es el método que permite la obtencién de esporocarpos
(también llamados basidiomas, basidios o basidiocarpos en los basidiomicetos) a partir de
in6culos de micelio. Estas estructuras fungicas aparecen cominmente luego de completar ciclos
ritmicos de cultivos conocidos como oleadas o flushes, cuya cantidad y duracion del intervalo
puede variar dependiendo de las condiciones de cultivo y la especie cultivada (Bidegain, 2017;
Garcia Rollan, 1985) hasta agotar el sustrato. Una gran variedad de materiales lignocelulésicos
ha sido empleada exitosamente como sustrato para su biotransformacion por parte de hongos
comestibles y medicinales (Philippoussis et al. 2009; Economou, Diamantopoulou y
Philippoussis, 2017). La produccion comercial de hongos, tanto a pequefia como a gran escala,
ha demostrado ser un proceso eficiente en el que los materiales lignoceluldsicos generan
productos con valor nutricional, debido a la capacidad degradativa de estos organismos (Martinez-
Carrera et al., 2000; Chiu y Moore, 2009; Philippoussis, 2009). El cultivo artificial busca emular
el crecimiento natural de ciertas especies de hongos en la madera muerta de arboles bajo
determinadas condiciones climéticas; asi, el cultivo en troncos representa un importante negocio
en China, Japdn y Corea del Sur. No obstante, no existe una Unica variedad que pueda fructificar
durante todo el afio, lo que obliga a considerar una combinacidon de diferentes cepas si se quiere
conseguir una produccion continua, como en el caso de Lentinula. Desde hace décadas, la
tendencia principal ha sido el cultivo en bolsas de plastico conteniendo una variedad de sustratos
(los Ilamados “troncos sintéticos™) dentro de invernaderos, donde es posible controlar las

condiciones ambientales (Chang y Miles, 2004).
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El cultivo de hongos comestibles y medicinales mediante FES a partir de materiales
lignocelul6sicos constituye una alternativa cada vez méas presente en la revalorizacion de residuos
agroindustriales. Este método de cultivo consiste en la biotransformacién energéticamente
eficiente de sustratos solidos en alimentos, medicamentos y biomoléculas, entre otros, al mismo
tiempo que se reduce el impacto ambiental que puede originar la eliminacion inadecuada de esos
residuos (Postemsky et al., 2014). Ademas, constituye un pretratamiento de la biomasa para
futuros usos (Chen, 2013) e incluso es reconocido como método de biorremediacion en ambientes
contaminados (Barh et al., 2019). Entre los representantes del grupo de setas cultivadas se
encuentran Pleurotus spp. y Lentinula edodes (Philippoussis, 2009). Por su parte, G. lucidum ha
sido tradicionalmente cultivado en sustratos solidos a base de granos, viruta 0 madera (Chang,

Tsai y Houng, 2006; Simoni¢ et al., 2008) (Figura 4.A).

Uno de los sustratos empleados en la FES es la cascara de semilla de girasol (CSG, Helianthus
annuus L.) proveniente de la industria de oleaginosas, residuo muy abundante en Argentina
(Postemsky et al., 2017) cuya disposicion en grandes cantidades plantea un problema
medioambiental. Se ha indicado que, junto con el arroz, representan cultivos importantes en las
zonas agricolas de Argentina y Uruguay, con producciones de 1,4-3,9 TM por afio, segun las
estadisticas de la FAO de 2018. Luego del procesamiento del grano, entre el 20 % y el 50 % de
la biomasa permanece como cascaras de semillas de girasol, biomasa de baja densidad cuyo
transporte resulta econdémicamente inviable y poco préctico (Postemsky et al., 2019). Los
mercados de la cascara de la semilla de girasol son limitados; se han utilizado en ocasiones como
forraje para rumiantes, pero el alto contenido de lignina las convierte en mal candidato para
alimento animal. Consecuentemente, este residuo termina elimindndose mediante quema para
obtener energia térmica en las instalaciones de procesamiento, o, incluso, enterrandose en el suelo,
practica perjudicial para la salud de los campos ya que las cascaras suelen ser portadoras de un
hongo patégeno vegetal, Sclerotinia sclerotiorum. Otros usos competitivos para los incluyen su
uso como lecho para animales y su quema como combustible (Smith et al., 2021). Por otra parte,

la composicion quimica de la CSG (cuyos principales macronutrientes organicos son lipidos,
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carbohidratos, proteinas y una proporcion de lignina alrededor del 20-25 % del peso total) lo
convierte en un material atractivo para los hongos de la pudricion blanca (Curvetto et al., 2005).
De hecho, el cultivo de Ganoderma sp. ha sido optimizado con éxito en sustrato a base de CSG y
aceite vegetal y cobre como aditivos (Bidegain, 2017) como resultado del trabajo pionero llevado

a cabo por el LBHCyM (Curvetto et al., 1997).

En la actualidad, entre el 80 % y el 85 % de todos los productos a base de hongos comestibles y
medicinales se derivan de carp6foros que han sido cultivados comercialmente o recolectados en
el medio silvestre. Sélo el 15 % se basan en extractos de micelio, y un pequefio porcentaje se
obtiene a partir de filtrados de cultivo. Sin embargo, la produccién de esporomas suele tardar
varios meses, y resulta dificil controlar la calidad del producto final; ademas, la produccion se ve
afectada significativamente por cambios ambientales como la temperatura ambiente, la humedad
y la exposicion a la luz. Méas adn, el uso de sustratos lignocelul6sicos podria dificultar el proceso
de purificacion del producto. Por esta razén, el cultivo sumergido o liquido (CL) de hongos
comestibles y medicinales ha recibido especial atencién como alternativa prometedora y
reproducible para la produccién eficiente de micelio y metabolitos de hongos, donde la agitacion
continua del medio permite la difusion ilimitada de nutrientes y la generacion de un sistema
homogéneo. (Elisashvili, 2012) (Figura 4.B). Este Gltimo, a su vez, ha sido tradicionalmente el
método de produccion de compuestos bioactivos y enzimas provenientes de una amplia variedad

de microorganismos.

Figura 4. Cultivo de hongos en la industria biotecnolégica. A. Cultivo mediante FES de Reishi
en una “granja de hongos” en Hunan, China.” B. Cultivo liquido de micelio en biorreactores o

tanques de fermentacion de la empresa Mushlabs, Hamburgo, Alemania.®

" Fuente:
https://www.facebook.com/mushroom.china/?paipv=0&eav=Afbz6m5KBW7TNyFn_ C5j6bELRh JIN SVFh4-
kW20zTYBilm5XgmmR9kTcsdvuRmtDk& rdr

8 Fuente: https://www.foodnavigator.com/Article/2022/07/07/Mushroom-mycelium-is-the-food-of-the-future-Meet-
the-biotech-company-developing-a-new-generation-of-sustainable-food)
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https://www.foodnavigator.com/Article/2022/07/07/Mushroom-mycelium-is-the-food-of-the-future-Meet-the-biotech-company-developing-a-new-generation-of-sustainable-food

Los parametros a controlar durante la FES estan estrechamente relacionados con la regulacion
metabolica de los microorganismo (Chen, 2013). El crecimiento de los hongos sobre sustratos de
lignocelulosa es particularmente sensible a los cambios morfolégicos y fisiolégicos que conducen
a laesporulacion. La limitacién de nutrientes, la desviacién de la humedad y temperatura 6ptimas,
los productos téxicos del metabolismo y el impedimento estérico se encuentran entre los factores
que pueden desencadenar el inicio de la esporulacion. La produccion de esporas puede ser un
resultado deseado en algunos casos, aunque en otros, como la produccién de biomasa o enzimas,
debe evitarse. Durante el disefio del proceso, la estructura del sustrato lignoceluldsico, su cambio
durante la fermentacidn, su conductividad térmica y el contenido de humedad y la transferencia
de masa de oxigeno son los principales puntos a considerar (Tengerdy y Szakacs, 2003). El
sustrato sélido proporciona una fuente de carbono y de nitrégeno (cuya proporcion ideal
dependera de la especie cultivada), factores de crecimiento y otros nutrientes, y sirve como
portador para la unién de microorganismos, donde las hifas en crecimiento deben encontrar
puntos de ataque accesibles (Chen, 2013). Los pardmetros méas criticos a controlar son la
humedad, la temperatura y el suministro de oxigeno. Debido a la naturaleza aerébica del proceso,
la produccion de calor es muy alta (ademas, no se disipa facilmente debido a la mala
conductividad térmica de la matriz solida, asi como a la naturaleza predominantemente estatica
de la FES) por lo que su eliminacién es importante para evitar gradientes térmicos. El tipo de

indculo (esporas o células vegetativas), a la vez que su densidad, es otro factor que afecta al
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proceso. Este es agregado en un maximo de 20-30 % del peso seco del sustrato (Tengerdy y

Szakacs, 2003).

La temperatura se controla mediante evaporacion forzada, utilizando una corriente de aire de
humedad variable y reponiendo la humedad evaporada mediante pulverizacién de agua. La
transferencia de masa de oxigeno se regula mediante la densidad de empaquetamiento del sustrato
y mediante una agitacion suave (balanceo, volteo, entre otros métodos); esta también puede verse
facilitada por la oscilacion de la temperatura y la presion (Tengerdy y Szakacs, 2003). La mayoria
de los hongos capaces de ser utilizados en FES tienen requerimientos de aw de entre 0,8 y 0,9; el
aumento del contenido de agua dificulta la extension del micelio (Gowthaman et al., 2001) y la
distribucion del oxigeno, lo que puede generar bolsones de anaerobiosis. Por otro lado, el
agregado de aditivos al sustrato puede tener un efecto positivo sobre el rendimiento de biomasa y
la produccion de metabolitos, como el caso de los compuestos fendlicos en Ganoderma sp. con
el agregado de aceite de oliva y cobre en sustrato de CSG (Bidegain, 2017). EI micelio de los
hongos de la pudricion blanca secreta acidos durante su crecimiento, por lo que el pH del sustrato
tiende a disminuir a medida que estos se acumulan. El rango de pH 6ptimo para el micelio de la
mayoria de las especies de hongos es ligeramente acido (5,0-7,0), y su crecimiento se inhibe a un
pH demasiado bajo. Cabe mencionar que estas condiciones de crecimiento pueden no ser las
Optimas para la fructificacién o la produccion de metabolitos secundarios especificos. No
obstante, los valores mencionados son los valores de pH iniciales, que pueden variar a medida
gue avanza la fermentacion. En la FES, el control del pH es practicamente imposible debido al
sistema heterogéneo. A menudo se utilizan materiales con capacidad tamp6n como sustrato para

eliminar los efectos adversos de los valores cambiantes del pH (Junior Letti et al., 2017).

2.1.2. Objetivo

El LBHCyM se ha dedicado durante afios al estudio del cultivo de hongos comestibles y
medicinales mediante fermentacion en estado sélido de residuos agroindustriales como la c&scara
de semilla de girasol (CSG) y la paja de arroz, contando con una vasta experiencia en la

produccion de blanco de hongos (spawn), y habiendo optimizado el cultivo mediante FES de
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diferentes cepas de hongos comestibles y medicinales, como Pleurotus spp., Lentinula spp.,
Grifola spp. y Ganoderma spp. El objetivo de esta seccidn fue seleccionar cepas de Ganoderma
spp. en base a su crecimiento en sustratos sélidos a base de cascara de semilla de girasol, sustrato
proporcionado por un productor local de aceite de girasol, para su posterior cultivo a mayor escala

mediante FES.

2.1.3. Materiales y métodos

Seleccion de cepas mediante test de crecimiento lineal en sustratos lignocelulésicos. Se
seleccionaron 6 cepas de Ganoderma spp. depositadas en la coleccién de hongos de CERZOS-
CONICET-UNS para ser evaluados en base a su rendimiento en sustratos solidos. La Tabla 1
detalla las caracteristicas de las cepas en estudio. La denominacion de cada una, en esta instancia,
se remite a la especie asignada en el momento del su depdsito. Su proveniencia refiere a la

empresa 0 persona que provey6 el material.

Tabla 1. Proveniencia de las cepas empleadas en este estudio y su inicial denominacion.

Cédigo Depositada como Proveniencia
E47 G. lucidum Universidad de Guelph CANADA
E27 G lucidum Universidad de Guelph, CANADA
GLK G. lucidum Ivy Choi, Seul, COREA
FP G. lucidum Fungi Perfecti®
cs G. oregonense Recolectada (Coronel Suérez, Argentina 37°28'00"S
- oreg 61°56'00"0)
GO G. oregonense Fungi Perfecti®

Test lineal de crecimiento. Para la evaluacion del rendimiento de cada cepa en base a su capacidad
de crecimiento en sustrato de CSG (proporcionado por CARGILL SACI, Bahia Blanca,
Argentina) se realizo el test lineal desarrollado por Duncan et al. (1997). Se analizaron tres
variaciones en la composicion de este sustrato. Cada variante de sustrato fue preparada afiadiendo
los componentes sélidos y el agua, dejandola reposar hasta el dia siguiente. Luego, se colocé cada

mezcla de sustrato en tubos de vidrio y estos se descontaminaron en autoclave durante 2 horas a

27



121 °C (1 atm). Finalmente, se determin6 su pH y conductividad final. Los sustratos

seleccionados fueron los siguientes:

T1: 28 % p/p de CSG, 0,6 % p/p CaS04, 0,1 % p/p CaCOsz y 71,3 % p/p de agua, pH 5,7,
conductividad 1275 pS.

T2: 26,4 % p/p de CSG, 1,6 % p/p de cebada (Hordeum vulgare), 0,6 % p/p CaSO., 0,1 % p/p
CaCOsy 71,3 % p/p de agua, pH 5,7, conductividad 1326 pS.

T3.: 26,4 % p/p de CSG, 1,6 % p/p de cebada, 0,6 % p/p CaSO,, 0,1 % p/p CaCOs, 0,3 % p/p de

aceite de oliva 'y 71 % p/p de agua, pH 5,6, conductividad 1461 uS.

Para cada cepa se preparé un total de 10 tubos de vidrio con una composicién de sustrato segun
cada tratamiento (n=10), los cuales se inocularon en uno de los extremos del tubo con porciones
circulares de micelio tomadas con sacabocados desde un cultivo en agar MY G (extracto de malta-
extracto de levadura- glucosa, por sus siglas en inglés). Los tubos fueron incubados durante 18 a
24 dias a 22 °C segun lo descripto por Curvetto et al. (2005).

Se tomaron mediciones del crecimiento desde el punto de siembra hasta el frente de micelio en
mm dia a los 10, 18 y 24 dias. Al dia 24, el sustrato colonizado fue separado del no colonizado
(n=5) y secado en estufa hasta peso constante (50 °C, 3 dias). El porcentaje de colonizacion (PC)
fue calculado de la siguiente manera y expresado en g de sustrato colonizado por 100 g de sustrato:

Peso seco sustrato colonizado (g)

PC= x 100
Peso seco sustrato colonizado (g) + Peso seco sustrato no colonizado (g)

Escalado en “troncos sintéticos”. Para la obtencion de basidiomas, se procedi6 a la preparacion
de los llamados “troncos sintéticos”™ empleando sustrato de CSG suplementado con cebada (T2)
siguiendo el procedimiento descripto por Curvetto et al. (2005), como se detalla a continuacién.
La "semilla de hongo™ o spawn se prepard en botellas con una mezcla de 59,1 % de grano de trigo
(Triticum durum, disponible comercialmente), 40 % de agua, 0,1% de CaCOzy 0,8 % de CaSO,
en peso. Luego, estas se esterilizaron a 121 °C y 1 atm durante 90 minutos; posteriormente se
inocularon con micelio de cada cepa proveniente de placas de cultivo con agar MYG. El indculo

se incubd a 25 °C en oscuridad durante 15 a 20 dias agitando periddicamente. El sustrato se
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preparé mediante la mezcla de sus componentes y se descontamind siguiendo una técnica
previamente desarrollada (Curvetto et al., 1997) dentro de una hormigonera acoplada a un
mechero y una tapa metalica). El sustrato se calentd a 80 °C durante 3 horas con el tambor rotando
alternativamente por 15 minutos y detenido por 15 minutos. Luego, se dejé enfriar por debajo de
los 38 °C y se agreg0 el indculo en una proporcion del 7% (p/p) mezclando por rotacion durante
15 minutos. Los “troncos sintéticos” se prepararon de la siguiente manera: se empaquet6 1 kg de
sustrato a una densidad aproximada de 0,5 g mL™ en bolsas de polipropileno de 100 um de 20 cm
de largo por 16 cm de ancho. Las bolsas (20 por cada cepa) se cerraron y se les realizaron micro
perforaciones en toda su superficie; luego fueron colocadas en una camara de crecimiento en
oscuridad a 22-26 °C durante 14-17 dias hasta la colonizacion completa del sustrato por parte del
micelio y la aparicion de metabolitos secundarios (exudados amarronados). Posteriormente los
troncos sintéticos se colocaron en estanterias en una sala de fructificacién con las siguientes
condiciones ambientales que propician el desarrollo de los basidios: 80-100 % de humedad
relativa, 25-30 °C, fotoperiodo de 12 horas (irradiacion con luz fluorescente blanca, 100-500 lux),
y ventilacién de aire adecuada. La Figura 5 esquematiza el procedimiento de cultivo.

Los basidiomas maduros fueron colectados realizando cortes al ras de su unién al sustrato.
Posteriormente se los secé en oscuridad en estufa con ventilacion constante a 60 °C durante 48 h.
Los polisacaridos fueron extraidos segun el protocolo propuesto por la Farmacopea de Estados
Unidos (USP) para G. lucidum polvo de basidioma (Anexo 1, Protocolo N°2) y luego
cuantificados mediante el método del fenol-sulfurico (Dubois et al., 1956) (Anexo 1, Protocolo
N°3). Se calcularon los rendimientos de biomasa (g de hongo seco kg de sustrato himedo™) y de
polisacéridos (g de polisacaridos secos kg de sustrato himedo). El rendimiento de cultivo fue
calculado también como la eficiencia bioldgica porcentual [(kg de hongo fresco kg de sustrato

seco) x 100 %] de cada oleada y como eficiencia bioldgica porcentual acumulada.

2.1.4. Andlisis estadistico
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Los resultados fueron analizados mediante ANOVA de doble via empleando el software
GraphPad Prism. En caso de existir diferencias entre las medias se realiz6 posteriormente el test

de Bonferroni de comparacién multiple.

Figura 5. Esquema del cultivo mediante fermentacion en estado solido.
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2.1.5. Resultados y discusion

Test lineal de crecimiento. Las tasas de crecimiento para cada cepa y tratamiento se presentan en
la Figura 6. El andlisis estadistico mediante ANOVA de doble via mostré que un 92,1 % de la
varianza total fue debida a la cepa, mientras que el tratamiento represent6 sélo un 4,0 % de la
varianza total. La interaccion resulté ser significativa (p<0,0001) por lo que se procedi6 al analisis
entre medias segln el tratamiento.

En general, se encontraron diferencias significativas entre cepas para todos los tratamientos, con
tres excepciones. Una de ellas correspondiente a la comparacion entre GLK y FP cultivadas en
T2, otra correspondiente a GLK y CS, y a CS y GO en T3, donde las diferencias no fueron
significativas (p>0,05). La suplementacion con cebada (T2) mejoré el rendimiento en todas las
cepas respecto a la cascara sin aditivos (T1) (p<0,05). Sin embargo, el agregado de aceite de oliva
(T3) al sustrato suplementado con cebada (T2) s6lo mejord significativamente el rendimiento en
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Ganoderma sp. GLK (p<0,05). Ganoderma sp. E47 fue la cepa con mayor velocidad de
crecimiento. Los porcentajes de colonizacion en T2 fueron significativamente diferentes entre las
cepas (p<0,001) exceptuando a CS y E27, y a GLK y FP, cuyas medias no difirieron
significativamente (p>0,05). El mayor valor fue alcanzado por E47 (100 %, n=5), seguida por GO
(76,26 % + 1,51), E27 (56,10 % + 1,59), CS (54,55 % + 3,04), FP (31,18 % + 1,67) y finalmente
GK (28,16 % + 2,33) (Figura 7).

Al finalizar este ensayo se opt6 por seleccionar aquellas cepas prometedoras para su cultivo en
FES a mayor escala. Estas fueron E47, E27, CS y GO, todas ellas con un porcentaje de
colonizacién superior al 50 % del sustrato en el test lineal de crecimiento. Debido a su escaso
crecimiento luego de 24 dias de cultivo, las cepas GLK y FP no fueron consideradas para los
posteriores ensayos.

Figura 7. Fotografias del test lineal de
Figura 6. Crecimiento en test lineal (mm
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Escalado en “troncos sintéticos”. Solo Ganoderma sp. E47 y Ganoderma sp. E27 produjeron
basidiomas en las condiciones ensayadas (Figura 8). Ganoderma sp. E47 fructifico en tres oleadas
de cultivo, que comenzaron los dias 60, 77 y 188 de cultivo, respectivamente, pudiéndose
recolectar un total de 547,01 g. Luego del cultivo de Ganoderma spp. E27 so6lo se obtuvo una
oleada de crecimiento a partir del dia 77 de cultivo con un rendimiento total de 159,49 g de
biomasa (Figura 9). El rendimiento en biomasa de E47 resulté ser superior al de E27 en la primera
(p<0,05) y segunda (p<0,01) oleada de cosecha, y luego inferior al de E27 en el tercer flush de
cultivo (p<0,01). En cuanto al contenido de polisacaridos crudos, E47 present6 un rendimiento
decreciente respecto de la oleada de cosecha, aunque ambas cepas no se diferenciaron
significativamente en ninguna de las oleadas (p>0,05). La eficiencia bioldgica porcentual de E47
mostré la misma tendencia que el rendimiento en biomasa a través de las cosechas, con valores
de 6,42 £ 0,05, 7,01 £ 0,21y 2,72 £ 0,85 en el primero, segundo y tercer flush, respectivamente,
y alcanzando una eficiencia acumulada de 16,14 + 0,42, mientras que en la Unica cosecha de E27
fue de 2,94 + 0,80. Tal como ha sido reportado, en la mayoria de las FES de lignocelulosa la

conversién del sustrato rara vez excede el 30-40 % (Tengerdy y Szakacs, 2003).

Figura 8. Basidiomas inmaduros de
Ganoderma E47 (arriba) y Ganoderma
E27 (abajo) creciendo en “troncos

sintéticos” con sustrato de CSG (T2),

durante el primer flush de crecimiento.

Figura 9. Rendimiento en biomasa y
polisacaridos de las cepas de Ganoderma
spp. fructificantes en FES, en g Kg*! de
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de dias correspondiente a cada oleada de
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Parte 11

Cultivo de cepas no fructificantes

2.2.1. Introduccion

Tal como fue descripto anteriormente, las cepas Ganoderma sp. CS y Ganoderma sp. GO, a pesar
de haber desarrollado buena tasa de crecimiento en el test lineal con CSG como sustrato, no
produjeron basidiomas en las condiciones antes ensayadas. Entre la variedad de sustratos
empleados en el cultivo de setas, el aserrin de dlamo (Populus alba) ha sido previamente testeado
en diferentes proporciones como sustrato en el cultivo de Lentinula edodes, con el fin de subsanar
la ausencia de ciertos macro o micro nutrientes organicos e inorganicos que limitantes para el
crecimiento, como también de factores de crecimiento tales como vitaminas (Curvetto et al., 2002,
2005). El aserrin de pino (Pinus spp.) también ha sido testeado como sustrato lignoceluldsico en

el cultivo de cepas del género Pleurotus (Camassola et al., 2013).

El cultivo liquido o sumergido. En la produccion de hongos, el CL consiste en inocular la biomasa
en un medio liquido, obteniéndose como producto final el micelio y sus biomoléculas. En
comparacion con la FES, el CL se ha mostrado prometedor debido a su corto tiempo de cultivo,
al menor riesgo de contaminacion y a la alta eficiencia de produccion de biomasa micelial y
metabolitos bioactivos (Kim et al., 2004; Lin y Yang, 2006; Cui, Yang y He, 2015). Sin embargo,
el requerimiento de agitacion, de controlar la temperatura y la necesidad de mantener condiciones
de esterilidad durante la produccién, todos ellos factores criticos durante el CL, representan un
incremento en los costes productivos; ademas, el procesamiento downstream requiere la
eliminacion de grandes volumenes de agua (Doriya et al., 2016), lo que lo vuelve un método

menos sustentable que la FES, mas adn si el sustrato empleado no es un residuo.
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Se han desarrollado diversas técnicas y estrategias de cultivo sumergido de hongos medicinales,
dependiendo de las caracteristicas fisiologicas y morfologicas de los hongos y de su
comportamiento en diferentes condiciones ambientales, siendo las técnicas mas utilizadas el
cultivo discontinuo o en batch en matraces con agitacion y en fermentadores de laboratorio
(Elisashvili, 2012). El cultivo sumergido ha ido incrementando su desarrollo desde hace varios
afios al considerarse un método éptimo para la produccion de biomasa de manera uniforme y
reproducible destinados a la fabricacion de productos farmacéuticos y suplementos dietarios
(Smith et al., 2002). Este método de cultivo también ha sido estudiado por integrantes del
LBHCyM para cepas de Ganoderma spp. (Curvetto et al., 2002), segun lo reportado previamente
en cuanto a medio y condiciones de cultivo aptos para G. lucidum (Yang y Jeng, 1987; Yang y
Liau, 1998a, 1998b).

Numerosos estudios han demostrado que la tasa de crecimiento del micelio y la tasa de produccién
de compuestos bioactivos varian con las condiciones ambientales y la composicion del medio,
incluida la fuente de carbono, la fuente de nitrégeno, el pH, la aireacion y agitacion (Elisashvili,
2012). En general, se considera que la temperatura 6ptima para el cultivo liquido de Ascomycota
y Basidiomycota varia entre los 20 y los 30 °C (Osinska-Jaroszuk et al., 2015). Las intensidades
de agitacion y aireacion promueven la transferencia de masa de sustratos, productos y oxigeno.
Sin embargo, una agitacion excesiva puede dafar las hifas y afectar negativamente el crecimiento
y la formacidn del producto; ademas, la agitacion puede generar la aglomeracion de particulas,
dificultando la transferencia de gases. La velocidad de agitacion 6ptima representa un equilibrio
entre la transferencia de oxigeno al medio y la fuerza de corte, los cuales aumentan al aumentar
la velocidad de agitacién. Por lo tanto, debe establecerse un equilibrio entre los efectos positivos
y negativos de la agitacion (Elisashvili, 2012). En cultivos en Erlenmeyer la cantidad de oxigeno
disuelto se modula considerando la relacion 6ptima entre volumen agregado y capacidad maxima
del recipiente (Yang y Liau, 1998). En cultivos liquidos en biorreactores, donde es posible insuflar
aire o gases, ciertos estudios han observado que una tasa de aireacion alta (1,2 vwm) favorece el
crecimiento celular, mientras que tasas de aireacion menores mejoran la produccion de

exopolisacéridos (EPS). Ademaés, se observo que el peso molecular de los EPS obtenidos con
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diferentes de tasas de aireacion estarian estrechamente correlacionados con su actividad
antioxidante (Lung y Chang, 2011).

EL pH del medio puede afectar la funcion de la membrana celular, la absorcion de nutrientes, la
morfologia y estructura celular, la actividad enzimatica, y biosintesis de productos. Si bien se han
reportado varios estudios sobre los efectos de este parametro, la mayoria de ellos se han realizado
en matraces donde el pH no es controlado durante el cultivo. Respecto a la fuente de carbono, si
bien la mayoria de las investigaciones utilizan la glucosa, se han comparado los efectos de
diferentes azlcares sobre el crecimiento de los hongos y la produccion de metabolitos (Elisashvili,
2012). Por otro lado, el micelio fangico exhibe diferentes fenotipos de acuerdo a las condiciones
de fermentacion en CL, incluidos el filamentoso, el coagulado y el granular o en pellets. EI cambio
en la morfologia tiene un efecto importante en la sintesis de metabolitos (Ding et al., 2012). De
hecho, se ha reportado que existe un tamafio critico de los pellets de micelio, que una vez superado
genera sitios donde el oxigeno es limitante, condicion que disminuye el pH y que incrementaria
la concentracion de &cidos ganodéricos. La generacion de agregados de micelio ha sido entonces
un factor a manipular cuando quiere aumentarse la produccion de acidos ganodéricos en G.
lucidum (Tang y Zhong, 2003). Por el contrario, si el objetivo es incrementar la sintesis de
polisacaridos, debe mantenerse una 6ptima oxigenacion y disgregacion de los pellets (Wagner et

al., 2003).

2.2.2. Obijetivo

En este apartado se busco evaluar la posibilidad de emplear sustratos alternativos a la cascara de
girasol para obtener basidiomas de las cepas Ganoderma spp. CS y GO mediante FES. A su vez,
se propuso evaluar la factibilidad de llevar a cabo el cultivo sumergido de estas cepas,
monitoreando en cada método sus respectivos rendimientos. Adicionalmente, y considerando que
el CL es un método apto para la obtencidn de polisacaridos (Chang, Tsai y Houng, 2006), se
analizo el contenido de estas macromoléculas producido por cada cepa como indicador adicional
de la performance de cada una de ellas en cultivo sumergido. A fines comparativos, se incluyo a

la cepa Ganoderma spp. en los ensayos realizados sobre cultivo liquido.
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2.2.3. Materiales y métodos

Test lineal de crecimiento en sustratos adicionales. Ganoderma spp. CS y Ganoderma spp. GO
fueron testeados en sustratos lignoceluldsicos adicionales para su cultivo en FES. Estos
tratamientos incluyeron aserrin de pino y alamo, solos y en combinacion con CSG como sustratos
siguiendo lo publicado en estudios previos (Curvetto et al., 2002, 2005; Camassola et al., 2013),
los cuales fueron los siguientes (los pH indicados corresponden a la medicidn post esterilizacion
en autoclave): T4. 28,3 % p/p aserrin de dlamo, 0,6 % (p/p) CaS04, ,1 % (p/p) CaC03y 71 % p/p
agua, pH: 5,6, conductividad 850 uS; T5. 28,3 % p/p aserrin de pino, 0,6 % (p/p) CaS04, 0,1 %
(p/p) CaCO3y 71 % p/p agua pH: 5,4, conductividad 630 uS; T6. 22,7 % (p/p) aserrin de alamo,
5,6 % (p/p) céscara de girasol, 0,6 % (p/p) CaS04, 0,1 % (p/p) CaC0z y 71 % p/p agua, pH: 6,0,
conductividad 820 uS 'y T7. 22,7 % aserrin de pino, 5,6 % (p/p) cascara de girasol, 0,6 % (p/p)

CaS04, 0,1 % (p/p) CaCOzy 71 % p/p agua, pH: 5,4, conductividad 660 uS.

Cultivo liquido. El cultivo liquido se realiz6 empleando caldo MYG suplementado con caldo de
semilla de girasol, basado en un estudio previo, donde el agregado de este suplemento mostrd
incrementar la produccion de polisacéaridos de Ganoderma spp. (Curvetto et al., 2002). El
procesamiento de las semillas de girasol en autoclave produce ciertas sustancias minerales y
organicas de valor nutricional para el hongo, incluidos carbohidratos solubles e insolubles,
lipidos, aminoacidos, vitaminas y pectinas (Park et al.1997). La pectina de girasol retiene agua,
gelifica y posee una alta viscosidad a valores de pH entre 3-7, condicién que favorece la
uniformidad del micelio (Curvetto et al., 2002). Otros estudios han demostrado que el agregado
de aceite de semilla de girasol, junto con otros aceites vegetales, estimuld el crecimiento micelial
y la produccion de EPS. En general, se sabe que los aceites vegetales y sus sustancias relacionadas
promueven la excrecion de polisacaridos extracelulares de hongos en condiciones de cultivo
liquido, posiblemente relacionado con una modificacion de la estructura de la membrana celular

que aumenta su permeabilidad (Elisashvili, 2012). Otra explicacion supone que los aceites afectan

35



directamente el nivel de sintesis de enzimas involucradas en la formacidén de EPS (Park et al.,
2002).

La preparacidn del cultivo liquido, con algunas modificaciones, fue la siguiente: 0,8 g de semilla
de girasol (For good®, adquirida en supermercado) fueron adicionados a Erlenmeyer de 250 mL
conteniendo 12,5 mL de agua destilada. Se prosiguio6 a su esterilizacidon en autoclave a 121 °C
durante 40 minutos. Posteriormente, se adiciond 37,5 mL de medio liquido MYG (20 % extracto
de malta, 2 % extracto de levadura, 10 % glucosa, preparado a partir de sus componentes), se
mezclé el contenido y se esterilizd nuevamente a 121 °C durante 30 minutos. EI medio
esterilizado fue enfriado e inoculado con seis secciones circulares de 7 mm de didmetro tomadas
con sacabocados de agar MYG de micelio joven de Ganoderma spp. CS y GO. Ganoderma spp.
E47 fue incluida en el estudio a fines comparativos, y se realizaron controles del medio de cultivo
sin inocular. Los cultivos fueron incubados en oscuridad bajo agitacion continua a 90 rpmy a 22
°C durante 10-15 dias. Esta velocidad de agitacion se eligié para evitar efectos nocivos en la
produccion de polisacaridos que podrian causar velocidades mayores (Yang and Liau, 1998). La
Figura 10 muestra un esquema del procedimiento de cultivo. Transcurrido el tiempo de cultivo,
se sometieron a ultrasonido durante 30 minutos a fin de extraer los endoglucanos, en fracciones
de 10 minutos cada una para evitar calentamiento excesivo y posible degradacion de
polisacéridos. El contenido de cada recipiente se centrifugd a 650 x g durante 20 minutos. Luego,
se colectd la biomasa, se enjuagd con agua destilada y se sec6 a 80 °C hasta peso constante. Los
polisacéridos crudos fueron precipitados del medio de cultivo mediante la adicién de cuatro
volimenes de etanol 95 %, centrifugando a 650 x g durante 10 minutos y luego secados a 60 °C
(para mas detalle del procedimiento ver Anexo 1, Protocolo N°4). Se realizaron tres réplicas de

cultivo para cada cepa y control.

Figura 10. Esquema del procedimiento empleado en el cultivo liquido de Ganoderma spp.
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2.2.4. Analisis estadistico

Los resultados del test lineal en sustratos adicionales fueron analizados mediante ANOVA de
doble via y posterior test de Bonferroni de comparacién multiple. Las diferencias entre los
rendimientos de biomasa y polisacéridos en cultivo liquido se establecieron en el dia de maxima
produccion para cada especie analizada mediante ANOVA de una via seguido por el test de
Bonferroni. El ajuste de modelos (lineales o no lineales con efectos mixtos) se estimd mediante

la interfase R que ofrece el programa Infostat (Pinheiro y Bates 2004, Di Rienzo et al. 2020).

2.2.5. Resultados

Ninguno de los tratamientos adicionales condujo a mejores resultados en Ganoderma sp. CS 'y
Ganoderma spp. GO (Figura 11). Si bien para ambas cepas en sustrato de alamo més CSG el
crecimiento fue mayor en comparacion a los demas tratamientos adicionales (p<0,001), éste no
supero al rendimiento obtenido en el primer test lineal para CSG suplementada con cebada (T2),

siendo inferior para GO (p<0,001) y sin diferencias significativas (p>0,05) para CS. Ninguna de

37



las cepas mostrd crecimiento luego de 21 dias de cultivo en aserrin de pino, mientras que s6lo GO

desarroll6 crecimiento micelial en aserrin de &lamo (p<0,001).

Figura 11. Crecimiento lineal, en mm d, del test lineal de las cepas Ganoderma spp. CS 'y

Ganoderma spp. GO (izquierda). CS y GO en el dia 21 de cultivo en sustrato T6 (derecha).

crecimiento lineal [mm d'1]

T4 T6 T7

Los niveles maximos de biomasa obtenidos en cultivo liquido fueron alcanzados luego de 10, 12
y 13 dias de cultivo para E47, GO y GL, respectivamente (Figura 12). Estos valores fueron
significativamente diferentes entre las tres cepas (p<0,05). Luego de realizar la comparacion
maltiple del test de Newman-Keuls, la méxima produccion de biomasa para E47 fue
significativamente diferente respecto a las otras dos cepas (p<0,05), mientras que CS y GO no
difirieron entre ellas. Este test fue elegido entre los test post-hoc disponibles en el software por
ser mas poderoso y confiable que el test de Tukey en la deteccion de diferencias entre medias de
los grupos. Los méximos rendimientos de polisacaridos se obtuvieron a los dias 9, 11y 13 para
E47, GO y GL respectivamente. Se encontraron diferencias significativas entre los niveles
maximos de polisacaridos de E47 y GO (p<0,05), mientras que este valor para CS no fue

significativamente diferente respecto a las otras dos cepas (p>0,05).

Figura 12. Cultivo sumergido de Ganoderma spp. A. Rendimiento de biomasa en gramos por
litro de cultivo (semilogaritmico) producido por el micelio de Ganoderma sp. E47 (E47),
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Ganoderma sp. GO (GO) y Ganoderma sp. CS (CS). El eje x superior muestra la escala de tiempo
de E47 y lainferior, de GO y CS. B. Rendimiento de polisacaridos en gramos por litro de cultivo.
El control indica el contenido de polisacéridos propios del medio de cultivo sin inocular. Las

ecuaciones ajustadas y los valores de ajuste de los modelos se presentan en el Anexo 1, Data 1.
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2.3. Parte |11

Identificacion taxondmica de las cepas cultivadas

2.3.1. Introduccion

Dentro de los Basidiomicetos, las especies del género Ganoderma se distribuyen mundialmente
(Pilotti, 2005). Crecen como parasitos facultativos en los troncos y ramas de arboles vivos y
muertos, y viven como saprofitos en arboles en descomposicion. Las especies de Ganoderma son
valoradas en todo el mundo por sus diversas propiedades medicinales y beneficios para la salud,
especialmente en relacion con los polisacéridos y su actividad inmunomoduladora (Bishop et al.,
2015; Cao et al., 2018), siendo G. lucidum la especie tipo dentro del género (Moncalvo y
Ryvarden, 1997).

El género Ganoderma es uno de los mas complejos dentro de los Polyporales y respecto a su

taxonomia existe una gran confusion, lo que constituye una barrera contra su completo desarrollo
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como producto medicinal (Moncalvo, 2005; Zhou et al., 2015; Papp, 2019). En 2018, el Index
Fungorum contenia 445 registros de especies de Ganoderma, pero se estima que existen solo 80
especies de este género alrededor del mundo, lo que sugiere que muchos de esos registros son, en
realidad, sinénimos (Hapuarachchi et al., 2018). La situacion taxondmica se vuelve ain mas
compleja al existir miembros morfoldgicamente similares a Ganoderma en los géneros Fomes,
Polyporus y Tomophagus (Paterson, 2006). A su vez, G. lucidum es el nombre mas errbneamente
usado dentro del género (Papp, 2019), a menudo confundido con, por ejemplo, G. lingzhi, siendo
ambas las especies medicinales méas reconocidas.

La incorrecta identificacion de las especies conlleva a una inconsistencia entre los distintos
reportes relacionados con las propiedades medicinales (Szedlay, 2002), ya que las diferencias en
los perfiles metabdlicos se asocian a diferentes actividades bioldgicas. Esta inconsistencia ha sido
perpetuada por décadas debido a que la clasificacion de Ganoderma spp. se ha basado solo en la
morfologia de los basidiomas y de las esporas. Por lo antes mencionado, resulta crucial asignar
correctamente la especie de hongos a la hora de identificar aquellos a los que se les atribuye
propiedades medicinales. Se ha propuesto que es necesaria la combinacion de métodos
morfoldgicos, quimiotaxonémicos y moleculares para realizar asignaciones taxonémicas
invariables (Richter et al., 2015; Welti et al., 2015).

Andlisis morfoldgico. La familia Ganodermataceae cuenta con una gran representatividad dentro
de los poliporales, y en ella se han reconocido 7 géneros, estos son, Amauroderma,
Foraminispora, Furtadoa, Ganoderma, Haddowia, Humphreya y Polyporopsis (Costa-Rezende
et al., 2017; Richter et al., 2015). Los miembros de esta familia son, en general, cosmopolitas y
se diferencian del resto de los miembros de los Polyporales por tener un tipo particular de
basidiosporas con doble pared (Moncalvo, 2000), que en G. lucidum (W. Curt.: Fr.) son
tipicamente ovoideas, equinuladas y truncadas en el apice. Dentro del género Ganoderma las
especies producen dos tipos de basidiomas, laqueados con una cara superior brillante, y no
laqueados (Pilotti, 2005; Smith and Sivasithamparam, 2000a).

Tanto la forma de las basidiosporas como la estructura del sombrero han sido los primeros
caracteres taxondmicos empleados en la sistematica de setas. Un esquema de la estructura de las
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basidiosporas se presenta en la Figura 13. El episporium o eusporium, la pared consecutiva al
endosporium, estd compuesto principalmente por quitina y glucanos, al ser el encargado de la
produccién de microfibrillas. Esto le confiere la caracteristica de ser impermeable a soluciones
calientes de KOH, dandole al episporuim una apariencia hialina e impidiendo, ademas, la
coloracion del endosporium. En esporas ornamentadas, el episporium puede contener sustancias
amiloides que reaccionan con el reactivo de Melzer. En estas esporas, tanto el perisporium como
el ectosporium pueden desaparecer en la madurez, volviéndose el exosporium la pared méas
externa, momento en el cual se habla de endo y myxosporium (Halbwachs y Bassler, 2015) (Figura
13). Estas particularidades son tenidas en cuenta por varios autores a la hora de describir la

morfologia de las esporas de Ganoderma.

Figura 13. Estructura general de una espora fungica. A. endosporium; B. episporium

. . A P D
(eusporium); C. exosporium; D. ectosporium; E\' [ ) n &/
2

&
E. perisporium. Basado en Halbwachs et al. ¢ s Q‘
(2015), Clémencon et al. (2012), y Largent et 4 P~ A B/ °
»
al. (1978).

Test de antagonismo entre cepas. Con el fin de sortear los inconvenientes que acarrea la
identificacion de especies en base a la morfologia de los basidiocarpos, se han investigado
métodos alternativos y/o complementarios para la asignacion taxonémica. Entre ellos, el test de
antagonismo permite evidenciar la presencia de hifas con distinta carga genética cuando estas son
puestas en contacto (Zhang et al., 2017). Las interacciones que involucran a hongos y bacterias
dan lugar a interacciones positivas (cooperacién) y negativas (competencia). El intercambio de
moléculas de sefializacién entre microorganismos co-ocurrentes puede inducir la produccién de
enzimas tales como oxidasas degradantes de lignina o compuestos que permiten a un hongo
establecerse y proteger su territorio, y, por lo tanto, sus nutrientes.

La incompatibilidad somética en los hongos a menudo se evidencia mediante interacciones

combativas entre especies, como pueden ser la formacion de pigmentos, de lineas elevadas de
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micelio denso, zonas de escaso crecimiento, entre otras. A menudo, se denominan lineas de
antagonismo a las regiones con estas caracteristicas en medios de crecimiento donde se enfrentan
cepas fungicas (Worrall, 1997). La competencia entre los hongos puede conducir a reacciones
antagonicas, donde los extremos de las hifas individuales muestran granulacion, hinchazén o
vacuolizacidn, resultantes de la permeabilizacion celular. Durante el alorreconocimiento pueden
ocurrir dos reacciones, estas son la prevencion de la anastomosis somatica y la interaccion
macroscopica, facilmente observable en un medio de crecimiento en estado sélido (Krause et al.,

2020).

Anédlisis filogenético. Durante décadas y tal como se ha mencionado anteriormente, la
clasificacion de Ganoderma spp. se ha basado Gnicamente en la morfologia del basidioma y de
sus esporas dado el valor taxonémico aportado por su ornamentacion. Sin embargo, la asignacion
taxonémica basada en analisis morfoldgico ha mostrado ser inconsistente al tratarse de un género
de gran plasticidad en sus caracteres fenotipicos, los cuales dependen de la localizacion
geografica, de factores ambientales o del tipo de células fungicas estudiadas (Moncalvo, Wang y
Hseu, 1995; Gottlieb, Ferrer y Wright, 2000; Szedlay, 2002; Papp, 2019). Es por esto que las
clasificaciones establecidas de esta manera han llevado a incertidumbre, a establecer
delimitaciones de especies ambiguas y a hacer un uso erréneo del nombre de las especies (Papp,
2019).

El codigo de barras genético (DNA barcode) asociado a una especie es la region de su genoma
gue puede ser utilizada para la identificacion de ésta, distinguiendo variaciones inter e
intraespecificas. En la actualidad, el analisis del cddigo de barras genético (DNA barcoding) es la
herramienta méas aceptada para la identificacion de especies de Ganoderma (Zhou et al., 2015;
Jargalmaa et al., 2017; Papp, 2019). Estudios iniciales realizados por Moncalvo et al. (1995a,b)
ya evidenciaban el poder del barcoding de ADN ribosomal en la taxonomia de la familia
Ganodermataceae. Sin embargo, cierto nimero de secuencias que han sido depositadas en bases
de datos publicas derivan de una identificacion incorrecta de la especie, por lo que el andlisis

filogenético resulta erroneo si las fallas no son corregidas en estas plataformas (Jargalmaa et al.,
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2017; Papp, 2019). Szedlay (2002) ha sugerido un andlisis multifacético basado en el uso de
secuencias de ADN ribosomal y métodos subsidiarios que asistan a una diferenciacion entre
especies cercanas. Tanto la biogeografia como el apareamiento (mating) han sido considerados
entre las herramientas de mas valor en la delimitacion de especies (Papp, 2019). En particular,
dado que el taxén Ganoderma ha sido restringido geograficamente (Papp, 2019), la biogeografia
ha contribuido enormemente a los analisis filogenéticos multilocus de la familia
Ganodermataceae (Zhang et al., 2017).

Dentro de los métodos secundarios de estudios de analisis filogenético, las caracteristicas del
cultivo y el analisis del apareamiento han sido tempranamente reconocidos como herramienta
para la resolucion de especies muy emparentadas o con morfologia similar (Moncalvo, 2000). En
el estudio de Zhang et al., (2017) se infieren relaciones filogenéticas a partir del analisis de
estructuras secundarias y del polimorfismo de nucle6tidos de secuencias ITS1 (Internal
Transcribed Sequence 1), complementado con el test de compatibilidad somética para definir
especies bioldgicas, considerado por Moncalvo et al., (1995a) un factor fundamental en la
taxonomia de Ganoderma. Adicionalmente, el estudio de patrones de isoenzimas en electroforesis
ha sido empleado en la clasificacion de Ganoderma spp. (Huie y Di, 2004) y se ha propuesto
como una herramienta rapida para la identificacion de especies (Smith y Sivasithamparam, 2000).
Entre los marcadores gquimiotaxonémicos de Ganoderma spp. tipicamente se encuentran los
triterpenoides y polisacaridos, ambos reconocidos como sus principales componentes (Paterson,
2006). No obstante, la clasificacion en base a estos marcadores debe ser validada con filogenia
molecular a fin de evitar confusiones. Hennicke et al. (2016) han mostrado exitosamente que G.
lucidum sensu stricto y G. lingzhi, identificados mediante técnicas moleculares, difieren en su
perfil de triterpenoides. Sin embargo, la interpretacién de los perfiles cromatograficos puede no
ser una tarea simple considerando que para Ganoderma spp. han sido descriptos mas de 300
triterpenoides (Lin y Yang, 2019). Ademas, dependera del tejido del hongo en cuestion, ya que
los triterpenoides se han reportado mayoritariamente en basidiomas y esporas de Ganoderma spp.
Las secuencias de genes nucleares y mitocondriales han sido de eleccidn para los micélogos desde
el surgimiento de las técnicas de andlisis filogenético dada la facilidad de acceso a los cebadores
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complementarios a dichas secuencias y a su caracter conservado (Thon y Royse, 1999). Las
secuencias de ITS han representado gran utilidad en el desarrollo del anélisis del codigo de barras
genético de los hongos como herramienta de analisis filogenético (Jargalmaa et al., 2017; Schoch
et al., 2012). Dentro del género Ganoderma, los primeros estudios en bisqueda de marcadores
moleculares para la resolucion de su taxonomia han empleado secuencias ITS y LSU (partial
Large Subunit rDNA) (Figura 14) (Moncalvo et al., 1994, 1995, 2000; Jargalmaa et al., 2017).
Entre los genes codificantes de proteinas con funciones metabolicas o estructurales, surgi6 el
interés del estudio de 13 genes de tubulina en la investigacion de relaciones entre hongos a todos
los niveles, resultando ser efectivas en estudios filogenéticos de grupos complejos (Thon y Royse,
1999). En la actualidad, otros loci tales como el factor de elongacion 1-a (tefl-a) y la segunda
secuencia de la subunidad mayor de la ARN polimerasa Il (rpb2) han contribuido a la resolucién
de relaciones evolutivas ambiguas entre especies de Ganoderma spp. (Liu, Whelen y Hall, 1999;
Matheny et al., 2007; Jargalmaa et al., 2017). Por otro lado, el andlisis de las estructuras
secundarias de la secuencia ITS1 resultd ser util en la delimitacion de grupos en analisis
filogenéticos de Ganoderma, donde las especies emparentadas tenian una estructura conservada

en comun (core) (Zhang et al. 2017).

Figura 14. Representacion esquematica de parte del operon ADNr que indica las posiciones

de los cebadores utilizados para generar primers de ITSy LSU.
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Caracterizacion inmunoguimica. El perfil proteico, es decir la composicion de proteinas, de los
productos bioldgicos puede ser empleada como marcador quimico en la identificacion de su
origen botanico, tal como se ha hecho, por ejemplo, para granos de polen (Baroni et al., 2002;
Bianchimano et al., 2014). Las proteinas son, junto a los polisacaridos y por su naturaleza

quimica, antigenos por definicion, capaces de desencadenar una respuesta inmunolégica al
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ingresar al organismo de humanos y otros mamiferos si son reconocidos como moléculas no
propias. Dada esta cualidad, son empleadas en el desarrollo de inmunoensayos tales como ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assay) y Western Blot (WB) o inmunoblot. Las proteinas pueden
ser separadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida en base a su peso molecular para
evaluar los perfiles proteicos de diferentes productos. Mas adn, si luego estas proteinas son
transferidas a una membrana o soporte de modo que puedan unirse a anticuerpos especificos, la

sensibilidad y especificidad de su identificacion se incrementa.

2.3.2. Objetivo

Por todo lo mencionado, esta seccidn tuvo como objetivo establecer la identidad de las cepas de
Ganoderma en estudio, mediante un estudio filogenético basado en la region 1TS1-5,8S-ITS2
(ITS), el factor de alargamiento de la traduccion 1-o (TEF1-a), la region LSU y el gen de B-
tubulina, incluyendo también el andlisis de la biogeografia, el analisis fenotipico, el analisis
morfol6gico de micelios y basidiomas, el analisis de los perfiles de proteinas, el antagonismo
micelial, e inmunoensayos. Ademas de la identificacion y caracterizacion, se propuso evaluar las
variaciones entre las cepas en estudio y las estructuras fungicas analizadas. A fines comparativos,
se incluy6 en los estudios inmunoquimicos a las especies y cepas Pleutorus ostreatus P04 y

Lentinula edodes L15, ambas cultivadas en el marco de otros estudios del LBHCyM.

2.3.3. Materiales y métodos

Analisis morfoldgico. Se observaron los basidiomas recientemente cosechados y secados al aire
a temperatura ambiente y se determinaron las caracteristicas de interés taxonémico. Se opt6 por
colectar basidiomas maduros en los que haya cesado el crecimiento, momento en el que las
basidiosporas se depositan en la cara superior, al mismo tiempo que el margen cambia de color
blanco a marrén (Hennicke et al. 2016). Se establecieron comparaciones morfol6gicas con
basidiomas de Ganoderma. Se realizaron cortes transversales en solucion de KOH 5 % y agua
destilada, y se analizaron bajo microscopio dptico (Leica, Suiza) mediante la aplicacion Suite

LAS EZ version 3.4.0, Leica Microsystems (Suiza) para la observacion de las basidiosporas. La
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caracterizacién microscépica del micelio se realiz6 sobre preparados a partir de agar MY G tefiidos
con Floxina B.

Anadlisis filogenético. El analisis filogenético de las cepas de Ganoderma spp. se realiz6 con la
colaboracion de la Dra. Marina Diaz y la Dra. Alicia Carrera e integrantes del grupo de Genética
Molecular y Gendmica Vegetal (CERZOS-CONICET-UNS). Las cepas analizadas corresponden
a las presentadas previamente en la Tabla 1. Se tom6 micelio de la superficie de placas de agar
con medio MYG (extracto de malta-extracto de levadura-glucosa, preparado a partir de sus
componentes) de cada una de las cepas y se lo someti6 a una corriente de nitrégeno liquido en
mortero estéril. El extracto total de ADN fue obtenido siguiendo el método CTAB (Rogers y
Bendich, 1985). Posteriormente se amplificaron mediante PCR la secuencia parcial del 18S, la
secuencia completa de ITS1 (5.8S) e ITS2, y la secuencia parcial del 28S empleando cebadores
ITS1f/ITS4 (White et al., 1990; Gardes y Bruns, 1993). Para Ganoderma spp. GO también se
amplifico la secuencia del gen TEF1-a (translation elongation factor 1-a). Para la region 28S del
gen nuclear ribosomal ARN (LSU), se utilizaron cebadores LSU1Fd/LR5 (Quaedvlieg et al.,
2011) segun lo descripto por Loyd (2018). El gen parcial de B-tubulina se amplificé con cebadores
B-tubulin_F/B-tubulin_R (Park et al., 2012). Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un
ciclador programable PTC-100TM (MJ Research, Inc., CA/MA, USA) y los productos de
reaccion fueron clonados en pGEM®-T Easy Vector System (Promega) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los plasmidos se purificaron empleando el Sistema de purificacion
Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System (Promega) y fueron secuenciados en ambas
direcciones por el Servicio de INTA Castelar (Buenos Aires, Arg.). Las secuencias obtenidas
fueron luego analizadas mediante BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) como analisis
preliminar para evaluar su identidad.

Las relaciones filogenéticas fueron inferidas mediante el método RAXML en el software Geneious
11.0.5 (Kearse et al., 2012) usando el modelo evolutivo GTR (general time reversible). Este
método de analisis filogenético fue seleccionado entre los métodos discretos y basados en
matrices de distancias disponibles en la actualidad, dada su robustez y su enfoque
multiparamétrico de analisis. La verosimilitud del &rbol obtenido respecto a la matriz de datos
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inicial mediante maxima verosimilitud (maximum likelihood, ML) se debe a que en su modelo
probabilistico considera la frecuencia de aparicion de los nucle6tidos, asi como la frecuencia de
sustituciones en los mismos como rasgos evolutivos, entre otros parametros. A su vez, este
método permite la incorporacion de modelos evolutivos a fin de inferir el nimero real de eventos
evolutivos presentes en el conjunto de datos, tal como el de Kimura. Este método evolutivo,
comunmente empleado, supone la existencia de tasas de mutacién diferentes durante la estimacion
de la distancia evolutiva, dependiendo del tipo de nucleétido. Para un anélisis de la fiabilidad
estadistica del arbol o los arboles estimados mediante ML, se selecciond la técnica bootstrapp, la
cual consiste en un método computacional que realiza un re-muestreo brindando intervalos de
confianza de la filogenia (Felsenstein, 1985; Ren, Ishida y Akiyama, 2013). El analisis bootstrap

se realiz con un nimero de 1000 réplicas.

Test de antagonismo entre cepas. El antagonismo entre las cepas Ganoderma spp. se realizé
segun lo reportado por Zhang et al. (2017). Brevemente, se afiadieron indculos de cultivos en pico
de flauta de cada cepa almacenada a 2-8 °C a placas de agar MYG y se dejé crecer los cultivos.
Se transfirieron discos de agar de 7 mm de didmetro con sacabocados a placas con PDA (papa-
dextrosa-agar) y luego de medio PDA a medio de aceleracion (3,5 % sacarosa, 0,5 % peptona,
0,25 % extracto de levadura, 0,1 % KHPO.. H;0, 0,05 % MgS0..7H;0, 0,005 % cloruro de
tiamina, 1,5 % de agar, pH 5,5, preparado a partir de sus componentes). Todos los cultivos se
mantuvieron a 22 °C durante 1-2 semanas. Como control negativo de antagonismo, se enfrentaron

discos de agar correspondientes a la misma cepa en medio MYG y medio de aceleracion.

Caracterizacion inmunoguimica. Los siguientes ensayos se realizaron bajo la supervision de la
Dra. Maria Inés Prat, y con la colaboracién de lleana Lencinas y el Dr. Marcelo Galvez en el

Laboratorio de Inmunologia-INBIOSUR-CONICET-UNS.

A) Preparacion de los extractos proteicos. Se extrajeron las proteinas de basidiomas y micelios
de las diferentes cepas para luego ser caracterizadas. Los extractos fueron preparados segun lo
descripto por Bianchimano et al. (2014). Se pes6 exactamente alrededor de 0,1 g de material y se

removieron los lipidos con 100 mL de acetona en bafio frio durante 10 minutos. La extraccion se
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realizé a 4 °C durante 24 horas con agitacion constante en 10 ml de agua destilada. Cada extracto
fue liofilizado y luego resuspendido en 1 mL de agua destilada. El contenido de proteinas fue
determinado por el método de Bradford (Bradford, 1976) empleando seroalbdmina bovina (BSA)
como estandar para la construccion de la curva de calibrado. En el estudio se incluyeron, ademas,
basidiomas de Pleutorus ostreatus P04 y Lentinula edodes L15, cultivados en el LBHCyM en
sustrato de CSG y paja de arroz (Mercedes, Corrientes, Argentina), respectivamente (Postemsky

etal., 2019, 2017).

B) Preparacion de anticuerpos policlonales. En este estudio, se obtuvieron anticuerpos
policlonales especificos contra el basidioma de Ganoderma sp. E47 como herramienta Util en la
evaluacion de los perfiles antigénicos de las cepas en estudio. El bioensayo fue llevado a cabo de
acuerdo al Protocolo NUmero 122/2018 "Valorizacion farmacéutica y nutricional de cepas de
Ganoderma para la formulacién de suplementos dietarios" aprobado por el Comité Institucional
de Cuidado y Uso Animal (CICUAE) bajo la resolucion CDBBYF 287/18 del Consejo del

Departamento de Biologia, Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional del Sur.

Dos conejos neozelandeses hembras de 3 meses de edad y 3 kg de peso fueron inoculados con
partes iguales de extracto proteico de Ganoderma sp. E47 y adyuvante de Freud (0,5 mL de
volumen total) via subcutanea, en intervalos de dos semanas durante un periodo de 60 dias (Tarlo
et al., 1979). Al comienzo y durante el plan de inoculacién se tomaron muestras de sangre de
ambos conejos. El titulo de anticuerpos fue determinado mediante ELISA indirecto (Voller et al.,
1978) en microplacas de 96 wells (JetBiofil) y lector de microplacas Nunc MaxiSorp Strips, como
la dilucién del suero "anti- Ganoderma sp. E47 obtenido que produce la mitad de la respuesta

maxima.

C) ELISA de inhibicion. Se evaluo la existencia de reactividad cruzada entre proteinas del
basidioma de Ganoderma sp. E47 y el micelio de la misma cepa, asi como también micelios de
Ganoderma sp. GO y Ganoderma sp. CS, y el basidioma de Ganoderma sp. E27 mediante ELISA

de inhibicion (Bernardes et al. 2010). A fines comparativos, se incluyeron en el estudio extractos
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de basidiomas de Pleurotus ostreatus (P04) y Lentinula edodes (L15), siendo estas dos Gltimas

setas cultivadas en el LBHCyM-CERZOS.

Las microplacas fueron cubiertas con 1 ug de proteinas de basidioma de Ganoderma sp. E47
durante 1 h. Luego, fueron blogueadas con solucién al 3 % de BSA en buffer fosfato salino (PBS)
a 4 °C overnight. Las microplacas fueron lavadas seis veces con solucion del surfactante no
i6nico Tween 20 al 0,05 % en PBS y luego incubadas con el suero “anti- Ganoderma sp. E47", el
cual habia sido previamente incubado a 4 °C overnight con diluciones seriadas de los extractos
proteicos de todas las muestras en un rango desde 0,001 a 200 pg mL™. Se empled BSA como
inhibidor inespecifico. Finalmente, las microplacas se enjuagaron y se inicié la reaccién
colorimétrica con orto-fenilenediamina (OPD, Sigma) y 30 vol. H,O,, y luego fue detenida con
acido sulfarico 4 N. El nivel de 1gG anti- Ganoderma sp. E47 residual no inhibida se determind

a 490 nm.

D) Electroforesis en gel, Western Blot (WB) y WB de inhibicion. Un total de 15 g de proteinas
de cada especie fueron separados mediante electroforesis en gel de poliacrilamida-Tricina 12,5 %
(SDS-PAGE) (Schagger y von Jagow, 1987). El gel resultante fue tefiido con Coomassie Brilliant
Blue R-250. Las condiciones de la corrida fueron las siguientes: 90 V, 44 mA, 4 h. Para el
inmunoblot para 1gG especifica, se realizd6 un SDS-PAGE con las especificaciones antes
descriptas. Las proteinas separadas fueron luego transferidas a una membrana de nitrocelulosa
(Amersham) empleando buffer 25 mM Tris, 192 mM glicina, 20 % metanol, pH 8,3, en un sistema
Hoefer TE 22, Amersham Pharmacia Biotech (Burnette, 1981). La membrana fue bloqueada con
TBS (Tris Buffered Saline, 50 mM Tris-HCI HCI, 150 mM NaCl, pH 7,4) en 5 % de leche
descremada a 4 °C overnight. Al dia siguiente, fue lavada seis veces con Tween 20 al 0,05 % en
TBSy luego incubada con el suero “anti-Ganoderma sp. E47" diluido 1/300 con leche descremada
al 1%y Tween 20 al 0,05 % en TBS a temperatura ambiente durante 1 h. Al finalizar seis lavados
con TBS-Tween, la membrana fue incubada 1 h con anticuerpos IgG de cabra “anti-conejo”
marcados con peroxidasa. Luego de enjuagar la membrana, las bandas proteicas fueron detectadas

con el kit ECL (Pierce, Thermo Scientific). Como ensayo confirmatorio de lo observado en el
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WAB, se llevo a cabo un WB de inhibicidn (Bernardes et al., 2010). Para este, se separaron 15 g
de proteinas del basidioma de Ganoderma sp. E47 mediante SDS-PAGE vy se las transfirié a una
membrana de nitrocelulosa siguiendo el protocolo antes descripto. La membrana fue cortada en
cada calle, y cada tira fue incubada con el suero especifico "anti-Ganoderma sp. E47",
preincubado a 4°C toda la noche con proteinas de las especies que hayan demostrado reactividad
cruzada en los ensayos anteriores o con BSA, a una concentracion final de 100 pg mL™ de suero.
El protocolo continta como fue anteriormente descripto. Las bandas residuales de Ganoderma

sp. E47 no inhibidas fueron visualizadas con el kit ECL.
2.3.4. Disponibilidad de los datos en plataformas publicas.

Las secuencias ITS de Ganoderma sp. GO, Ganoderma sp. CS y Ganoderma sp. E47 fueron
enviadas a GenBank bajo los numeros de acceso MT196416, MT196417, y MT196418,
respectivamente, y las secuencias TEF1l-a bajo los accesos MW281494, MW281495, y

MW281496. Los alineamientos correspondientes estan disponibles en TreeBASE (526866).

2.3.5. Resultados

Anédlisis morfoldgico. Los basidiomas de Ganoderma sp. E47 cultivados mediante FES en
sustrato CSG fueron laqueados con una coloracién marrén-anaranjada, reniformes o dimidiados
y sésiles. El tamafio del basidioma mostrd variaciones en su tamafio dependiendo del nimero de
oleada de cultivo, desde unos 10 cm de largo en la primera cosecha, mostrando una tendencia a
disminuir el tamafio, y alcanzando un promedio de 2,5 cm de ancho en la tercera oleada de
cosecha. El himeno6foro poroso mostr6 poros de forma circular a irregular, con una regularidad
de 6 por mm, y 100-150 um de diametro, eventualmente fusionados con uno o dos poros
adyacentes. Las basidiosporas fueron ovoides, con doble pared, ornamentacién suave y truncadas
en el 4pice. La pared més externa (probablemente el ectosporium) fue delgada y oscura. A fines
practicos, para la determinacion de las medidas se utilizé la nomenclatura dual endosporium-
myxosporium para denominar a las paredes interna y externa, respectivamente (Figura 13). Las

basidiosporas, con espiculas o espinas que protruyen desde el endosporium hacia el myxosporium,

50



presentaron las siguientes dimensiones: 10,1-10,3 um de largo por 6,0-6,8 um de ancho,
incluyendo al myxosporium, y 8,8-9,7 um de largo por 4,9-5,8 um de ancho considerando solo al

endosporium.

El micelio fue denso y blanco, con textura algodonosa en la madurez en placas con medio MYG.
Por otra parte, la observacion del micelio obtenido de esta cepa en el mismo medio de cultivo
mediante microscopia dptica permitié la observacién de un sistema hifal trimitico hialino. Las
hifas generativas presentaron regularmente fibulas (clamps) y fueron positivas para el reactivo de
Melzer (IKI+), con didmetro 3,2-3,9 um. Se observaron hifas esqueléticas largas (0,9-1,8 um de
diametro) e hifas conectivas con bifurcaciones (1,6-1,8 um de didmetro). En cultivos de una
semana de edad se observé la presencia de clamidosporas tanto terminales como no terminales,
dextrinoides y lisas, 1K1+, con forma eliptica a obpiforme, con paredes hialinas y de dimensiones

17,1+ 2,9 um de largo x 10,4 £ 1,5 um de ancho (Figura 15).

Figura 15. Morfologia de Ganoderma sp. E47. Basidioma (A-C): A. Basidioma fresco
lagueado; B. Basidiomas
secos. C. Basidiosporas
lisas observadas en agua
destilada. Micelio (D-
G): D. Micelio de una
semana de edad en
medio MYG; E. Hifas
esqueléticas; F. Hifas
generativas con fibulas o
septos  (flechas) vy
clamidosporas (Ch); G.
Hifas conectivas (Bdg),

teflidas con Floxina B.

Barras: 10 pm.



En ausencia de basidiomas de estas especies, el analisis morfol6gico de GO y CS fue realizado
sobre el micelio. El micelio de Ganoderma sp. GO fue blanco a levemente amarillo en la madurez
en medio MYG, con hifas generativas (2,9-4,6 um de diametro) fibuladas, escasas hifas
esqueléticas (0,9-1,6 um de diametro), e hifas conectivas ramificadas de paredes gruesas (1,7—
2,6 um de diametro), todas ellas negativas al reactivo de Melzer (IKI-). El micelio de Ganoderma
sp. CS fue de blanco a amarronado en la madurez, de textura lanosa en el medio de cultivo antes
mencionado. El sistema hifal (IKI-) fue trimitico y hialino, con hifas generativas (2,4-3,6 um de
didmetro) raramente fibuladas, hifas esqueléticas amarronadas y largas (1,9-2,3 um de didmetro)
e hifas conectivas bifurcadas (1,1-1,8 um de diametro). Ni Ganoderma sp. GO ni Ganoderma sp.
CS presentaron clamidosporas luego de dos semanas de cultivo en medio MYG. Por otra parte,
los basidiomas de la cepa E27 mostraron una morfologia marcadamente diferente a la observada
en Ganoderma sp. E47, ramificados durante su estadio de primordios blanquecinos, y luego con
sombreros de crecimiento efuso-reflejo, amarronados y adquiriendo una coloracion rojiza,

pudiendo observarse en grupos (Figura 8).

Figura 16. Morfologia de los micelios de Ganoderma sp. GO (A) y Ganoderma sp. CS (B).
A.l. y B.l. Micelio de dos semanas de edad en placas con MYG. A.ll. Hifas generativas con
fibulas o septos (flechas) en agua destilada; A.l111. Hifas conectivas ramificadas tefiidas con
Floxina B; B.Il. Hifas esqueléticas (SK) largas y amarronadas, e hifas generativas (Ge); B.III.
Hifas conectivas (Bdg) bifurcadas y abundantes hifas esqueléticas (Sk) tefiidas con Floxina B.

Barras: 10 pum.
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Analisis filogenético. Todas las cepas amplificaron las secuencias de ITS y LSU. Sin embargo,
en la cepa Ganoderma sp. E27 el gen de beta tubulina no fue amplificado. Luego de ingresar la
secuencia de ITS correspondiente a esta Ultima cepa en la base de datos BLAST, la misma resultd
ser similar en mas de un 92 % y con un porcentaje de cobertura mayor al 90 % con respecto a
especies del género Phellinus. Luego de la construccion del arbol filogenético con secuencias de
Phellinus de bibliografia, se infirié que su clasificacion previa como Ganoderma sp. era erronea
(Figura 17). Las secuencias empleadas para la construccion del arbol filogenético en base a

secuencias de ITS de Phellinus se enlistan en Anexo 1, Tabla 1.

De acuerdo con la filogenia obtenida a partir de secuencias ITS (Figura 18.A) y la taxonomia
definida por Cao et al. (2012), Wang et al. (2012) y Loyd (2018), Ganoderma sp. CS fue
identificada como G. lingzhi. Ganoderma sp. E47 fue identificada como G. sessile, siendo G.
resinaceum de Europa su vecino mas proximo, formando ambas especies dos grupos claramente
resueltos en el arbol filogenético de regiones ITS1 (Figura 18.B). Ganoderma sp. GO quedo
incluido en el clado definido por G. lucidum de Europa y por G. tsugae-G. oregonense de
América, de acuerdo con lo reportado por Zhou et al. (2015) y Loyd (2018). La resolucién entre
G. tsugae y G. oregonense no fue posible mediante filogenia ITS ni ITS1. El analisis de las
estructuras secundarias de las regiones ITS1 de Ganoderma sp. GO (MT196417), Ganoderma sp.
CS (MT196416), y Ganoderma sp. E47 (MT196418) se correspondieron con las estructuras
basicas de G. tsugae—G. oregonense grupo 2 (Anexo 1, Figura 2A), G. lingzhi (Anexo 1, Figura
2C), y G. sessile grupo 2 (Anexo 1, Figura 2D.11), respectivamente. Este Gltimo analisis confirmé
la filogenia antes establecida, aunque tampoco permitid la separacion de las especies G. tsugae—
G. oregonense. Este inconveniente fue resuelto a partir del analisis filogenético del gen TEF1-a
(Figura 19) donde ambas especies conformaron claramente clados separados, quedando
Ganoderma sp. GO incluido en el grupo G. oregonense. Los arboles resultantes del analisis
filogenético de las cepas de Ganoderma con secuencias de referencia para LSU y beta tubulina

se muestran en el Anexo 1, Figura 1.
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Figura 17. Arbol filogenético derivado del i

nternal transcribed spacer (ITS) de cepas de

Phellinus spp. Con un recuadro se sefiala la secuencia analizada en este estudio. La secuencia de

ITS de Phellinus conchatus (GQ383703) se incluyd como outgroup.

@

77

GQ383754.1 Phellinus alni MJ 181/94
GQ383755.1 Phellinus alni MJ 205/94
GQ383753.1 Pheliinus alni MJ 176/94
GQ383752.1 Phellinus alni MJ 74/96
GQ383750.1 Phellinus alni MJ 53/96
GQ383746.1 Phellinus alni PRI 8938582
GQ383744.1 Phellinus alni PR 893878
— GQ383731.1 Phellinus aini MJ 283/94
|- GQ383729.1 Phellinus aini M.J 92/94
GQ383737.1 Phellinus alni BRNM 714832
GQ383733.1 Phellinus alni BRNM 714870
GQ383736.1 Phellinus alni MJ 559/94
GQ383728 1 Pheliinus alni MJ 383/96
GQ383756.1 Phellinus alni MJ 51/96

Phellinus alni

GQ383719.1 P
-I—-SQ38372‘.- Ph:

- GQ383732.1 Phellinus alni BRNM 714881
RINM 714883

GQ3837 ellinus lundellii BRNU 604719
GQ383712.1 Phellinus igniarius MJ 40/07
GQ383706.1 Pheillinus populicola BRNM 714885

499| GQ383707.1 Phellinus populicola BRNM 714830

GQ383703.1 Phellinus conchatus M.J 66/07

Figura 18. Arboles filogenéticos de 57 cepas de

GQ383705. 1 Phellinus populicola MJ 92/96
|- GQ383717.1 Phellinus igniarius MJ 42/07
GQ383708.1 Phellinus igniarius BRNM 714874
GQ383709.1 Phellinus igniarius BRNM 714889
GQ383710.1 Phellinus igniarius BRNM 714866
GQ383711.1 Phellinus igniarius MJ 39/07
GQ383713.1 Phellinus igniarius BRNM 714871
GQ383714.1 Phellinus igniarius MJ 620/93
GQ383715.1 Phellinus igniarius BRNM 714884
GQ383718.1 Phellinus igniarius MJ 19/94
GQ383784.1 Phellinus fuberculosus MJ 47/07
GQ383783.2 Phellinus fuberculosus MJ 44/07
GQ383782.1 Phellinus tremulae MJ 45/07
GQ383780.1 Phellinus tremulae BRNM 714886  phellinus tremulae
GQ383781.1 Phellinus tremulae MJ 32207
GQ383778.1 laevigatus BRNM 714867
GQ383779.1 gatus BRNM 714875
i 10289
i 10440
i 10453
i 10455

&

Phellinus tuberculosus

JQ828907.1 Phel
JQ828908.1 Phel
JQ828909.1 Phel
JQ828910.1 Pheliinu

us piceicola Cu
us piceicola Cu
us piceicola Cu

iceicola Cu

Ganoderma spp. A. Arbol derivado del internal

transcribed spacer (ITS). B. Arbol filogenético derivado de regiones ITS1 extraidas de secuencias

en A. El origen geografico de las secuencias se muestra después de los accession numbers. Las

cepas para las cuales se propuso una identific
(Correia de Lima Junior et al., 2014). Las secuen

recuadros. La secuencia de ITS de Tomophagus ¢

acion corregida se muestran con un asterisco
cias depositadas en este estudio se destacan con

olossus (KY646210) se incluyé como outgroup.

Las secuencias empleadas para la construccion del arbol filogenético se enlistan en el Anexo 1,

Tabla 2.
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16. lingzhi
JQ781856.1 G. lingzhi Cuid018 CHINA
KY¥364246.1 G. lingzhi SFC2015063013 KOREA

- JF915395.1 G. 77 CHINA
1 399.16. cHINA
021 G. CGMCC52175 CHINA
1Q781864.1 G. lingzhi
b gzhi LI245 CHINA

6. lingzhi

JF915406.1 G.
EU021455.1 G. lucidum cor. lingzhi* TRMF15131 JAPAN
EUD21456.1 G. lucidum cor. lingzhi® TFMF18922 JAPAN
1Q781858.1 G. lingzhi Wu 100638 CHINA
sz IN197283.1G. sichuanense CGMCC5425 JAPAN

CHINA

IN197282.1 G. sichuanense CGMCCS75 CHINA
JF915402.1 G. sichuanense HMAS251147 CHINA
JF915393.1 G. sichuanense HMAS240175 CHINA
KI143917.1 G. sessile LDW20121017 USA
MGE54316.1 G. sessile 171FL USA
MG654312.1 G. sessile 165MO_USA
KF505629.1 G. sessile /V12099 USA
KJ143918.1 G. sesslle NYDO985711 USA
MG654294.1 G. sessile UMNNY1d USA
MG654230.1 G. sessile UMNFLIS USA . sessile
[—— MGE54271.1 G. sessile UMNMI24 USA
MGE54257.1 6. sessile UMNKY1 USA
1G. i usa
MG654304.1 G. sessille 1117X USA
2
MGS10998.1 G. sessile MS183CA USA
IN588588.1G. resinaceum F1 FRANCE
K1143915.1 G. resinaceum BR4150 FRANCE
1Q520200.1 G. resinaceum CBS15227 UK
1Q520204.1 G. resinaceum IUM3651 CZECH
KJ143919.1 G. tsugae Doi12751b USA
I JQ520216.1 G. tsugae ASI7064 USA
f——————— MG910999.1 G. tsugae MS182AZ USA
-MG654190.1 G. aregonense UMNAK1 USA
|———— MG654194.1 G. oregonense UMNORL USA
1G654329.1 G. tsugae UMNNCA USA
MG654324.1 G. tsugoe UMNMI20 USA
541 | MGE54326.1 G. tsugae UMNMI30 USA
s [-J0520215.1 G. tsugae ATCC64795 CANADA
K1140748.1 G. tsugae CFMRDLL2011264 USA
K1143909.1 G. lucidum BR4195 FRANCE
1Q781852.1 G. lucidum Dai11593 FINLAND
EU498090.1 G. lucidum Glu5108 ITALY
1Q781851.1 G. lucid 72 SWEDEN
K1143912.1 G. lucidum MT2610 CZECH
KU310900.1 G. lucidum M9720 FRANCE
IN588577.1 G. lucidum Glu15 ITALY
———————IN588575.1 G. lucidum Glul ITALY
— AM906058.1 G. lucidum GICNO4 ITALY
AY884176.1 G. lucidum Curtis P. Karst HMAS86597 UK
KJ143911.1 G. lucidum K175217 UK

=7

G. tsugae-oregonense

@

L K¥646210.1 Tomophagus colossus UMNFL110

30

G. lucidum EUROPE

[~ KF605629.1 G. sessile 1V1205/9 USA
K1143917.1 G. sessile LDW20121017 USA
MGE54230.1 G. sessile UMNFLI9 USA
KI143915.1 G. sessile NYD0985711 USA
MGE54312.1 G. sessile 165MO USA
MG654294.1 G. sessile UMNNY14 USA
MGE54316.1 G. sessile 171FL USA G.
—— MGE54271.1 G. sessile UMNMI24 USA
|—— MG654304.1 G. sessile 1035C USA
MGE54257.1 G. sessile UMNKY1 USA
MG653298.1 G. sessile UMNOHE USA
MG910998.1 G. sessile MS183CA USA
.,:.Emsa.mm G. resinaceum F-1 FRANCE
508 KI143915.1 G. resinaceum BRA150 FRANCE
72p —JQ520204.1 G. resinaceum UM3651 CZECH
1Q520200.1 G. resinaceum CBS152.27 UK
————————————JQ781858.1 G. lingzhi Wu1006 38 CHINA
JQ781856.1 G.lingzhi Cuid 018 CHINA
KY364246.1 G. lingzhi SFC2015063014 KOREA
IF915402.1 6.
IN197282.1G.
IF915393.1G.
EU021456.1 G. lucidum cor. lingzhi* TFMF18922 IAPAN
1 G. lucidum cor. lingzhi* TEMF15131 JAPAN
JF915399.1 G. CHINA
2175 cHINA
2573 CHINA

sessile

CC5.75 CHINA

G. lingzhi

KC662402.1 6.

1Q781855.1 G.

IN197283.1 6.
JF915395.1 G. sichuanense HMAS240177 CHINA
JQ781863.1 G. lingzhi L1245 CHINA
- JF915406.1 6.
[ am1864.1 6. ingahs Dart2470 cruna
16

Ki140748.1 G. esugoe CFl

MG654329.1 G. tsugae UMNNCA USA

—————————— MG654326.1 6. goe UMNMI30 USA
p———————————JQ520215.1 G. tsugae ATCC64795 CANADA
16 UMNAK1 USA
KJ143919.1 G. tsugae Dail2751b USA
1Q520216.1 G. tsugae ASI7064 USA
MG654324.1 G. tsugae UMNMI20 USA
MG910995.1 G. tsugoe M5182AZ USA
e JN588577.1 G. lucidum Glu15 ITALY
p———————————————1Q781851.1 G. lucidum Dai2272 SWEDEN
E 0.1 G. lucidum E
p———————————————— EU498090.1 G. lucidum Glu5108 ITALY
JIN588575.1 G. lucidum Glul ITALY
1Q781852.1 G. lucidum Dail1593 FINLAND
K/143909.1 G. lucidum BR4195 FRANCE
Ki143912.1 G. lucidum MT2610 CZECH
AYB884176.1 G. lucidum Curtis P. Karst HMASB6597 UK
K/143911.1 G. lucidum K175217 UK
L— AM906058.1 G. lucidum GICNO4 TALY

JAPAN

usa
1264 USA

6. tsugao-oregonense

@ G. lucidum EUROPE

KY646210.1 Tomophagus colossus UMNFL110
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Figura 19. Arbol filogenético derivado del andlisis del gen TEF1-a de 60 aislamientos de

Ganoderma spp. El origen geogréfico de las secuencias se muestra después de los accession

numbers. Las secuencias depositadas en este estudio se destacan con recuadros. La secuencia de

TEF1-a de Tomophagus colossus (KJ143943.1) se incluyd como outgroup. Las secuencias

empleadas para la construccion del arbol filogenético se enlistan en el Anexo 1, Tabla 2.
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G. boninense

MG754723.1 G. lucidum MS183CA USA

KJ143929.1 G. lucidum K175217 UK

MG754726.1 G. lucidum UMNUT7 USA .
KJ143928.1 G. lucidum Cui9207 CHINA G. lucidum
91 KJ143930.1 G. lucidum MT26/10 CZECH
MG754725.1 G. lucidum UMNUT1 USA

%3 KJ143939.1 G. tsugae Dai12751b USA
988 KJ143940.1 G. tsugae Dai12760 USA
ara MH025362.1 G. tsugae UMNMI30 USA G. tsugae
94 MG754764.1 G. tsugae UMNMI20 USA

MG754765.1 G. tsugae UMNNC4 USA
KJ143933.1 G. oregonense CBS265.88 USA
MG754740.1 G. oregonense UMNAK1 USA
MG754741.1 G. oregonense UMNOR1 USA
KJ143934.1 G. resinaceum CBS194.76 NETHERLANDS

05

G. polychromum

MG754758.1 G. sessile UMNMI24 USA
L H ——————MG754757.1 G. sessile UMNMI22 USA
I KJ143935.1 G. sessile LOW20121017 USA
81.7 MG754754.1 G. sessile UMNFL19 USA
KJ143936.1 G. sessile JV1209/9 USA

2 ———————MG754753.1 G. sessile UMNFL10 USA
MG754756.1 G. sessile UMNKY1 USA
MG754748.1 G. sessile 113FL USA
MG754747.1 G. sessile 111TX USA

s ——————MG754749.1 G. sessile 117TX USA
— MG754755.1 G. sessile UMNFL125 USA
MG754759.1 G. sessile UMNOH4 USA

o . sessile E47 MW281496
?D“HOJ . sessile 228DC USA
KJ143937.1 G. sessile JV1209/27 USA

m Yuan3490 CHINA

G. multipileum-martinicense

KJ143926.1 G. curtisii CBS100131 USA
KJ143927.1 G. curtisii CBS100132 USA
MG754727.1 G.curtisii 102NC USA

4735.1 G. UMNFL50 USA
MG754728.1 G. curtisii UMNFL28 USA
MG754731.1 G. curtisii UMNGAT USA
MG754734.1 G. meredithae 124F USA
MG754729.1 G. curtisii UMNFL60 USA
MG754732.1 G. curtisii UMNNC3 USA
6.1 G. lingzhi CHINA
JX029977.1 G. lingzhi Dai12574 CHINA
— KY¥393283.1 G. lingzhi SFC2016031503 SOUTH KOREA
KY393279.1 G. lingzhi SFC2015062406 SOUTH KOREA
KY393280.1 G. lingzhi SFC2015063014 SOUTH KOREA  G. lingzhi
KY393282.1 G. lingzhi SFC2015091807 SOUTH KOREA
KY393281.1 G. lingzhi SFC2015081248 SOUTH KOREA

G. curtisii-meredithae

'— KJ143943.1 Tomophagus colossus TC02

20

Test de antagonismo entre cepas. El antagonismo en medio de aceleracion entre micelios de las
tres cepas de Ganoderma, recientemente identificadas filogenéticamente, se evidencid por la
presencia de zonas demarcadas en las regiones de enfrentamiento, caracterizadas por areas de
escaso crecimiento, e incluso presencia de sustancias coloreadas (Figura 20). Como prueba
confirmatoria de la compatibilidad entre micelios de la misma especie, no se observaron

reacciones de antagonismo al enfrentar discos de agar de la misma cepa (Anexo 1, Figura 3).

Figura 20. Test de antagonismo somatico. A. Placa con co-crecimiento de las tres cepas de
Ganoderma. B. Enfrentamientos de a pares, vistos desde el dorso de las placas (arriba) y vista
superior (abajo). Las lineas rojas sefialan una vista aumentada de las regiones de antagonismo.

Cada una de las cepas enfrentadas se encuentra identificada con sus siglas. Flechas rojas: zonas
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de antagonismo. Medio de cultivo: medio de aceleracion. GL: Ganoderma sp. CS; GO:

Ganoderma sp. GO; GS: Ganoderma sp. E47.

Caracterizacion inmunoquimica. El titulo de anticuerpos en el suero “anti-G. sessile E47" fue
determinado mediante la gréafica de absorbancia a una longitud de onda de 490 nm versus el
logaritmo de la diluciéon de suero empleada en el ELISA indirecto (Figura 21). El resultado

permitié seleccionar a la dilucién 1/300 como éptima para emplear en los siguientes ensayos.

Figura 21. Titulacién de anticuerpos especificos contra el basidioma de Ganoderma sp. E47.

G T T T
2 3 4

Log dilucién de suero

Como puede observarse en el gel de electroforesis (Figura 22.A), todas las muestras mostraron
perfiles proteicos diferentes. El basidioma de Ganoderma sp. E47 present6 bandas en el rango de
los 12 y los 52 kDa, tres de las cuales fueron compartidas con su respectivo micelio. EI micelio

de Ganoderma sp. GO mostr6 una banda entre 24 y 31 kDa en comun con el basidioma y el
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micelio de Ganoderma sp. E47, y otra alrededor de 37 kDa compartida con el micelio de
Ganoderma sp. CS. Esta Gltima cepa mostré bandas no compartidas con el resto de las muestras,
alrededor de 12 kDa. Por su parte, el basidioma de E27 también present6 bandas entre los 12 y
los 52 kDa, y una banda por debajo de los 12 kDa. EI WB (Figura 22.B) revel6 la presencia de un
Unico antigeno comun entre los basidiomas de P. ostreatus y Ganoderma sp. E47. Evidentemente,
este antigeno sélo estaria presente en basidiocarpos, puesto que ninguna de las proteinas de las
muestras de micelio obtenidas en cultivo liquido evidenci6 reaccion con los anticuerpos “anti-
basidioma de Ganoderma sp. E47", incluso la muestra correspondiente al respectivo micelio de
E47. Por otra parte, Ganoderma sp. E27 (Phellinus sp.) mostr6 en el WB compartir al menos tres
antigenos en la region de 31-52 kDa con el basidioma de Ganoderma sp. E47. Esta reactividad
cruzada entre géneros también pudo verse en el ELISA de inhibicion, donde el basidioma de
Phellinus sp. alcanzd niveles de inhibicion superiores al 50 %. Finalmente, la reactividad cruzada
entre anticuerpos contra el basidioma de Ganoderma sp. E47 y los extractos proteicos mostré ser
moderada para los basidiocarpos y negativa para los micelios (Figura 22.C,D) EI WB de

inhibicién se correspondié con lo observado en el inmunoblot sin inhibir (Anexo 1, Figura 4).

Figura 22. Caracterizacion inmunoquimica de micelios y basidiomas. A. Extractos proteicos
de basidiomas de Ganoderma sp. E47 (E47), Ganoderma sp. E27 (E27), L. edodes (LE) y P.
ostreatus (PO) obtenidos en FES (B), y micelios de Ganoderma sp. E47 (E47), Ganoderma sp.
CS (CS), y Ganoderma sp. GO (GO) obtenidos en cultivo liquido (M). PL: marcadores de peso
molecular. B. Western Blot de los extractos proteicos revelado con suero “anti- basidioma de
Ganoderma sp. E47". C. Reactividad cruzada mediada por IgG entre proteinas de basidiomas de
Ganoderma sp. E47 y basidiomas de Ganoderma sp. E47, P. ostreatus, L. edodes y Ganoderma
sp. E27 (E27). BSA: seroalbumina bovina. D. Reactividad cruzada mediada por IgG entre
proteinas del basidioma de Ganoderma sp. E47 y su respectivo micelio, y micelios y basidiomas

de las demas especies estudiadas.
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2.4. Discusioén general

De las 6 cepas empleadas originalmente en este estudio, 4 de ellas (E47, E27, CS y GO) fueron
seleccionadas mediante test lineal por su buen rendimiento en el sustrato de CSG (T2) para su
posterior cultivo a mayor escala en troncos sintéticos. E47 y E27 fructificaron en este sustrato
luego de uno y dos meses de cultivo, respectivamente. Durante la primera y segunda oleada de
crecimiento, la produccion de biomasa de E47 fue superior a la de E27. CS y GO no fructificaron
en las condiciones ensayadas, por lo que se testearon nuevos sustratos. Sin embargo, los
rendimientos de estas dos cepas en los sustratos alternativos no fueron superiores a lo observado
en T2, por lo que se optd por obtener su biomasa mediante cultivo liquido. La cepa E47, la cual
mostré la mayor velocidad de crecimiento y el mayor porcentaje de colonizacion en T2, como asi
buenos rendimientos de cultivo en troncos sintéticos, también fue cultivada mediante CL para
establecer comparaciones. Méas aun, los resultados indicaron que E47 fue también la cepa de

mayor velocidad de crecimiento y produccion de polisacaridos en cultivo liquido.

G. lingzhi (CS) y G. sessile (E47) fueron identificadas facilmente mediante la filogenia de ITS,
confirmado también por el analisis de las estructuras secundarias de ITS1. De acuerdo con lo
reportado por Papp (2019), G. lingzhi es originaria del Este y Sureste de Asia, Blangladesh y el

sur de India. A su vez, es la especie mas presente en el mercado mundial de Ganoderma. Es por
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esto que se deduce que G. lingzhi CS seria una especie introducida en Argentina, tal como ha sido
sugerido para G. lucidum en Estados Unidos (Loyd 2018). No se han reportado colecciones con
representantes de G. lingzhi en Argentina para establecer comparaciones (Gottlieb et al. 2000).
Ni la filogenia de ITS-ITS1 ni la visualizacién de las diferencias en las estructuras de ARNr
permitieron resolver entre G. tsugae y G. oregonense. Tal como fue reportado por Loyd (2018),
para separar ambas especies es necesario recurrir al analisis de otro locus tal como el TEF1-o, lo
que fue concordante con nuestros resultados para G. oregonense GO.  Por otra parte, el arbol
filogenético construido con secuencias ITS del género Phellinus permiti6 clasificar a la cepa E27
como Phellinus sp., especie que ademas habia demostrado un rendimiento diferencial a E47 en

cultivo sélido.

La morfologia de los basidiomas y esporas de E47 fue consistente por lo descripto para G. sessile
por Zhou et al. (2015) y Loyd et al. (2019), y la morfologia de su micelio fue similar a lo reportado
por Zhou et al. (2015) para esta especie. Las hifas ramificadas observadas en GO con forma “de
cuerno de ciervo” (Figura 16A.111) fue descripto como una caracteristica de G. oregonense, G.
zonatum, y G. meredithiae (Adaskaveg y Gilbertson, 1986; Badalyan et al., 2019). La ausencia
de clamidosporas en esta especie fue consistente con la taxonomia de G. lucidum (Moncalvo
2000; Loyd 2018), teniendo en cuenta que G. oregonense es considerada la especie americana de
G. lucidum. Cao et al. (2012) describieron para G. lingzhi un sistema hifal trimitico, IKI-, con
hifas generativas raramente fibuladas y abundantes hifas esqueléticas, lo que concuerda con lo
observado en Ganoderma sp. CS. Tal como reportaron Cao et al. (2012) y Hapuarachchi et al.
(2019), no se observaron clamidosporas en esta cepa. La aparicion de zonas de antagonismo en
test de compatibilidad entre cada par de micelios en placas de agar confirmé la divergencia
genética, indicando que las cepas empleadas en el test serian diferentes especies. Una reaccion
observada con frecuencia sobre el estrés bidtico que genera el alorreconocimiento es la
produccion de pigmentos. La granulacion en las hifas, estructuras similares a un gel oscuro y
vacuolas observadas en las interacciones fungicas pueden estar asociadas a muerte celular

consecuente del micoparasitismo, 0 a la falta de nutrientes producto de la competencia. Se ha
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reportado la presencia de pigmentos amarillos y marrones en interacciones flngicas (Boddy,
2000; Hynes et al., 2007), colores que se identificaron en otros estudios como glucésido de
quercetina (producido para bloquear los inhibidores de la biosintesis de melanina) o como

carotenoides.

Ha sido reportado que G. sessile cuenta con una maquinaria enzimatica que le permite la
colonizacion efectiva de la biomasa lignocelulésica en estado sélido (Philippoussis y
Diamantopoulou, 2012; Loyd et al., 2019). La especie ha demostrado caracteristicas
prometedoras de crecimiento micelial, que también han sido observadas en la produccién de
biomateriales (Attias et al., 2021, 2020; Nussbaum et al., 2023). Ademas, se ha indicado que G.
sessile preferentemente infecta arboles vivos, mientras que G. lucidum crece principalmente de
forma saprotréfica en la naturaleza (Beck et al., 2018). Si bien este comportamiento parece estar
relacionado con la preferencia de carbohidratos simples o complejos en el sustrato mas que con
su concentracion, estos metabolismos aparentemente diferenciales dentro del género ofrecen una
base prometedora para futuras investigaciones sobre diversos tipos de sustratos in vitro
(Nussbaum et al., 2023). La infeccion por G. sessile ocurriria principalmente por esporas que
infectan heridas en la parte inferior del tronco o en las raices lefiosas. Entre la gama de
hospedadores se hallan incluidos robles, arces, nogales, acacias, alamos y manzanos silvestres.
Especialistas han enviado advertencias para los arboristas del este de Estados Unidos sobre la
deteccidn de infecciones causadas por G. sessile en arboles urbanos, palmeras y pinos (Luley y

Loyd, 2017).

Tal como se ha observado en G. lucidum, el contenido de polisacaridos en micelio es superior al
hallado en basidiomas (Heleno et al. 2012), lo que puede explicar el alto contenido de PS en
cultivo liquido de G. sessile E47 en este estudio, donde el hongo crece como micelio, en
comparacion a la produccién de estos compuestos en cultivo sélido. En cuanto al rendimiento de
PS para G. lucidum, fue reportado ser de 5,7 g L™ al dia 13 de cultivo (Wagner et al., 2004),
aunque no fue provista informacién acerca de la identificacion de la especie. La mayor velocidad

de crecimiento y la mayor produccion de polisacaridos de E47 respecto a CS y GO podrian estar
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relacionadas a su perfil de crecimiento. Considerando que estos compuestos son producidos por
hifas metabolicamente activas, el hecho de generar biomasa en mayor cantidad y méas rapidamente
podria explicar, al menos en parte, su productividad en polisacéaridos. Loyd et al. (2019)
propusieron que la performance de G. sessile, capaz de crecer exitosamente en cultivo liquido y
solido, podria estar relacionada a la produccion de clamidosporas, una caracteristica diferencial
gue se ha visto en Ganoderma sp. E47 respecto a Ganoderma sp. CS (G. lingzhi) y Ganoderma
sp. GO (G. oregonense) en este estudio. Ademas, las diferencias observadas en la morfologia de
las hifas (IKI+ para G. sessile E47, e IKI- para G. lingzhi CS y G. oregonense GO) podrian estar

vinculadas a diferencias en los tipos de polisacaridos presentes en la pared celular (Morton, 1986).

Los hongos producen varios tipos de polisacaridos segln las necesidades bioldgicas y en respuesta
a condiciones externas e internas. Estos biopolimeros poseen un papel importante en la
transmision de informacion para diversos procesos bioldgicos, como la germinacion de las
esporas, la reproduccién sexual, el dimorfismo y los sistemas de defensa y adaptacion. Ha sido
reportado que los polisacaridos juegan un rol crucial como receptores de informacion quimica
durante la fusion en hongos filamentosos (FleiBner y Herzog, 2016; Barbosa y de Carvalho Junior,
2020). Cuando es necesario, los hongos producen y excretan polisacaridos extracelulares
(exopolisacaridos) que, en general, actian como importantes modificadores de la viscosidad,
tanto en ambientes himedos como secos. La produccion de exopolisacaridos contribuye al
mantenimiento de un ambiente himedo, propicio para la obtencion de nutrientes, el crecimiento
y la reproduccion (Donot et al., 2012; Barbosa y de Carvalho Junior, 2020). Conocer los roles
que los exopolisacaridos cumplen en la biologia del hongo productor puede contribuir al

desarrollo de técnicas de optimizacion de la produccion.

Muchos estudios han descrito la mejora de la produccion de EPS al optimizar los medios y las
condiciones de fermentacion en cultivo liquido, incluyendo el control de pH, agitacion y
suministro de oxigeno, manipulacion de las concentraciones de los azlcares del medio,
realizacion de cultivos alimentados o continuos, seleccion de tanques fermentadores,

modificacion del inoculo inicial, entre otros (Alsaheb et al., 2020; Lee et al., 1999; Kim et al.,
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2006; Tang y Zhong, 2003). Se ha reportado que un aumento en la viscosidad del medio liquido
puede deberse al incremento de la produccién de exopolisacaridos, como mecanismo fungico para
reducir el estrés hidrodinamico generado por la agitacion y la aireacion en el reactor (Agudelo-
Escobar et al., 2017). Se ha visto que el pH para el crecimiento celular 6ptimo es mas bajo que el
pH para la formacion de EPS (Lee et al., 1999; Mi Kim et al., 2006). Esto indica la posibilidad
de un proceso de fermentacién en dos fases, donde el pH es mantenido bajo al inicio de la
fermentacion y hasta que la biomasa alcanza el crecimiento exponencial, seguido de una fase con
un pH superior adaptado para la sintesis éptima de EPS. La estrategia antes mencionada se
demostro con éxito para la produccion de EPS en G. lucidum y Antrodia camphorata (Lee et al.,
1999; Kim et al., 2006; Shu y Lung, 2004). Respecto a la composicion del medio de cultivo, se
ha observado, por ejemplo, que los niveles mas altos de polisacaridos extracelulares en G. lucidum
se obtienen adicionando nuevamente glucosa cuando este azicar comienza a disminuir en el

medio de cultivo (Wagner et al., 2003).

En este estudio, G. sessile E47 produjo 4,52 + 0,83 g L de polisacaridos el dia 9 de cultivo en
matraces agitados sin optimizacién del cultivo, lo que destaca a la cepa como un productor
comercial eficiente de polisacaridos. Existen multiples estrategias de optimizacion de la
produccién de exopolisacaridos en cultivo liquido que ya han sido puestas a punto para especies
de Ganoderma en la industria biotecnol6gica. Sin embargo, dicha optimizacion es posible solo si
es acomparfiada por un conocimiento mas completo y sistematico de la fisiologia y el metabolismo

de la sintesis de los EPS.

En hongos, y en particular en Ganoderma spp., las proteinas inmunomoduladoras son
ampliamente reconocidas, pudiendo encontrarse tanto en micelio, esporas y esporoma. Dentro de
estas proteinas, las més descriptas son las lectinas y las enzimas (Huie y Di, 2004). Relativo a la
antigenicidad de las proteinas, ha sido reportada la existencia tanto de antigenos compartidos
como también Gnicos en esporas y basidiomas (Gupta et al., 2000). Las lectinas y otras proteinas
inmunomoduladoras de alrededor de 12-18 kDa son encontradas frecuentemente en el micelio

(Kawagishi et al., 1997; Jeurink et al., 2008), mientras que las proteinas aisladas de esporas y
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cuerpos de fructificacion, al tratarse de enzimas, poseen un rango mayor de pesos moleculares
(Vila-Héreter, Rivera-Mariani y Bolafios-Rosero, 2017; Kumakura et al., 2019). El basidioma de
Ganoderma sp. E47 y, en particular, el micelio de Ganoderma sp. CS, evidenciaron la presencia
de bandas intensas que se encuentran en el rango de pesos moleculares propuestos para la proteina
inmunomoduladora LZ-8, aislada del micelio de G. lingzhi (Kino et al., 1989). Esas bandas no
se observaron en los perfiles proteicos de los micelios de E47 y GO. Los resultados demuestran
que, en general, las proteinas serian especificas de especie y tejido. Debe ser estudiado si las
diferencias en la composicién proteica entre micelios y basidiomas de la misma especie acarrean

diferencias en las propiedades medicinales.

2.5. Conclusiones

Los métodos moleculares permitieron establecer la identificacion de las cepas de interés. Basado
en un analisis filogenético multilocus, las cepas Ganoderma sp. GO, Ganoderma sp. CS y
Ganoderma sp. E47 fueron clasificadas como G. oregonense, G. lingzhi y G. sessile,
respectivamente, nomenclatura que se empleard en los préximos capitulos. El andlisis
morfoldgico, los perfiles proteicos y antigénicos, como también el test de antagonismo
confirmaron la filogenia establecida y demostraron ser herramientas Utiles para tal fin. La
clasificacion taxonémica de un género tan complejo como lo es Ganoderma no deberia realizarse
en base a descripciones morfoldgicas, sino que en analisis morfoldgico debe ser un ensayo

complementario a la identificacion molecular.

G. sessile E47, ademas de fructificar con buenos rendimientos en sustrato solido, mostré una
mejor performance en cultivo sumergido respecto al resto de las cepas de Ganoderma,
representando una buena alternativa para la produccion de polisacaridos a mayor escala. Estos
resultados evidenciaron las diferencias en el crecimiento y en la produccion de polisacéridos entre
especies comunmente confundidas de Ganoderma. Las posibles diferencias fisicoquimicas entre
los polisacéridos de G. sessile E47 y las cepas medicinales validadas de Ganoderma, que

contribuyan a un mejor entendimiento de sus diferentes performances en cultivo, deben ser
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estudiadas. Es necesario demostrar las potenciales propiedades terapéuticas de esta especie, tema

que se abordara en el capitulo 4 de esta tesis.
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3. Capitulo 2

Andlisis nutricional y de inocuidad
alimentaria

“A meal is a structured social event

which structures others in its turn.”

(Una comida es un acontecimiento social estructurado
que, a su vez, estructura a otros.)

Mary Douglas, Deciphering a Meal (1972)
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3.1. Parte |

Analisis nutricional

3.1.1 Introduccion

En las Gltimas décadas, el mercado de los hongos comestibles ha crecido en variedad y en cantidad
como resultado de la expansién de la industria de su cultivo (Sadler, 2003). Su palatabilidad, su
valor nutricional y sus propiedades medicinales son algunas de las cualidades apreciadas por sus
consumidores. Dado su alto contenido de agua, la proporcion de macronutrientes en los hongos
frescos es relativamente baja, asi como también lo es su aporte energético. Segun lo reportado
para basidiomas de especies como Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus spp. y
Volvariella volvacea, el contenido proteico representa un 19-35 % del peso seco del hongo, lo
que los posiciona debajo de la mayoria de las carnes animales, pero cercano o incluso por encima
de ciertos productos de origen animal, como la leche, y de ciertos vegetales (Crisan y Sands,
1978).

A diferencia de otros alimentos como las frutas y las verduras, las setas no cuentan con un marco
regulatorio en cuanto a limites de contaminantes y criterios de aseguramiento de la calidad
claramente definidos. Algunas setas como Ganoderma spp. son consideradas alimentos con
beneficios para la salud o fuente de productos con propiedades nutricionales y medicinales. Para
estas cuestiones, la regulacion gubernamental en torno al consumo de setas difiere segln el pais
en cuestion o la autoridad sanitaria pertinente, siendo regulados tanto como alimentos o como
suplementos dietarios. La Unidn Europea (UE) ha introducido en su directiva EC 258/97 el
concepto de “nuevo alimento” para aquellos productos que no se utilizaban como alimentos o
ingredientes alimentarios antes de 1997. Acorde a esta normativa, los productos derivados de
hongos formadores de setas, como el micelio deshidratado o los betaglucanos aislados del
esporomas de ciertas cepas, han sido catalogados desde ese momento como nuevos alimentos.
Entre las especies reguladas se encuentran Ganoderma lucidum, Lentinula edodes, Pleutorus
ostreatus y P. eryngii (UE 2015/2283). No obstante, dentro de la UE las setas cuentan con un

historial de seguridad en su consumo, por lo que el acceso al mercado no se haya sujeto a
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regulaciones adicionales. Por otro lado, es notable la cantidad de productos a base de G. lucidum
comercializados en el mercado estadounidense en forma de suplementos dietarios que, hasta la
fecha, no han sido evaluados por nuevas normativas de calidad por parte de la Administracién de
alimentos y medicamentos de EE.UU. (FDA) desde 1994 (Wu et al., 2017). Por lo antes
mencionado, es necesario asegurar tanto la inocuidad alimentaria (considerada como la ausencia,
a niveles seguros y aceptables, de peligro en los alimentos que puedan dafar la salud de los
consumidores), la calidad nutricional, como la composicién de metabolitos y compuestos
bioactivos de las setas en todas las variedades de productos, antes que estos sean puestos en el

mercado.

Argentina no es la excepcidn, y en los Gltimos afios se han introducido en nuestro pais una
variedad de productos a base de Ganoderma destinados a la mejora de las funciones vitales,
incluyendo el polvo micromolido del basidioma, tinturas y extractos de diferente composicion,
de elaboracién nacional e importados, segun indica su rotulado. Hasta 2024, la comercializacion
de productos a base de este hongo constituia un acto ilegal por no ser considerado alimento en
nuestro pais. La incorporacién de Ganoderma lucidum en el apartado referido a hongos
comestibles del Codigo Alimentario Argentino (CAA) fue debatida mediante una presentacion de
representantes del Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) durante
la 150° Reuni6n Ordinaria de la Comision Nacional de Alimentos (CONAL), celebrada los dias
28 y 29 de junio de 2023 en Parana, Entre Rios. Finalmente, esta especie fue incluida en dicho
cddigo mediante la Resolucién Conjunta 11/2024 (RESFC-2024-11-APN-SCS#MS). Por su
parte, la Farmacopea Argentina Séptima edicion ha dejado a estos productos sin referencia para
su regulacion, careciendo de informacion acerca de Ganoderma u otros hongos de valor

medicinal.

Diferencias en la composicion quimica entre estructuras fungicas. Las diferencias morfoldgicas
entre las estructuras fangicas (carpéforo maduro, micelio cultivado en sustratos lignocelul6sicos,
en placas de agar o en tanques fermentadores) resultan de la expresion genética diferencial como

consecuencia de una exposicion de las células a diferentes condiciones de humedad relativa,
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presion de oxigeno, luz, temperatura, fuerza cortante y nutrientes. La transicién de células
miceliales dicari6ticas a primordios y carpéforo maduro es fluida. Los basidiomicetos no pasan
demasiado tiempo en el estado monocariotico, y dos micelios haploides monocariéticos pueden
fusionarse (plasmogamia) formando un micelio dicari6tico. Dentro del basidio, dos nucleos
diferentes de dos micelios dicariéticos pueden fusionarse (cariogamia), formando un nucleo
diploide que entra en la meiosis; este proceso da como resultado cuatro nuevas esporas
monocariticas con genomas ligeramente diferentes, por lo que estas estructuras difieren de sus
progenitores en sus propiedades bioquimicas (Berger et al., 2022). Estudios sobre HCyM
demostraron que muchos genes se expresan diferencialmente en micelios, primordios y
basidiomas. En estos ultimos se hall6 una mayor actividad de genes asociados con la respuesta al
estrés, la biogénesis de ribosomas, la biosintesis de arginina y de esteroides (Lu et al., 2020). Esta
expresion o actividad diferencial puede llevar a que ciertos componentes se encuentren en
diferentes cantidades entre las estructuras fungicas. Por ejemplo, aunque se ha reportado que en
micelios y carp6foros la concentracion total de proteinas y su valor biolégico son similares, la
concentracién y la estructura de los polisacaridos presentan diferencias (Berger et al., 2022). Los
carpoforos, a su vez, acumulan metales pesados como Ni, Pb, Cd y Cr, y otros elementos como
Cu, Zn, Fe y Mn (Ghahremani-Majd y Dashti, 2015). Por otro lado, en cultivo liquido de
diferentes cepas de A. bisporus y de L. edodes se observé que el crecimiento y la produccion de

metabolitos dependen de la cepa y el sustrato (Sarris et al., 2020).

3.1.2. Objetivo

En esta seccidn se propuso analizar nutricionalmente a los basidiomas y micelios de las cepas de
Ganoderma obtenidas y seleccionadas en el anterior capitulo, incluyendo la determinacién de
macro y micronutrientes, el contenido de fibra, proteinas, lipidos, vitaminas y minerales,
polisacaridos hidrosolubles, perfil de acidos grasos y esteroles, a fin de evaluar el valor nutricional
de estos productos. Para tal fin, se realizaron comparaciones con valores reportados para setas
comerciales y silvestres, y se incluyé también a los basidiomas de P. ostreatus P04 y L. edodes

L15 cultivados en el laboratorio.
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3.1.3. Materiales y métodos

Los protocolos experimentales detallados de cada determinacion se encuentran en el Anexo 2,
Protocolos N°1-10. Para el analisis de basidiomas, se parti6 de muestras secadas en estufa y
posteriormente molidas utilizando una picadora comercial. En el caso de los micelios,
exceptuando el procedimiento de determinacion de humedad, el cual se llevo a cabo por el método
de secado en estufa, los deméas ensayos se realizaron sobre material colectado y liofilizado. El

analisis de vitaminas y el perfil de &cidos grasos y esteroles solo fue realizado sobre basidiomas.

Anadlisis de composicion nutricional. Para la determinacion de humedad, cenizas y lipidos totales
se siguieron los métodos propuestos por la Association of Official Analytical Chemists (AOAC
International) nameros AOAC 934.01, AOAC 942.05 y AOAC 960.39, respectivamente. El
analisis de proteinas crudas se realizé mediante el método Semi-micro Kjeldahl (Fawcett, 1954)
multiplicando el valor de nitrégeno por el factor 4,38, considerando una digestibilidad proteica

del 70 % (Bano et al., 1988).

Fibra dietaria. El contenido de fibra dietaria total, soluble e insoluble se determiné mediante el
Método 1- Megazyme (basado en el método AOAC 991.43) empleando las soluciones de
amiloglucosidasa de A. niger (A9913, para uso en TDF-100A, SIGMA, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), de proteasa de B. licheniformis (P4860, >2.4 U/g, SIGMA, Merck KGaA, Darmstadt,

Alemania) y de a-amilasa (FAA, ANKOM Technology, Macedonia, NY).

El contenido de este macronutriente fue adicionalmente cuantificado mediante los Métodos 5y 6
(ANKOM Technology) para la determinacion de Fibra Detergente Acido (FDA) y Fibra
Detergente Neutro (FDN), respectivamente, empleados en el analisis de alimentos y forrajes

fibrosos.

Polisacaridos hidrosolubles. Los polisacaridos del basidioma y de los micelios se extrajeron
siguiendo el procedimiento descripto en el Anexo 1, Protocolo N°2, basado en la monografia de
G. lucidum, polvo de basidioma de la Farmacopea estadounidense (USP 41-NF 36, Ganoderma
lucidum fruiting body powder. USP, Rockville, MD, 2: 4632-4635); posteriormente fueron
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hidrolizados con &cido sulfurico 72 % (Rajarathnam et al., 1959) y luego cuantificados mediante

el método de Dubois et al. (1956).

Andlisis elemental. El analisis multielemental fue llevado a cabo en LANAQUI (CERZOS UNS-
CONICET, Argentina); las muestras secas de basidiomas fueron digeridas usando &cido nitrico
pro-andlisis Merck en un digestor de microondas MARS-5, CEM Corporation, USA, segun las
siguientes normas y procedimientos: Tejido biol6gico: Norma SW-3052 (potencia: 400 Wi;
Presion (méx.): 800 psi; Temperatura (méx): 180 ° C; tiempo: 15 min.). Los elementos fueron
analizados utilizando un Espectrometro de Emision Atémica por Plasma de Acoplamiento
Inductivo (ICP-AES), Shimadzu 9000 Simultaneo de Alta Resolucién segiin norma EPA 200.7
empleando calibracidn acuosa externa con patrones-estandares certificados Chem-Lab, Zedelgem
B-8210, Bélgica y agua ultrapura (Water Purification Systems Millipore - Milli Q, modelo Elix
Technology Inside 10 (Merck, FRANCIA); caracteristicas: 0,05 uS cm? de conductividad

eléctrica — 18,2 M'Q cm* de resistividad (25 °C).

Cuantificacion de vitaminas. Se analizaron las vitaminas B1 (tiamina), C (&cido ascorbico), B2
(riboflavina), B3 (nicotinamida), B6 (piridoxina), B9 (&cido félico) y B12 (cianocobalamina)
mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC) empleando estandares externos. Las
muestras fueron extraidas y luego hidrolizadas con fosfatasa alcalina (Wiener Lab, Argentina)
segun lo reportado por Kall et al. (2003). El analisis cromatogréafico se llevd a cabo en
cromatografo Waters 600 Controller Chromatograph equipado con detector de arreglo de diodos
y con columna Reprosil ODS-2, 5 um 200 x 4,6 mm (Dr. Maisch, Alemania). EI volumen de
inyeccion fue de 10 pL, flujo 0,2 mL min™, temperatura de columna 30 °C. La fase mévil fue
establecida en solucién acuosa de acido trifluoracético 0.01 % y metanol en proporcion 95:5

durante 4 minutos, luego cambiando a 2:98 en 6 minutos y mantenido durante 20 minutos.

Para la determinacion de vitamina D2 y D3, las muestras fueron sometidas a saponificacion y
extraidas segun lo reportado por Lumley (1993). Posteriormente fue analizado un volumen de 10

uL de las muestras en acetonitrilo mediante HPLC en modo isocratico con acetonitrilo: metanol
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91:9 como fase movil, flujo 0,8 mL min™. El andlisis de vitamina E fue realizado mediante
Cromatografia gaseosa-Espectrometria de Masas (CG-EM). 1 g de cada muestra pulverizada fue
suspendida en 37,5 mL de etanol y extraida bajo reflujo durante 45 minutos (Lumley 1993). Luego
de enfriarlo, el extracto fue filtrado y lavado dos veces con 5 mL de etanol. Posteriormente, los
lavados y filtrados fueron combinados y evaporados a sequedad bajo presion reducida.
Finalmente, el residuo fue acetilado siguiendo el procedimiento descripto por Hammann et al.
(2016). El agente de derivatizacion consistié en una mezcla 2:1 de piridina: anhidrido acético. El
producto acetilado fue extraido con hexano y lavado sucesivamente con HCI 5 % v/v y NaHCO3
5% p/v y secado finalmente con Na,SO.. El analisis fue llevado a cabo en un cromatografo 7890B
acoplado a espectrémetro de masas 5977A (Agilent Technologies, Santa Clara, CA) con impacto
electrénico como modo de ionizacion y energia de 70 eV. Se inyect6 1 pL de las muestras en una
columna capilar HP-5Ms (30 m x 0.25 mm d.i. x 0.25 pm de espesor de film). Las condiciones
del andlisis fueron las siguientes: temperatura del inyector 225 °C, detector a 280 °C, flujo de
helio de 0,75 mL min?, relacion de Split 20:1. La temperatura fue programada de la siguiente
manera: comenzando en 150 °C durante 1 minuto, luego incrementandose hasta 260 °C a 25 °C
min?y luego aumentandose hasta 280 °C a 5 °C min*. Como estandar externo se empled o-

tocoferol (Sigma).

Perfil de acidos grasos y esteroles. Las muestras fueron sometidas a hidrdlisis siguiendo el
método AOAC 996.06. Los acidos grasos libres fueron extraidos con CHCls: MeOH (2:1) y
metilados con HCI 10 % en metanol. Para el analisis de esteroles, las muestras fueron preparadas
segun lo indicado en la USP 2018 (Ganoderma lucidum fruiting body powder - COMPOSITION,
Content of triterpenoic acids) y luego acetiladas siguiendo lo indicado por Hammann et al.

(2016).

Ambos extractos fueron analizados por CG-EM bajo las condiciones antes descriptas para
vitamina E, con las siguientes modificaciones. La temperatura del horno fue seteada en 100 °C
durante 4 minutos y luego aumentada a un ritmo de 5 °C min-! a una temperatura final de 240 °C.

Tanto el perfil de acidos grasos como el de esteroles fueron expresados en porcentajes relativos.
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La cuantificacion del acido linoleico se realizd mediante estandar externo con metil éster de acido

linoleico (estandar analitico, Supelco, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

3.1.4. Analisis estadistico

Las muestras fueron analizadas por triplicado y el resultado expresado como la media y su desvio
estandar. Para las comparaciones con valores de referencia se emple6 el test t con la correccion
de Welch para la comparacion de medias con diferentes varianzas. En los casos en que los desvios
no fueran reportados en bibliografia, se analiz6 el intervalo del 95 % de confianza. Se
consideraron significativas las diferencias con p<0,05. Para la comparacion multiple entre
muestras se realiz6 la prueba de ANOVA de una o doble via con post-test de Bonferroni

empleando el software GraphPad Prism 5.00.

3.1.5. Resultados y discusion

Anélisis nutricional. Se presentan en forma tabular los resultados de las determinaciones del
contenido de humedad y macronutrientes de basidiomas y micelios (Tabla 2) y en forma
comparativa con valores publicados por otros autores para cada género (Anexo 2, Tabla 1). La
conversién de nitrégeno a proteinas se realiz6 empleando el factor N x 4,38. El contenido de
carbohidratos totales se obtuvo sustrayendo de la composicidn total (100 % en base seca), la suma

de los porcentajes de proteinas, lipidos totales y cenizas.

Tabla 2. Composicién proximal de los hongos en estudio. Los valores se expresan en g 100

gt de peso seco.

Humedad? Cenizas Lipidos Proteinas Carbohidratos
Método AOAC AOAC semi-micro 2
AOAC 934.01
942.05 960.39 KJELDAHL
Basidioma
G. sessile 86,9+0,6 a  4,58+0,38 a 3,90£0,14 a 15,78+1,71 a 77,09+1,24
P. ostreatus 82,8+0,8 b 923+006 bb 262#024 a 22,53+2,30 b 65,62+3,68
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L. edodes 83,7+0,4 b 692+0,14 ab 184#0,16 a 21,87+0,95 a 68,63+0,45 b

Micelio
G. sessile 5,09+0,47 c  4,59+0,66 a 4214025 a 29,31+1,89 b 61,89+3,96 c
G. lingzhi 12,53+0,2 d 4,15+0,01 a 2,90+0,30 a 14,81+0,42 c 78,11+0,98 a
G. oregonense 7,00+0,41 c 2,15+0,74 ac 3,74+0,34 a 9,40+0,44 d 84,70+2,13 d

19100 g peso fresco; 2 calculados mediante diferencia [100 — (g proteinas + g lipidos + g cenizas)]. Para cada columna, las filas
con una letra diferente (en negrita) en el mismo orden difieren al menos significativamente (p<0,05).

El factor N x 6,25, empleado en ocasiones en la determinacion de proteinas, deriva de la asuncion
de un contenido de nitrogeno proteico del 16 %. Este valor es correcto si se trata de proteinas de
origen animal, donde, ademas, la digestibilidad de estos nutrientes ronda el 100 %. Sin embargo,
en las setas el contenido de nitrégeno de las proteinas purificadas es desconocido o diferente
(Chang y Miles, 1989). Por ejemplo, para el purificado proteico de Agaricus campestris fue
reportado un 11,8 % de nitrogeno (Fitzpatrick et al., 1946), mientras que en Pleurotus ostreatus
fue de 15,2 % en peso seco (Bano y Rajarathnam, 1988). Las proteinas fungicas raramente son
digeribles en un 100 % a diferencia de aquellas de origen animal, y este valor es estimado entre
un 60 % y un 70 % segln ciertos autores (Bano y Rajarathnam, 1988). La fraccidn no digerible
de los hongos incluye proteinas, aminoacidos y quitina (Tshinyangu y Hennebert, 1996). Este
contenido de nitrdgeno no proteico en forma de quitina, un polisacarido de N-glucosamina,
contribuye a la disminucién del coeficiente de digestibilidad (Bano y Rajarathnam, 1988). Por las
razones mencionadas, un resultado mas aproximado del contenido crudo de proteinas en setas se
obtiene empleando un factor equivalente a 70 % N x 6,25, es decir, N x 4,38, considerando que
s6lo un 70 % del nitrégeno fungico en de origen proteico (Chang y Miles, 1989; Tshinyangu y
Hennebert, 1996). Por otra parte, ciertos autores indican que deberia emplearse un factor derivado
de la determinacion del porcentaje de nitrdgeno sobre las proteinas purificadas del hongo en
cuestion, si se quiere excluir de la cuantificacion al nitrégeno no proteico (Bano y Rajarathnam,
1988; Chang y Miles, 1989). Las setas suelen contener cantidades de proteinas similares o incluso

mayores a los vegetales; sin embargo y por lo antes expuesto, estos valores pueden estar
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sobreestimados dado a incertezas en cuanto a la digestibilidad de las proteinas fangicas y a otros
errores asociados con el factor utilizado en el calculo de nitrégeno proteico, debido a la presencia

de nitrégeno no proteico interferente como la quitina (Kalac, 2013).

Exceptuando los basidiomas de P. ostreatus y L. edodes, el resto de las muestras analizadas
presentaron diferencias significativas en la humedad porcentual, siendo mayor en los basidiomas
de G. sessile E47. El contenido de lipidos fue semejante en todas las setas y micelios, no
superando el 4,5 % del peso seco. El valor més alto de proteinas fue hallado en los basidiomas de
P. ostreatus P04 y en el micelio de G. sessile E47, seguido por los basidiomas de L. edodes L15
y G. sessile E47. En cuanto a los carbohidratos, todas las muestras presentaron valores superiores
al 50 % de peso seco, y el micelio de G. oregonense GO fue la muestra con mayor contenido de
este macronutriente. Salvo por el contenido de lipidos, P. ostreatus P04 y L. edodes L15 no se

diferenciaron en su composicién proximal.

En general, no se encontraron diferencias significativas entre la composicién de los basidiomas
de este estudio y lo reportado en la literatura (Anexo 2, Tabla 5). La Unica excepcion corresponde
al contenido de cenizas en P. ostreatus P04 cultivado en agro-residuos, el cual fue superior a la
referencia en alrededor de un 2 % (Sharif et al., 2016). En el caso de los micelios (Anexo 2, Tabla
6), la bibliografia es menos abundante que para basidiomas en cuanto a composicién quimica y
nutricional. La composicién proximal de los micelios de este estudio se compar6 con lo reportado
para el micelio de G. lucidum (Sethy et al. 2017). En particular, G. sessile E47 se diferencio de la
referencia en el contenido de proteinas, presentando un valor superior al doble respecto a lo
reportado (p=0,004). Esta cepay G. lingzhi CS superaron a lo reportado en el contenido de cenizas
(p<0,03). G. sessile E47 también super6 el contenido de lipidos (p<0,02) junto a G. oregonense
GO. G. oregonense GO, por su parte, presentd un contenido proteico inferior a lo reportado

(p=0,01).

Contenido de fibra dietaria y polisacaridos hidrosolubles. Existen varios criterios de
clasificacion de la fibra en base a sus caracteristicas, tales como su solubilidad, su viscosidad, si

son o no fermentables y si ejercen funciones bioldgicas (Slavin, 2013). En términos generales, se
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considera fibra dietaria (FD) a los carbohidratos y a la lignina, compuestos que no son degradados
por las enzimas digestivas del hombre ni absorbidos en el intestino delgado. A su vez, se define
como fibra funcional a aquellos carbohidratos aislados de sus fuentes no digeribles que tienen
efectos fisiologicos benéficos en los humanos. La fibra total es entonces la suma de la fibra
dietaria y la fibra funcional (Institute of Medicine, 2002; Slavin et al., 2009; Slavin, 2013). El
consumo de fibra dietaria ha sido respaldado por numerosas investigaciones que destacan sus
beneficios, tales como la prevencion de enfermedades cardiovasculares, diabetes y cancer, el
mantenimiento de la salud y la regulacion del peso corporal. Ademas, los B-glucanos
componentes de la fibra dietaria soluble (FDS) poseen un particular interés por sus efectos
hipoglucemiantes e hipocolesterolemiantes. Por ejemplo, el mecanismo responsable de la
actividad reguladora de la glucemia postprandial se asocia a la viscosidad de los B-glucanos en el
tracto gastrointestinal, al dificultar el acceso de las enzimas digestivas a los granulos de almidén
(Ng et al., 2017). Si bien los productos tradicionalmente consumidos como fuente de fibra han
sido del tipo cereales, recientemente, los hongos comestibles han comenzado a emplearse como
fuente de este nutriente (Codex committee on nutrition y foods for special dietary uses, 2004;

Bonfante-Fasolo et al., 1990).

Tabla 3. Contenido de fibra (mg Kg? peso seco) y polisacaridos hidrosolubles (% p/p peso
seco) de las cepas estudiadas, y su comparacion con valores reportados para setas
comerciales y silvestres. Las diferentes letras entre pares de columnas indican diferencias

significativas (p<0,05).

FDT? FDIP FDS® PSHSH
Basidioma G. sessile 62,27+2,06a 59,75+0,35a 2,58+0,40a 1,07+0,01a
Ref. 35,0+1,7 20,0£34 3 1,54+0,02
Nile y Park (2014) Nile y Park (2014) Nile y Park (2014) Taofiq et al.
(2017)
P. ostreatus 31,78+1,98b 28,96+1,84b 3,81+1,58a 3,62+0,49ab
Ref. 37,0+£2,6 21,0+2,6 8,1 33
Nile y Park (2014) Nile y Park (2014) Nile y Park (2014) Ellefsen et al.
(2021)
L. edodes 31,78+1,98b 2,96+1,84b 4,62+0,13aa 3,62+0,49a
Ref.. 32,0£3,1 14,0+£1,3 12,5 9,69+0,08
Nile y Park (2014) Nile y Park (2014) Nile y Park (2014)  Ziaja-Sottys et al.
(2020)
Micelio G. sessile 47,99+2,38¢c 38,6+0,86¢ 10,81+0,71bb 0,88+0,14a
G. lingzhi 43,43+0,83d 37,13+0,45¢ 6,89+0,40 ca 0,33+0,12ac
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G. oregonense 22,82+1,89% 15,39+0,91d 8,76+0,78¢ch 0,150,01ac

Ref. 30,95-34,17+1,2 19,39 11,56
Papaspyridi et al., Ulziijargal y Mau Ulziijargal y Mau
(2009); Ulziijargal y (2011) (2011)
Mau, (2011)

aFibra Dietaria Total, "Fibra Dietaria Insoluble, °Fibra Dietaria Soluble, “Polisacéridos Hidrolubles.

Los resultados del andlisis de fibra y polisacaridos hidrosolubles se resumen en la Tabla 3. Entre
las muestras de este estudio, en general, se hallaron diferencias en los contenidos de FDT y FDI.
Exceptuando L. edodes L15 y P. ostreatus P04, el resto de las muestras difirieron en el contenido
de fibra dietaria total, siendo el basidioma de G. sessile E47 el de mayor valor (p<0,001) y el
micelio de G. oregonense GO, el de menor valor (p<0,001). El basidioma de G. sessile E47 y el
micelio de G. oregonense GO mostraron también el mayor y el menor contenido de fibra

insoluble, respectivamente (p<0,001).

Los contenidos de fibra dietaria total e insoluble y de polisacéridos solubles del basidioma de G.
sessile fueron mayores a lo reportado para Ganoderma spp. (p<0,05, p<0,01 y p<0,001,
respectivamente), mientras que no se diferenci6 de la referencia en fibra soluble (p=0,0695). P.
ostreatus P04 de este estudio solo difirié de su referencia en el contenido de PSHS (p<0,05),
mientras que para L. edodes L15 se hallaron diferencias para todas las fracciones analizadas
(p<0,05) exceptuando para FDT (p>0,05). En los micelios, tanto G. sessile E47 como G. lingzhi
CS superaron significativamente en el contenido FDT y FDI respecto de lo publicado para micelio
de Ganoderma (p<0,03). Por su parte, los valores de fibras total e insoluble en G. oregonense GO
fueron menores a lo publicado (p<0,01 y p=0,006). Todos los micelios mostraron contenidos de

fibra soluble menores a lo reportado (p<0,04).

Tanto la composicion de las fracciones FDS como de FDI han sido descriptas para el reino plantas,
por lo que la interpretacion de este tipo de fibras en hongos no es tan clara. Sharif et al. (2017)
reportaron un contenido de fibra en G. lucidum comercial del 54,1 % en peso seco, siendo el valor
maés alto en comparacién a otros hongos estudiados como Lentinula y Pleurotus, y mas cercano
al hallado en G. sessile E47 de este estudio. Sin embargo, los autores no detallaron la composicién

de la fraccion soluble e insoluble, y al indicarse que la determinacion de este nutriente se realizé
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segun el método AOAC, se estima que se trata de fibra cruda o total. Dado el alto contenido de
fibra de G. sessile E47 puede deducirse que la mayor parte de los carbohidratos de esta seta
corresponden a estas macromoléculas, lo que destaca junto al bajo contenido de lipidos, su

igualmente bajo contenido caldrico (Sharif et al., 2016).

La quitina es uno de los tipos de fibra que puede ser categorizado como FDI en hongos. Otros
materiales fingicos como los beta-glucanos, clasificados como polisacéridos del tipo no-almidon,
pueden ser tanto solubles como insolubles dependiendo del tipo de monosacaridos y de
ramificaciones que presenten, como también de su peso molecular (de Jesus et al., 2018), y han
sido reportados como los principales componentes de la fibra soluble en hongos (Mudgil et al.,
2017). La fraccién de polisacaridos solubles (PSS) fue extraida siguiendo el método USP. El
contenido de PSS fue menor en G. sessile E47 cultivado en agro-residuos que lo reportado para

Ganoderma spp. comercial y silvestre.

El andlisis de las fracciones de fibra detergente neutro y acido es menos evidente en setas al
tratarse de métodos interpretados para productos vegetales. Van Soest et al. (1991) describen al
método de FDN como el apropiado para una estimacion de la fibra insoluble. Esto podria explicar
lacercaniaen los valores de FDIy FDN en G. sessile E47 (no difieren significativamente, p>0,05)
si bien el término fibra detergente neutro incluye fracciones como hemicelulosa, lignina y
celulosa, no presentes en hongos. El contenido de ambas fracciones de fibra detergente fue
notablemente inferior en micelios respecto a basidiomas (Tabla 4). Por otra parte, Stelmock et al.
(1985) reportan que el contenido de quitina en mariscos puede ser estimado mediante el método
de FDA, pudiendo indicar que este polimero estaria presente en la fraccion acida. En lo referente
a valores publicados de fibra detergente en setas, han sido reportados valores de FDA, FDN y
hemicelulosa para especies como Lentinus sp. (Mongueau y Brassard, 1989) aunque los autores
no discuten acerca de este Ultimo polisacarido, no habiendo datos reportados disponibles para
Ganoderma spp. Una comparacion entre los métodos mas empleados para el analisis de fibra se

presenta en el Anexo 2, Tabla 8.

Tabla 4. Fibra dietaria determinada mediante el método de detergentes (ANKOM).
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Método

Basidioma

Micelio

Cepa

G. sessile

P. ostreatus

L. edodes

G. sessile

G. oregonense

G. lingzhi

FDN?®
ANKOM

technology,

Método 6

61.58 +1.14

24.50 £0.53

27.02+1.21

17.50 + 066

12.57+0.71

30.05+1.20

FDAP

ANKOM
technology,
Método 5
34.67 +0.37

6.56 £0.94
11.53+1.45

8.42+0.39
7.13+0.55
8.90+0.83

“Lignina™

ANKOM
technology,
Método 8
6.35+0.63

1.24+0.12
0.74+0.31

2.06+1.20
1.00+0.37
1.87+0.12

“Celulosa™

ANKOM
technology,
Métodos 5y 8
28.74 £ 0.25

5.32+1.06
1550+ 1.28

6.35+1.40
6.14+0.18
9.08 +2.01

“"Hemicelulosa™

ANKOM
technology,
Métodos 5y 6
2521+151

12.17+0.76
1550+ 1.28

9.08+0.28
6.35+1.40
20.97 £0.80

*Fibra Detergente Neutro, "Fibra Detergente Acido, ‘las fracciones se indican entre comillas al haber sido descriptas para vegetales.

Anélisis elemental. Salvo ciertas excepciones, el contenido de los 13 elementos analizados en G.

sessile cultivado en FES se encontrd dentro del rango de valores reportados tanto para setas

cultivadas como silvestres (Tabla 5). Dentro de las excepciones, el contenido de calcio resultd

menor a lo reportado, mientras que zinc y cobre se hallaron en cantidades dos y tres veces

superiores a lo reportado, respectivamente. Los micelios de Ganoderma spp. superaron

notoriamente en el contenido de sodio al basidioma de G. sessile E47. Dada la ausencia de datos

de referencia para esta especie, era esperado hallar diferencias al realizarse comparaciones

respecto a cepas Ganoderma spp. diferentes. Tal como fue reportado por otros autores, el nivel

de selenio se hallé debajo del limite de deteccion (0,1 mg Kg?).

Tabla 5. Composicion de minerales de basidiomas de G. sessile E47 y micelios (M) de

Ganoderma spp. cultivados.

Minerales

G. sessile Ref.
9,6 7,4
1,0 0,9
4,7 5,0
2,5 1,1-19

21,9 8,4-245
656 1092
66,1 121
39,9 12
57 11
435 22
0,056 0,21
0,041 0,76-1,50

[
[
[
[2
[12]
(1
[
[
(1
(1
[3]
M

P.
ostreatus
25,6

13
91
2,6
203
35,7
83,8
13,2
8,0
52,3
0,160

0,114

Basidioma
Ref.

21-42
1112
5-9
13
220-
1400
169-613
51-136
10-28
4,0-11
46-83
0,3

0,136-
0,665

[15]
[15]
[15]
[6]
[71
[15]
[15]
[15]
[15]
[5]
(8]
(8]

L. edodes
21,6
0,9
8,0
4,6
38,7
139
45,0
9,3
18,5
50,7

0,245

0,317

Ref.

26

1,1-15

[5]
[5]
[5]
[6]
[1]
[1]
[
[
[1]
[1]
[9]
[41

Micelio
G. G. lingzhi G. oregonense
sessile
6,2 9,3 7,4
15 1,8 19
45 56 46
2,1 2,0 15
404 620 580
1389 526 1250
50,7 40,3 48,0
22,8 37,0 79,0
16,5 15,3 22,1
46,4 66,2 71,4
4,0 0,319 14
0,862 0,527 0,577

Ref.

4,8
1,46

4,65

73

1301
115

55
21

[10]
[10]
[10]
[10]
[10]
[10]
[10]
[10]
[10]
[10]
[10]
[10]

79



Se <01

n.d. [1] <0,1 n.d. [1] <0,1 n.d. [1] <0,1 <0,1 <0,1

<0,2

[10]

3g kg " peso seco; °mg kg * peso seco; [1] Nile y Park (2014); [2] Obodai et al. (2017); [3] Rashid et al. (2018); [4] Zhu et al. (2011); [5] Mattila et al. (2001); [6] Roy et al.

(2015); [7] Falandysz y Borovicka (2013); [8] Rashid et al. (2018); [9] Longvah y Deosthale (1998); [10] Cohen et al. (2014).

Contenido de vitaminas hidro y liposolubles. Los resultados de la cuantificacion de vitaminas en
basidiomas se muestran en la Tabla 6. Los cromatogramas de los estandares de las vitaminas
halladas y de las muestras analizadas se presentan en el Anexo 2, Figura 3y en el Anexo 2, Figura
4, respectivamente. Para el andlisis de vitamina E, los cromatogramas y espectros de masas del

estandar de tocoferol y de las muestras de basidiomas se muestran en el Anexo 2, Figura 5.

Tabla 6. Contenido de vitaminas hidro y liposolubles, en mg 100 g de peso seco, y su
comparacién con valores reportados para setas silvestres y comerciales. Las diferentes letras

entre pares de columnas indican diferencias significativas (p<0.05).

G. sessile Ref. P. ostreatus Ref. L. edodes Ref.
B1 1,20 £0,21a 1,79+0,12a [1] 3,74+0,24a 0,3+0,01b [5] 5.19+0.28a  0.009+0.0003b [9]
B2 4,07+0,06a 1,27+0,014b [2] nd.2 1,62+0,08 [5] nd. 18 [7]
5,98+0,19b [1]
B3 0,79+0,05a 9,20+0,01b [2] 0,41+0,04a 4,44 +0,04b [6] nd. 3,88 [10]
B6 5,85+0,20a 0,71b [3] n.d. 0,07+0,001 [5] nd. 0,29 [10]
B9 n.d. n.d. [2] n.d. 0,64 [7] n.d. 0,3 [7]
B12 nd. n.d. [1,2] n.d. 0,0006 [71 nd. 0,0008 [7]
C nd. n.d [1] n.d. 3,38+0,13 [5] 0,28+0.05a 3,5b [11]
D,/Ds n.d. n.r. [1] n.d. 0,0003 [71 n.d. 0,001 [7]
E° 188,9+13,3a 55+0,5b [4] 54,3+1,7a 6+0,8b [8] 48,8+1,6a 9+0,4b [8]

2n.d. no detectado; °n.r. no reportado; ¢ vitamina E como a-tocoferol en ug 100 g peso seco. [1] Chan et al. (2015); [2] Kivrak (2015); [3] El Sheikha
(2022); [4] Obodai et al. (2017); [5] Jaworska et al. (2015); [6] Caglarirmak (2007); [7] Mattila et al. (2001); [8] Reis et al. (2012); [9] Furlani y

Godoy (2008); [10] Ho et al. (2020); [11] Breene (1990).

L. edodes L15 mostrd el mayor contenido de tiamina, superando significativamente a P. ostreatus
P04 (p<0,05) y G. sessile (p<0,01). Al comparar los valores obtenidos en los hongos de este
estudio con lo reportado en bibliografia, G. sessile E47 no difirié de lo reportado (p>0,05),

mientras que Pleurotus y Lentinula superaron a los valores publicados (p<0,001). Respecto al
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resto de las vitaminas del grupo B, s6lo se hallé riboflavina en G. sessile E47, y el contenido fue
inferior a lo reportado para G. tsugae (Chan et al. 2015), pero superior a lo hallado en G. adpersum
(p<0,01) (Kivrak, 2015). La vitamina B6 también fue hallada Gnicamente en G. sessile, superando
al valor reportado para G. lucidum (p<0,01). De igual forma se hall6 vitamina B3 en G. sessile
E47 y en P. ostreatus P04, y los contenidos no difirieron entre las cepas (p>0,05). En ambos
casos, los contenidos fueron significativamente inferiores a los reportes en cada género (p<0,01
y p<0,001, para Ganoderma y Pleurotus, respectivamente). Al igual que en las referencias, no se
detectaron las vitaminas B9, B12 y C en el basidioma de G. sessile E47 (Tabla 6). Es sabido que
la vitamina C se encuentra en mayor cantidad en hongos frescos y tiende a disminuir durante el
almacenamiento, lo que puede correlacionarse con el bajo o nulo contenido de esta vitamina en
los hongos de este estudio. En sus escasos reportes en hongos, la vitamina B12 ha sido hallada
tanto en trazas como en altas cantidades (0-140 pg 100* g peso himedo). Cuando se detecta en
setas silvestres, es probable que derive de los microorganismos presentes en la superficie (Mattila

et al., 2012), por lo que es esperable que no sea detectable en hongos cultivados.

G. sessile E47 superd significativamente a P. ostreatus PO4 y L. edodes L15 en los niveles de
vitamina E (p<0,01). Las cepas de este estudio presentaron contenidos de esta vitamina superiores
a la bibliografia, encontrandose dentro del rango reportado para especies de hongos silvestres
(Grangeia et al., 2011; Kozarski et al., 2015; Obodai et al., 2017). Dada la alta sensibilidad de los
tocoferoles a la luz y la temperatura, los periodos de procesamiento y los procesos de
conservacion aceleran la degradacién de estos nutrientes, por lo que se espera encontrar mayores
cantidades de estos nutrientes en hongos frescos (Kala¢, 2013; Stojkovi¢ et al., 2014). No
obstante, ha sido publicado que el aceite de oliva, adicionado a los sustratos empleados,
incrementa significativamente el contenido de compuestos fendlicos solubles en agua, al aportar
una fraccion compleja de compuestos fendlicos polares (Boskou et al. 2006) que podrian ser
absorbidos por el micelio, como fue indicado para G. lucidum (Bidegain, 2017). Por otro lado, no
se detecto vitamina D en los basidiomas de los hongos estudiados. En las setas, la produccion de

esta vitamina es estimulada mediante la exposicion a la radiacion solar o UV (Cardwell et al.,
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2018). Que los hongos de este estudio no hayan sido expuestos a radiacion natural o artificial
durante su cultivo, como tampoco durante el secado, puede explicar la ausencia de vitamina D.
No obstante, es sabido que el contenido de esta vitamina puede incrementarse naturalmente a
partir de ergosterol y, de esta manera, convertir a los hongos en fuente de este nutriente, aunque
esta técnica seria mas eficiente en el micelio, donde la concentracidn del ergosterol es mayor
(Berger et al., 2022; Cardoso et al., 2017). Al exponerse a radiacion, el ergosterol contenido en
la pared celular de los hongos es transformado en pre-vitamina D2, la cual puede ser luego
isomerizada por efecto térmico a ergocalciferol (vitamina D2) en un proceso dependiente de la
temperatura (Figuras 23 y 24) (Cardwell et al., 2018; Jasinghe et al., 2007; Keegan et al., 2013).
Entre los métodos empleados para incrementar los niveles de vitamina D2 en hongos comerciales
se encuentra la exposicion postcosecha de los esporomas a la luz solar en periodos de 15-120
minutos y a lamparas fluorescentes UV o con pulsos UV (Cardwell et al., 2018; Urbain y
Jakobsen, 2015). La otra forma existente de vitamina D, la vitamina D3 (colecalciferol) es
producida a partir del 7-dehidrocolesterol en la piel, en una reaccion de dos etapas en el cual
ocurre una ruptura en el anillo B debido a radiaciones UV-B. De esta manera se genera la pre-
vitamina D3 que luego se isomeriza a vitamina D3 en un proceso termosensible no catalitico
(Bikle, 2014). D2 difiere quimicamente de D3 por la presencia de un doble enlace entre los
carbonos 22 y 23, y un grupo metilo en el C24 de la cadena lateral (Figura 16). Ambas vitaminas
pueden metabolizarse en el higado y rifidn humanos para dar lugar a la forma activa de la vitamina

D.

Figura 23. Estructuras quimicas de las vitaminas D2 y D3.

Colecalciferol
(vitamina D3)

Ergocalciferol
(vitamina D5)
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Figura 24. Esquema de la conversion del ergosterol en vitamina D2 via radiacion

ultravioleta (UV). Basado en Cardwell et al., 2018.

e

Ergosterol 5  Pre-VitaminaD: ——— _» Ergocalciferol (Vitamina D,)

El valor nutricional de los hongos depende de varios factores, entre los cuales se encuentran la
identidad o especie en cuestion (Kinge et al. 2016) y la composicion del sustrato, siendo esta
Gltima variable de mayor importancia (Belewu, 2003; Karmani et al., 2022; Kinge et al., 2016).
Por lo tanto, es esperable hallar diferencias con datos de bibliografia, donde, ademas de tratarse

en ocasiones de especies diferentes, difieren los sustratos empleados.

Perfil de acidos grasos y esteroles. La composicion porcentual de &cidos grasos y esteroles se
presenta en la Tabla 7. Los cromatogramas y espectros de masas del estandar de acido linoleico
y del perfil de &cidos grasos en las muestras se presentan en el Anexo 2, Figura 6. Los
cromatogramas y espectros de masas del perfil de esteroles en las muestras analizadas se muestran
en el Anexo 2, Figuras 7, 8 y 9. A pesar del bajo contenido graso de G. sessile, se evidencid la
presencia de un acido graso esencial poliinsaturado como lo es el &cido linoleico (C18:2). Seguido
en abundancia se encontr6 el acido palmitico (C16:0), de acuerdo con lo reportado por Taofiq et
al. (2017). El contenido de acido linoleico en G. sessile E47 (60,62 + 5,20 mg 100 g* peso seco)
fue inferior al maximo valor hallado en una serie de cepas de G. lucidum y G. sinense silvestres
(392,05 mg 100 g* peso seco) (Lv et al., 2012). No obstante, el contenido de este &cido en G.
sessile se hallé dentro del rango publicado en ese estudio (Tabla 7). En este ultimo estudio, los
autores no presentaron desvios estandar; sin embargo, al considerar el intervalo del 95 % de
confianza, las diferencias fueron confirmadas. Estudios previos sobre el extracto hexanico de esta
cepa, rico en &cidos grasos de cadena larga, destacaron su potencial uso como adyuvantes en
terapia contra el cancer (Vela Gurovic et al., 2018). El ergosterol, precursor de la vitamina D2,

fue el esterol encontrado en mayor cantidad, tal como fue reportado para G. lucidum cultivado
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(Chimyaem et al., 2019). Como se indic6 anteriormente, este compuesto puede convertirse en

vitamina D2 al irradiar los basidiomas.

Tabla 7. Composicion de &cidos grasos y esteroles en muestras de basidiomas de G. sessile
E47, P. ostreatus P04 y L. edodes L15.

Acidos grasos?  G. sessile Ref. P. ostreatus Ref. L. edodes Ref.
C15:0 0,89 02'87' [1] n.d. 04-15  [5] 0,51 25,0 [7]
C16:0 19,10 21,3 [2] 10,44 11,2 [6] 12,79 10,3 [6]
C18:0 n.d. 5,8 [2] 1,36 1,6 [6] 12,23 1,6 [6]
C18:2° 80,01 424  [2] 88,20 68,9 [6] 74,46 81,1 [6]
Acido 21,45-

Linoleico® 62,29 392 [3] 131,93 1663,2 [7 128,69 1044,5 [71

Esteroles?

73,59-

Ergosterol 73,21 36,89 [4] 93,75 914 [8,9] 75,68 73,59 [9]
Ergostadienol 26,79 187 [4] n.d.d 3147 [89] 13,51 3,91 [9]
Neoergosterol n.d. nre [4] n.d. 3,58 [8] 10,81 n.r. [10]

Neoergosterona n.d. n.r. [4] 6,25 04-12 [11] n.d. n.r. [10]

aporcentajes relativos; Pmetil éster de acido linoleico; °mg 100 g peso seco; Yno detectado; ®no reportado; [1]
Martinez et al. (1991); [2] Taofiq et al. (2017); [3] Lv et al. (2012); [4] Chimyaem et al. (2019); [5] Kavishree et
al. (2008); [6] Reis et al. (2012); [7] Woldegiorgis (2014); [8] Kanagasabapathy et al. (2011); [9] Hammann et al.
(2016); [10] Prasad et al. (2017); [10] Milovanovic et al. (2021).

3.2. Parte Il

Inocuidad alimentaria

3.2.1. Analisis de pesticidas provenientes del sustrato sélido
Introduccion

La biorremediacion es un proceso por el cual sustancias organicas e inorganicas, causantes de
contaminacién o polucién, son degradadas por microorganismos. Numerosos estudios han
demostrado la capacidad inherente de las setas de degradar compuestos, gracias a sus enzimas

extracelulares (Barh et al., 2019; Nyanhongo et al., 2007), que le confieren efectividad en la
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degradacion de hidrocarburos aromaéticos policiclicos, colorantes sintéticos, nitrotoluenos,
herbicidas y pesticidas, entre otros (Aken et al., 1999; Barh et al., 2019; Haritash and Kaushik,
2009). Los macromicetes desempefian un papel vital en la absorcion de contaminantes mediante
dos procesos: la bioacumulacion, que involucra procesos activos dependientes del metabolismo,
donde se transportan contaminantes al interior de la célula y en parte a los componentes
intracelulares; y la biosorcién, que consiste en la fijacidn selectiva de iones de metales pesados u
otros contaminantes a la biomasa independientemente de la energia metabdlica. Otros
mecanismos pueden estar involucrados en la biosorcién, como la formacion de complejos en
superficie, el intercambio iénico, la precipitacion y la unién covalente (Barh et al., 2019). Los
hongos biotransforman los pesticidas y demas compuestos xenobiéticos induciendo cambios
sustanciales en su estructura quimica, originando, en general, moléculas menos toxicas (Cerniglia,

1997).

Como fue mencionado en el Capitulo 1, la fermentacion en estado sélido ha sido tradicionalmente
el método de obtencién de numerosos HCyM, y consiste en la biotransformacién de sustratos
solidos en alimentos, medicamentos y biomoléculas. Al ser el desecho mayoritario del agro y la
industria, los agro-residuos representan el recurso renovable méas abundante del mundo.
Consecuentemente, con el auge de la produccién de alimentos mediante tecnologias sustentables
emerge la preocupacion por parte de entidades gubernamentales y organismos internacionales
acerca de la calidad de los productos obtenidos luego de la biotransformacion de los sustratos a
base de agro-residuos (World Heath Organization, 2019). Considerando que el cultivo de setas
representa un ejemplo de economia circular, basado en la reutilizacion de desechos agricolas para
la produccion de alimentos o suplementos dietarios, surge la pregunta de si estos productos son
seguros para el consumo humano, y si cumplen con estandares internacionales de calidad
alimentaria. Por esto, al tratarse de setas producidas a partir de agro-residuos, se requieren analisis
exhaustivos que evalten mas alla del contenido en metales pesados y su comparacion con la

ingesta maxima permitida (Fang et al., 2014; Khani et al., 2017; Rashid et al., 2018).

Obijetivo
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Por lo antes mencionado, si los basidiomas seran destinados a consumo, se desprende la necesidad
de considerar la posible transferencia de pesticidas desde el sustrato empleado para la produccion
de setas. Por otro lado, considerar la posible biotransformacion de las sustancias contaminantes
implicaria la busqueda de sus posibles metabolitos en el basidioma. Sin embargo, un método
analitico de este estilo requeriria de estdndares de esos metabolitos que no se encuentran

disponibles en el mercado.

El objetivo de este estudio fue determinar a los fitosanitarios cipermetrina y clorpirifés® en
basidiomas de G. sessile E47, pesticidas de uso frecuente en cultivos de girasol en la region de la
cual provienen los agro-residuos empleados como sustrato en este estudio (Castafio, 2018), a fin
de evaluar la posible transferencia de estos compuestos a los basidiomas. Ambos se encuentran,
ademas, dentro del listado de pesticidas a determinar propuesto por la USP. Como material

comparativo, se incluyeron en el analisis basidiomas de P. ostreatus PO4 y L. edodes L15.
Materiales y métodos

La preparacion de las muestras se realiz6 segun lo descripto por Dallegrave et al. (2016). 0,1 g de
basidioma pulverizado fue disuelto en 0,1 mL de acetonitrilo grado HPLC (Panreac Applied
Chem GmbH, Darmstadt, Alemania). Posteriormente se realizd un clean-up mediante extraccion
en fase sélida (SPE) con cartuchos STRATA C18-E de nivel maximo de carga 1g/6mL
(Phenomenex, Torrance, CA). La cuantificacidn se realiz6 mediante curva de calibrado, preparada
adicionando los estandares de ambos pesticidas a una matriz libre de estos compuestos (matrix-
matched calibration). La matriz libre de pesticidas fueron girgolas deshidratadas organicas (Las
Isletas, Chivilcoy, Buenos Aires, Argentina) y los estandares clorpirifés (DOW Agroscience,
Indianapolis, IN) y cipermetrina (Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemania) de grado analitico. La
determinacion se realizé mediante CG-EM con los siguientes pardmetros: gas portador helio a 1

ml min-1 a flujo constante, delay de solvente 4,5 minutos con una temperatura del inyector y de

® La comercializacion y uso de clorpirifés fueron prohibidos en territorio argentino por RESOL-2021-414-
APN-PRES#SENASA. No obstante, SENASA establece un LMR de 0.01 mg kg™, limite que rige
actualmente.
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la linea de transferencia de 250°C. La temperatura de la fuente de iones fue de 230 °C, y la del
cuadrupolo 150°C. La temperatura se elevd de 50°C a 250°C a 5 °C min-1y luego a 121 °C min-
1 hasta 280°C. El volumen de inyeccion fue de 2 ulL. Los procedimientos detallados se presentan
en el Anexo 2, Protocolo 12. El andlisis de los espectros se realiz6 utilizando la herramienta
AMDIS 2.66 (Automated Mass Spectral Deconvolution and Identification System for GC/MS,

https://chemdata.nist.gov/).

Andlisis estadistico

Cada pool de muestra seca y pulverizada y de estandar fueron analizados por triplicado y el
resultado expresado como la media y su desvio estandar. Se calcularon los siguientes parametros
de calidad analitica: veracidad en términos de porcentaje de recuperacion (PR), precision (CV),

linealidad, y los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) de los dos pesticidas.

Resultados y discusion

Los parametros de cada curva de calibrado, asi como los de calidad analitica del método
cromatografico, verificados segin los requisitos de la Comunidad Econdmica Europea

(Commission Decision No. 2002/657/EC, 2002), se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Parametros derivados de la curva de calibrado construida para cada pesticida y
sus parametros de calidad verificados.

Cipermetrina

Clorpirifos

Tiempode Ord.al Pendiente R? Porc. de Limite de Limite de Linealidad
retencion origen recuperaciéon  deteccion  cuantificacion  (mg kg™?)
(min) (%) (mg kg) (mg kg)
0,107 a
165a169 2016% 30090 4 4e04 103 0,032 0,107 1,07
1130 1820
(p<0.2)
104,1 + 1478 = 0,107 a 1,07
9,9 57.78 1362 0,9593 92 0,022 0,107 (p<0.2)

Precision
(CV %)

12

19

Los contenidos de pesticidas en muestras de basidiomas de G. sessile E47, P. ostreatus P04 y L.
edodes L15 muestran en la Tabla 9. Los cromatogramas y espectros de masas de estandares y

muestras se presentan en el Anexo 2, Figura 10 y Anexo 2, Figura 11.

Tabla 9. Resultados obtenidos en la determinacidn de pesticidas en basidiomas de G. sessile
E47, P. ostreatus P04 y L. edodes L15.
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Pesticidas G. sessile P. ostreatus L. edodes Limites Ref.

Clorpirifés (etil) mg Kg! PS? <0,022 <0,022 <0,022 0,2 usped
mg Kg* PH¢ <0,003 <0,003 <0,003 0,05 UE®

Cipermetrina mg Kg! PS 0,220+0,093 0,305+0,086 0,282+0,044 1 usped

(todos los

is6meros) mg Kg* PH 0,029+0,012 0,052+0,015 0,046+0,007 0,05 UE®

2peso seco; Ppeso htimedo; CUSP-NF 2018, 41-NF 36, G. lucidum fruiting body powder, 2:4632-5; 9USP-
NF 2018, 41-NF 36, Articles of botanical origin, Pesticide residues analysis <561>, 4: 6279-92; ¢UE
2016/60.

La desventaja de determinar la seguridad de estos productos basdndose en los residuos de
pesticidas es que las setas, a diferencia de otros cultivos, carecen de una regulacion clara. La
reglamentacion en torno a los limites aceptados de pesticidas en alimentos es continuamente
actualizada. EIl 18 febrero de 2020, la Comision Europea establecié que el limite maximo para
residuos (LMR) de clorpirifés y metil-clorpirifos en alimentos y piensos sea tal que no supere el
nivel minimo de deteccion de los métodos analiticos. En cuanto a la reglamentacion
estadounidense, el Codigo de Regulaciones Federal (CFR, USA) cita a los hongos comestibles,
incluyendo Ganoderma spp., como grupo 21 dentro de los productos de cultivo, aungue no hay
establecidos limites de pesticidas especificamente. Considerando a los vegetales como el grupo
mas cercano a las setas, para cipermetrina el LMR se encuentra entre 0,1y 0,2 mg Kg* de peso
fresco (CFR 40, IE, 180C, 180.418), y para clorpirifés, entre 0,05 y 1,0 mg Kg* (CFR 40, IE,
180C, 180.419), dependiendo del tipo de vegetal. EI Codex Alimentarius (Pesticide Database,
FAO, OMS) establece para las setas limites para deltametrina y permetrina de 0,05y 0,1 mg Kg
! de peso fresco, respectivamente, mientras que no establece valores regulatorios para

cipermetrina.

Un estudio realizado sobre champifiones y Shiitake presentes en el mercado de China constato la
presencia de los pesticidas organofosforados metidation, forato y acepato. Exceptuando el
acepato, los otros dos pesticidas excedieron los niveles maximos permitidos en ese pais. En ese
mismo estudio, se hallaron pesticidas piretroides en muestras de champifidn, aunque dentro de los
niveles permitidos localmente (Wang et al., 2013). De acuerdo a los LMR establecidos por la UE
antes mencionados, los estdndares de clorpirifds fueron alcanzados por los hongos del presente

estudio, ya que este pesticida no fue detectado por el método analitico. Con respecto a
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cipermetrina, esta se hall6 debajo del LMR (incluyendo desvios estandar) establecido en la USP
para suplementos dietarios y productos de origen botanico. Cabe destacar que se observaron
resultados similares tanto en hongos cultivados en CSG como en paja de arroz, indicando la

ubiquidad del pesticida hallado.

3.2.2. Contenido de metales pesados

Introduccion

Plomo, cadmio, hierro, cobre, manganeso, zinc, cobalto, cromo, niquel, magnesio, aluminio,
estafio y arsénico han sido seleccionados como metales traza representativos cuyos niveles en el
medio ambiente representan un indice fiable de contaminacién ambiental. Metales como hierro,
cobre, zinc y manganeso son considerados esenciales ya que desempefian un papel importante en
los sistemas bioldgicos, mientras que el aluminio y el plomo son metales no esenciales y toxicos,
incluso en trazas (Unak et al., 2007). No obstante, los metales esenciales también pueden producir
efectos toxicos cuando su ingesta es excesiva. Ha sido sefialado que las concentraciones de los
metales pesados en los macromicetes son considerablemente mas altas que las de cultivos de
hortalizas y frutas. Se sabe que muchas especies de hongos silvestres comestibles acumulan
grandes concentraciones de metales pesados como plomo, cadmio, hierro, cobre, manganeso,
zinc, cromo, niquel, aluminio y mercurio (Zhu et al., 2011), en particular si crecen sobre suelos o
sustratos contaminados. Se ha indicado que los niveles de metales encontrados en hongos
silvestres son considerablemente mas altos que los de los cultivados, lo que se debe no solo a
diferencias en la composicion y contaminacion del sustrato, sino también a la edad del micelio,
que puede durar varios afios en la naturaleza, en comparacion con s6lo unos pocos meses en
cultivo (Kalac y Svoboda, 2000).

Con respecto a los esporomas, se ha reportado que las concentraciones de los elementos
generalmente dependen de la especie. Si bien la composicion del sustrato es un factor importante,
existen grandes diferencias en la absorcion de metales individuales, estableciéndose factores de
bioconcentracion para cada metal. También, ha sido indicado que en estas estructuras fungicas

suelen acumularse cadmio, mercurio y cobre que migran desde el sustrato. Respecto a la edad del
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esporoma o su tamafio, si bien resultan de menor importancia, algunos autores han informado
concentraciones mas altas de metales en estructuras mas jovenes, debido a que transporte de los
metales desde el micelio al esporocarpo ocurre durante el inicio de la fructificacion. Esta
concentracion disminuye luego durante el aumento de la masa del esporoma, la concentracién de
metales disminuye.

En acuerdo, la EFSA (European Food Safety Authority) establece limites para estos elementos en
setas, y la USP provee de los valores méximos permitidos para suplementos dietarios a base de
G. lucidum. Por su parte, el Codex Alimentarius no establece explicitamente limites de metales

pesados para hongos comestibles o setas (CODEX STAN 193-1995).

Obijetivo

Esta seccion se propuso evaluar los niveles de metales pesados y reportar posibles
contaminaciones que representarian un peligro para la salud, realizando comparaciones con
normativas internacionales pertinentes. A su vez, se monitorearon diferencias entre cepas y
estructuras del hongo en la capacidad de bioacumulacion de metales de interés toxicoldgico,
incluyendo también a los basidiomas de P. ostreatus P04 y L. edodes L15 cultivados en el

laboratorio.

Materiales y métodos
Las mismas muestras empleadas para el andlisis elemental fueron analizadas en su contenido de

plomo, mercurio, arsénico y cadmio (ver seccion 3.1.3, Analisis elemental).

Resultados y discusion
Los contenidos de metales pesados en muestras de basidiomas y micelios analizados en este

estudio se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Contenido de metales pesados en basidiomas de G. sessile E47, P. ostreatus P04 y
L. edodes L15, y en micelios de cepas de Ganoderma spp., y su comparacion con los limites

establecidos por entidades regulatorias.
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As

Cd

Hg?

Pb

Metales pesados Basidiomas Micelios Limites
G. sessile P. ostreatus L. edodes G. sessile G. lingzhi G. oregonense

mg Kg! PS? 1,3 14 14 1,7 15 14 2,0
mg Kg* PHP 0,17 0,24 0,23 - - - -
mg Kg* PS 0,22 0,21 0,13 0,16 0,14 0,24 0,5
mg Kg* PH 0,028 0,036 0,021 - - - 0,241,0°
mg Kg* PS <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 1,0
mg Kg* PH <0,01 <0,02 <0,02 - - - 0,1
mg Kg* PS 1,29 0,56 0,87 1,04 1,40 1,20 5,0
mg Kg! PH 0,17 0,10 0,14 - - - 0,2%3,0°

Ref.

usp©
USP°
EUd,e
USP°
EU'
usp°©
EUde

Ref.: referencia; 2Peso seco; "peso hiimedo; CUSP-NF 2018, 41-NF 36, G. lucidum fruiting body powder; 9EU 520/2011; *EFSA EC
1881/2006 para setas (L. edodes y P. ostreatus) en mg Kg* PH; FEFSA EC 1881/2006 para suplementos dietarios incluyendo Ganoderma
spp. en su forma comercializada; Stotal.

Hasta la fecha no hay limites internacionales establecidos para arsénico en hongos consumidos
como alimento. En este estudio, las cepas cumplieron con los requerimientos para cadmio y
plomo, tanto como alimento como suplemento dietario. El arsénico se encontr6 en
concentraciones inferiores, aunque cercanas, al limite propuesto por la USP para suplementos
dietarios, en particular en el micelio de G. sessile E47. La presencia de este metal pesado en
muestras obtenidas mediante cultivo sumergido podria deberse a componentes del medio de
cultivo tales como el agua. Un estudio realizado sobre L. edodes cultivado hall6 que la
concentracién mas alta de arsénico total fue de 1,3 mg kg* en muestras de China (Pei et al., 2015),
similar a lo hallado en este estudio. Otra investigacion en China mostré que el arsénico inorganico
estaba cerca del nivel maximo establecido en ese pais en la mitad de las muestras (Chen et al.,
2018). Para muestras de L. edodes de Polonia, se concluyd que el consumo contribuiria
significativamente a la ingesta de arsénico (Hoek-Van Den Hil y Van Asselt, 2019; Mleczek et
al., 2017).

Mleczek et al. (2017) también informaron niveles de cadmio de hasta 6,15 mg kg* de peso seco
en muestras de L. edodes obtenidas entre 2009 y 2015 en Polonia, niveles que se indicaron como
preocupantes, ya que podrian llevar a exceder la ingesta semanal tolerable. La EFSA menciona a
las setas como productos alimenticios que pueden contener altos niveles de cadmio. Sin embargo,
al consumirse en menor cantidad que otros productos que contienen cadmio (como cereales,

productos de cereales, verduras, nueces y legumbres, raices o patatas con almidon y carne y

91



productos carnicos), no contribuirian de manera significativa a la exposicion al cadmio (EFSA,
2009); no obstante, dadas las tendencias actuales hacia el consumo de setas, el aporte de cadmio
en estos productos deberia considerarse. Los niveles de mercurio se encontraron debajo del limite
de deteccion del método en todas las muestras, el cual a su vez es inferior a los limites para
alimentos y suplementos establecidos para este metal. Si bien debido a la falta de réplicas de las
muestras analizadas no puede hacerse un analisis estadistico, no se observaron grandes diferencias
entre los niveles de los metales pesados entre cepas de Ganoderma ni entre micelios y basidiomas
de Ganoderma spp. Respecto a la bioacumulacion especie-especifica, pareceria haber una
tendencia en Ganoderma spp. a bioacumular plomo en mayor medida en comparacién con las

otras especies de basidiomicetos estudiadas (Tabla 10).

3.2.3. Calidad microbiol6gica

Introduccion

En la industria alimentaria de productos frescos hay un continuo foco en disminuir el riesgo
sanitario que puede causar la contaminacion microbioldgica de los productos, factor que también
afecta la calidad y la vida de estante de esos alimentos (Kim et al., 2016; Schill et al., 2021). En
particular, tanto el contenido de humedad de los hongos frescos, de entre 80 % y 90 %, como su
carga microbiana inicial, influyen en la estabilidad del producto durante el almacenamiento
(Rossouw y Korsten, 2017; Siyoum et al., 2016). Sensorialmente, los cambios en el color, la
textura y el flavor de los hongos post cosecha denotan su deterioro, producto del aumento de la
actividad enzimatica propia y bacteriana (Schill et al., 2021; Zhang et al., 2018). Ademas de los
factores intrinsecos del producto, la calidad se ve afectada por factores extrinsecos ambientales
post cosecha, como la temperatura de refrigeracion, el nivel de humedad ambiente y las
caracteristicas del empaquetado. La contaminacion por patdgenos, que representan un riesgo para
la salud, puede ocurrir ya sea en la planta procesadora (a partir de materiales de cultivo de hongos

o0 del entorno de procesamiento) como también en el sitio de venta (Schill et al., 2021). Por todo
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lo mencionado, resulta critico el control de variables durante la produccién y luego en los

momentos de cosecha y postcosecha.

Objetivo

El objetivo de esta seccion fue determinar la calidad microbioldgica en micelios y basidiomas, y

comparar los resultados obtenidos con los limites establecidos por entidades regulatorias.

Materiales y métodos

Se realizaron los test microbiol6gicos propuestos por la USP para suplementos dietarios basados
en el basidioma de G. lucidum (USP 41-NF 36, Ganoderma lucidum fruiting body powder.
MICROBIAL ENUMERATION TESTS. USP, Rockville, MD, 2: 4632-4635). Para los analisis
se partio de muestras secas Yy pulverizadas, conservadas en frascos herméticos en desecador por
un periodo inferior a 6 meses post cosecha. Para el recuento de heterétrofos aerobios mesofilos
totales (HAMT), se siguieron los procedimientos descritos en la norma International Standard
Organization 1SO 4833-1:2013. El recuento de mohos y levaduras se realizd segun la norma 1ISO
21527-2:2008. Los resultados fueron expresados segln lo indicado en la norma 1SO 7218:2007.
Los medios de cultivo y las condiciones de incubacion empelados, asi como una comparacion
entre los limites establecidos por entidades oficiales, se muestran en Anexo 2, Tabla 9 y Anexo

2, Tabla 10.

Analisis estadistico

Se generaron pools de muestras de cada lote de basidiocarpos y de micelios molidos y secos. El
tiempo transcurrido desde la cosecha hasta el analisis fue de 1,5 afios para los basidiomas y de 6
meses para los micelios. Las muestras fueron analizadas por triplicado y el resultado expresado

como la media y su desvio estandar. Se consideraron significativas las diferencias con p<0,05.

10 Corresponde a la denominacidon “aerobios mesofilos totales™ de la USP, y a la determinacion de “aerobios
viables totales” de la FNA.
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Para la comparacion multiple entre muestras se realizd la prueba de ANOVA de una o doble via

con post-test de Bonferroni empleando el software GraphPad Prism 5.00.
Resultados y discusion

Los resultados del andlisis microbiolégico son presentados en la Tabla 11. La reglamentacién en
cuanto a la inocuidad microbioldgica es ain menos clara para hongos comestibles que el resto de
los criterios de inocuidad alimentaria, y para establecer un parametro de calidad debe recurrirse,
en ocasiones, a los requisitos establecidos para productos afines. EI Codex Alimentarius establece
que los hongos comestibles secos deben estar libres de microorganismos en una cantidad que
pueda representar un riesgo para la salud, aunque no especifica limite alguno (CODEX STAN
39-1981). La Comision Reguladora europea (EC) No 2073/2005 en criterios microbiol6gicos para
alimentos no establece criterios para hongos comestibles secos. Sin embargo, en cuanto a frutas
y afines listas para el consumo existen criterios tales como la ausencia de Salmonella en 25 gy
un recuento de Escherichia coli menor a 100 UFC g. Si se recurre a normativas de productos
farmacéuticos, como lo son las farmacopeas, las exigencias son mayores que para alimentos,
debiéndose cumplir, ademas de criterios microbiol6gicos generales, requerimientos de ausencia

de microorganismos especificos.

En estudios realizados en polvo de basidiomas de Lentinula edodes comercial ha sido reportado
un recuento de bacterias meséfilas aerobias de 3,3 + 1,6 en logaritmo de UFC g en muestras del
producto comercializado seco (Kim et al., 2016), siendo superior al valor reportado en este estudio
(p<0,0001). En ausencia de regulaciones microbioldgicas para setas como alimentos y calculadas
en peso seco, se realizé la comparacion con los criterios de la USP para calidad microbioldgica
en suplementos dietarios. Asi, las muestras cumplieron con los limites para HAMT vy
enterobacterias''. No se hallaron diferencias significativas en los recuentos de HAMT entre
basidiomas y micelios, ni entre cepas de Ganoderma (p>0,05). Por su parte, los micelios

mostraron mejor calidad microbioldgica en cuanto a los recuentos de mohos y levaduras respecto

11 Corresponde a bacterias Gram negativas tolerantes a bilis en la USP.
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de los basidiomas estudiados (p<0,05), no difiriendo significativamente entre cepas (p>0,05).
Esto podria deberse a la diferencia en el método de secado empleado en basidiomas y micelio (en
estufa y mediante liofilizacion, respectivamente), considerando la mayor efectividad de la
liofilizacion en disminuir el contenido de humedad y a su vez la actividad de agua, reduciendo asi
laactividad microbiol6gica (Casp y Abril, 2003). El recuento de mohos y levaduras del basidioma
de G. sessile E47 excedi6 minimamente el limite propuesto, mientras que G. lingzhi CS y G.
oregonense GO mostraron recuentos debajo, aunque cercanos, al limite. Sin embargo, vale aclarar
que la USP 2018 no exige recuento de estos microorganismos en la monografia de G. lucidum.
Por otro lado, y tal como fue mencionado anteriormente, los apartados considerados de USP y de
la FNA exigen como requerimiento adicional la ausencia de E. coli y Salmonella. Mientras que
la ausencia del primer microorganismo podria asegurarse por el recuento negativo de
Enterobacterias, si los productos a base de los hongos estudiados pretenden emplearse para la
fabricacion de productos farmacéuticos, deberad analizarse también la presencia del segundo.
Finalmente, si los hongos secos o sus productos derivados planean formularse como suplementos
dietarios, en Argentina, el codigo alimentario (Capitulo XVII, Articulo 1340) exige también la
ausencia de E. coli en 1g, de Salmonella en 25 g y de Staphylococcus aureus coagulasa positivo
en0,1g.

Tabla 11. Resultados del analisis microbiol6gico de basidiomas y micelios de Ganoderma
spp., junto con basidiomas de P. ostreatus y L. edodes, y su comparacion con los limites
establecidos por entidades regulatorias. Las medias con igual letra (en negrita) en una misma

fila, no difieren significativamente (p>0.05).

Microbiologia Basidioma Micelio Limites Ref.
Log UFC?g! PSP G. sessile P. ostreatus L. edodes G. sessile G. oregonense G. lingzhi

Heterdtrofos aerobios 1,48+0,17a  1,7840,25a  2,87+0,24a  2,82+0,58a 2,00+0,56a 1,70+0,44a 5 usped
mesofilos totales

Mohos y levaduras 3,04+0,17a  2,84+0,04a  2,68+0,10a 1,11+0,21b 0,81+0,21b 1,50+0,08b 3 uspee
Enterobacterias <1 <1 <1 <1 <1 <1 <10° usped

(Enterobacteriaceae)

3Unidades formadoras de colonia, ®peso seco, “USP-NF 2018 (USP 41-NF 36). Ganoderma lucidum fruiting body powder. USP, Rockville
2: 4632-4635. “USP-NF 2018 (USP 41-NF 36). Microbial enumeration tests- Nutritional and Dietary Supplements <2021>. Rockville, MD, 2:
8153-8158. CUSP-NF 2006 (USP 29-NF 24). Microbiological attributes of non-sterile Nutritional and Dietary Supplements <2023>. Rockville,
MD, 3087.
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3.3. Conclusiones generales

Si se considera una porcion de 3 g de polvo seco (aproximadamente una cucharada sopera),
porcién recomendada por dia por proveedores de setas como superalimento, y para una dieta de
2000 calorias, el basidioma de G. sessile E47 aporta un 1 % de la ingesta diaria recomendada
(IDR %)*? de proteinas (50 g diat), 0,2 % de la IDR de lipidos (60 g dia), 2 % de la IDR de
hidratos de carbono (130 g dia?) y un 6,2 % de la IDR de fibra (30 g dia?)'®. Considerando al
micelio de esta cepa, una porcién equivalente aporta un 1,7 % de la IDR de proteinas, un 0,2 %

de la IDR de lipidos, 1,4 % de la IDR de carbohidratos y un 4,8 % de la de fibra dietaria.

Las cepas de Ganoderma de este estudio mostraron propiedades nutricionales comparables a las
de otros hongos comestibles en el mercado, como también adecuado perfil de inocuidad
alimentaria. Sin embargo, se hallaron diferencias entre cepas y respecto a la estructura del hongo
analizada, por lo que ambas variables deben considerarse a la hora de caracterizar los productos
de consumo. A su vez, la presencia de pesticidas y demas contaminantes provenientes del sustrato
s6lido en el producto de consumo, dependiente en ocasiones de la especie/cepa en cuestion y
afectada por los tiempos de cultivo, es una variable que debe tenerse en cuenta si se desea cumplir

con estandares internacionales.

12 Djetary Reference Intakes (DRIs). Dietary Reference Intakes of Nutrients-Based Reference Values.
These Are Established by Nutrition Board of National Academy of Sciences; National Academy Press:
Washington, DC, USA, 2004; Disponible online: http://www.nap.edu.

10 Dietary Reference Intakes (DRIs). The Essential Guide to Nutrient Requirements; National Academy
Press: Washington, DC, USA, 2006; Disponile online: https://www.nap.edu/read/11537/chapter/45.
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Caracterizacion de principios activos

“La quimica es la rama de la filosofia natural en la que se han hecho

y pueden hacerse los mas grandes progresos;

ésa es la razon por la cual la he convertido en mi especialidad;

pero al mismo tiempo, no he descuidado las demas ramas de la ciencia.
Seria un mal quimico

si me dedicara a esa parcela del saber humano.

Si su deseo es llegar a ser verdaderamente un hombre de ciencia

y N0 un mero experimentador,

le aconsejo que se aplique en todas las ramas de la filosofia natural,
incluidas las matematicas. ~

Mary Shelley, Frankenstein o el moderno Prometeo
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4.1. Introduccion

El metabolismo de una célula u organismo puede definirse como una serie de procesos quimicos
que involucran sustancias denominadas metabolitos, llevados a cabo mediante un conjunto de
reacciones enzimaticas que producen compuestos organicos bioldgicamente significativos. Los
metabolitos primarios derivan del metabolismo del mismo nombre, y se caracterizan por
originarse de vias biosintéticas fundamentales y similares en todos los organismos, y por presentar
estructuras quimicas y actividades fisiologicas relativamente simples presentes durante todo el
ciclo de vida de los organismos en los que se producen. Los metabolitos secundarios son
producidos por rutas biosintéticas mas complejas, y generalmente no son esenciales para el
crecimiento del organismo productor, sino que tienen funciones significativamente mas
especificas, a veces relacionadas con la especie o incluso con las cepas que los producen. Sin
embargo, en ocasiones se subestima la importancia de los metabolitos secundarios debido a que
sus funciones son, a menudo, desconocidas 0 no comprendidas en su totalidad. Por esto, suele
considerarse que la clasificacion depende del contexto, de modo que algunos metabolitos
secundarios, como pigmentos, protectores solares, sideréforos, antibiéticos, toxinas y feromonas,
resultan esenciales para la supervivencia en la naturaleza. De hecho, se ha establecido que la linea
entre el metabolismo secundario y primario puede ser difusa y, a veces, los metabolitos primarios
pueden comportarse como metabolitos secundarios, o incluir moléculas simples derivadas
directamente del metabolismo primario, como alcoholes, azlcares y acidos organicos (Bills y

Gloer, 2017).

A diferencia de los genes necesarios para la sintesis de los metabolitos primarios, que se
encuentran dispersos por todo el genoma fangico, los genes que codifican actividades enzimaticas
de sintesis de metabolitos secundarios estan dispuestos de forma contigua como clusters de genes
biosintéticos (CGB). En hongos y bacterias, los metabolitos secundarios generalmente se
sintetizan bajo ciertas condiciones de cultivo después de una fase de crecimiento exponencial. La
activacion transcripcional y epigenética de los CGB son el resultado de sefiales ambientales, y

dependen de la etapa de desarrollo de los hongos productores (Keller, 2019). El nimero de
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metabolitos secundarios identificados en hongos es elevado, y actualmente solo se conocen unos
pocos. Los principales pertenecen a cuatro familias quimicas: policétidos (PK), terpenoides,
péptidos no ribosémicos (NRP) y policétidos/péptidos no ribosémicos quiméricos (NRP/PK). Los
metabolitos secundarios se sintetizan a partir de sustratos metabolicos primarios, entre los que
destaca la acetil-CoA como precursor de policétidos y terpenoides. Cada ruta biosintética de estos
metabolitos comienza con enzimas especificas, y se completa con la actividad de otras que

introducen modificaciones adicionales a la molécula (Keller, 2019; Avalos y Limén, 2021).

Los hongos comestibles y medicinales, silvestres y cultivados, producen una variedad de
compuestos bioactivos de bajo y alto peso molecular, que incluyen alcaloides, lectinas, lipidos,
peptidoglicanos, fenoles, polisacaridos, proteinas, péptidos ribosémicos y no ribosémicos,
esteroides y terpenoides (Badalyan et al., 2019) (Figura 25). Los estudios fitoquimicos y
farmacoldgicos que utilizan métodos analiticos modernos han demostrado que los polisacéaridos
son uno de los componentes principales de los hongos (Zhang et al., 2007; Badalyan et al., 2019).
Entre ellos, se ha indicado que los B-glucanos fangicos con alto contenido de enlaces glicosidicos
del tipo B-1,3 y B-1 poseen actividades inmunomoduladoras y antitumorales. Se estima que
alrededor de un 80-85 % de los productos de los hongos medicinales son B-glucanos con este tipo
de uniones, tal como el lentinano extraido de L. edodes. Debido a su menor toxicidad, relativa a
la ocurrencia de efectos adversos, han sido propuestos como una alternativa terapéutica
complementaria destinada al mantenimiento del estado de la salud durante el tratamiento con
quimioterapicos (Ramberg et al., 2010; Badalyan et al., 2019). Sin embargo, la evidencia clinica
es aun escasa, y es necesario mejorar la calidad metodoldgica de los estudios que afirman la
actividad biolégica de los hongos medicinales, tal como el efecto de G. lucidum en la
supervivencia a largo plazo de pacientes con cancer. También, resulta crucial la produccion de
meta-analisis periddicos de los estudios clinicos producidos, a fin de actualizar el estado del arte

(Jinetal., 2016).

Figura 25. A. Actividades biologicas y sus metabolitos responsables de los HCyM de mayor

consumo y mas investigadas hasta julio de 2021, segun los criterios mencionados en el Anexo
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Introduccién, Tabla 1. Entre paréntesis se indica el nimero de especies asociadas a la variable.

B. Actividades bioldgicas y metabolitos discriminados por especie.
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Numerosos triterpenos, esteroides y esteroles presentes en los hongos medicinales poseen
actividad antibacteriana, antimicotica, antiviral y citotoxica, entre otras. Hasta el momento, en 22
especies de Ganoderma spp. se han detectado unos 431 metabolitos secundarios, de los cuales
380 triterpenoides y 30 esteroides (triterpenos del tipo lanostano tales como los acidos
ganodéricos y lucidénicos, triterpenos pentaciclicos, sesquiterpenoides, entre otros), como
también alcoholes, aldehidos, alcaloides, ésteres y lactonas, han mostrado tener actividad
bioldgica (Baby et al., 2015; Badalyan et al., 2019). Segun reportes, los &cidos triterpénicos serian
los causantes del sabor amargo de los basidiomas de ciertas cepas de Ganoderma spp. (Kubota y

Asaka, 1982; Nishitoba et al., 1985; Hennicke et al., 2016).

4.1.1. Los polisacaridos en los macromicetes
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Los polisacaridos (PS) son macromoléculas compuestas por varios monosacaridos unidos por
enlaces O-glucosidicos. El nimero de estas unidades estructurales y la presencia o ausencia de
ramificacion difieren para cada polimero. Una clasificacion comdn de polisacaridos se basa en la
identidad de sus mondmeros. Asi es como pueden hallarse homopolisacéridos y
heteropolisacéridos. Los homopolisacaridos, o polisacaridos homogéneos, estan compuestos por
un solo tipo de monosacarido, y reciben el nombre del tipo de osas que los componen (por
ejemplo, el glucano estd compuesto por unidades de glucosa, el manano por el mondémero
manosa). Sus funciones en la naturaleza varian desde servir de reserva de energia (almidén y
glucogeno) hasta ser componentes estructurales (quitina y celulosa). Los heteropolisacaridos se
componen de al menos dos tipos de monosacaridos, solos o unidos a proteinas, que forman, por
ejemplo, la matriz extracelular y la pared de peptidoglucano de las bacterias (Teijon, 2006). La
heterogeneidad en la composicion de los monosacaridos es consecuencia de en la complejidad de

la ruta biosintética de los polisacaridos (Ma et al., 2018).

En los hongos, los polisacaridos de los Basidiomycetes son mas complejos en comparacion con
aquellos de los Ascomycetes, especialmente en términos de composicion de monosacaridos y
proporcion molar de heteropolisacéridos. Més aun, se han encontrado diferencias en la
composicién de monosacaridos de los polisacaridos del esporomas, del micelio o el caldo de
fermentacion de una misma cepa (Wang et al., 2017). Estos polimeros poseen caracteristicas
guimicas diferenciales, como hiperramificacion, y grupos quimicos y pesos moleculares variados.
Las ramificaciones promueven varios tipos de enlaces quimicos durante las interacciones
moleculares, desde enlaces simples hasta enlaces cruzados mas complejos (Chen et al., 2019).
Los polisacaridos hiperramificados producidos por los hongos tienen como objetivo modificar las
condiciones fisicas y quimicas del medio ambiente en que viven. EI movimiento, generado a
través del crecimiento y la expansion de las hifas, es impulsado por la produccién de polisacéridos
hiperramificados, que ayudan a reducir la friccion con el sustrato (Finlay et al., 2009; Barbosa y

de Carvalho Junior, 2020; Rosling et al., 2009).
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La biosintesis y acumulacion de los polisacaridos suele ocurrir después de la fase exponencial de
crecimiento del microorganismo o al principio de la fase estacionaria (Osinska-Jaroszuk et al.,
2015). Los polisacaridos producidos por microorganismos pueden clasificarse, segun su
ubicacion en la célula, en tres grupos principales; estos son los polisacaridos citosélicos, que
sirven de fuente de carbono y energia para la célula, los polisacaridos estructurales formadores
de pared celular, incluidos peptidoglicanos y lipopolisacaridos, y los exopolisacaridos (EPS),
mayormente del tipo heteropolisacaridos, secretados al entorno extracelular en forma de capsulas
(mantenidas unidas a la pared celular), o de biopeliculas. (Donot et al., 2012; Mahapatra y
Banerjee, 2013). Estos polisacaridos cumplen varias funciones en la célula microbiana, como la
proteccidn contra el estrés bidtico ante la presencia de competidores, y contra el estrés abidtico,
como las variaciones de temperatura, la desecacion y la intensidad de la luz o el pH. Sin embargo,
los EPS suelen definirse por el método de separacion o extraccion empleado. Tanto los
polisacéaridos solubles como los estructurales o ligados contienen polimeros exudados de
microorganismos, ademas de productos de lisis celular y de hidrolisis de macromoléculas
(Osinska-Jaroszuk et al., 2015). Los polisacaridos excretados llevan consigo varios compuestos
organicos como hormonas, feromonas y pigmentos (Francia et al., 2011; Barbosa y de Carvalho

Junior, 2020; Sun et al., 2015).

Las vias biosintéticas de los polisacaridos involucran, sistematicamente, la sintesis de precursores
de azlcares nucleotidicos (UDP-glucosa, UDP-galactosa, GDP-manosa), el ensamblaje de
unidades repetitivas de monosacaridos, y el proceso de polimerizacion. En el caso de los EPS, se
adiciona finalmente el paso de excrecién del polisacarido al espacio extracelular, en el que
participan transportadores lipidicos (Donot et al., 2012). Las enzimas involucradas en las rutas
de biosintesis de los precursores de azlcares de nucledtidos estan estrechamente relacionadas con
la produccion de polisacaridos fungicos. Tal como se mencioné en el capitulo 1 de esta tesis, si
bien muchos estudios han descrito la mejora de la produccion de EPS mediante la optimizacion
del medio y las condiciones de cultivo liquido, las caracteristicas estructurales y las rutas

biosintéticas de las moléculas de EPS son muy complejas, y los intentos de mejorar su produccion
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deben acompafiarse de un conocimiento mas extenso y sisteméatico de las caracteristicas
fisiologicas y del metabolismo de estas macromoléculas en hongos como Ganoderma (Ma et al.,

2018).

Las paredes celulares de los macromicetes contienen tipicamente un 50-60 % en peso seco de
glucanos, entre un 20-30 % de glicoproteinas y una pequefia porcion de quitina, componentes
considerados fuente de fibra dietaria con beneficios para la salud de los humanos. Su composicion
quimica varia en las diferentes instancias del desarrollo del ciclo de vida del hongo, incluyendo
micelio, esclerocio y esporoma, y posee caracteristicas que la diferencian de la pared celular de
hongos filamentosos y levaduras (Chen y Cheung, 2014; Kang et al., 2018). En el estudio
estructural de estas paredes se ha determinado que los glucanos B-1,3-/1,6 altamente ramificados
se ubican en la superficie celular y los glucanos B-1,3 lineales, asociados con la quitina cristalina,
mientras que los glucanos a-1,3 conforman una matriz amorfa en toda la pared celular (Di Mario
et al., 2008; Chen y Cheung, 2014). Un modelo estudiado ha sido el de Pleurotus tuber-regium,
donde los autores han propuesto un modelo de sandwich para representar la cantidad y naturaleza
quimica de los componentes de la pared celular extraidos secuencialmente del basidioma de esta

especie (Chen y Cheung, 2014) (Figura 26).

Figura 26. Representacion del modelo de sandwich propuesto para la pared celular de
Pleutorus tuber-regium de acuerdo a extracciones secuenciales realizadas sobre el
basidioma, con los porcentajes relativos de las correspondientes capas, segun lo reportado

por Chen y Cheung (2014). Creada con https://www.biorender.com/.
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Entre los polisacaridos de origen natural, los B-glucanos, formados por monémeros de glucosa
con uniones B-O-glicosidicas, representan a unos de los polisacaridos méas reconocidos por sus
propiedades terapéuticas y funcionales (Wasser, 2010; Talbott et al., 2013). Los B-glucanos se
encuentran de forma natural en muchos alimentos, incluyendo hongos comestibles y medicinales,
cereales como avena, cebada, trigo y centeno, bacterias, levaduras y algas (Murphy et al., 2020;
Hu et al., 2022). Estas moléculas muestran gran variabilidad estructural segun su origen, y de la
fuente dependera la presencia o no de ramificaciones, como asi su longitud. En cereales o
derivados de granos generalmente presentan enlaces glucosidicos del tipo 1,3 y 1,4 sin
ramificaciones, variando la proporcion de enlaces 1,3:1,4, el peso molecular y la presencia de
grandes estructuras de celulosa. En bacterias y algas, los B-glucanos también presentan estructura
lineal, pero solo de enlaces B-1,3 (Savelkoul, Chanput y Wichers, 2013; Hu et al., 2022). Los
glucanos B-1,6 se encuentran Unicamente en hongos y en algunos miembros del filo Chromista,
(Bartnicki-Garcia, 1968; Sietsma et al., 1969) y, a diferencia de los B-glucanos de cereales, los -
glucanos fungicos (considerados uno de los tipos mas valiosos de fibra dietaria) varian entre
especies segun el grado y la distribucion de las ramificaciones. Aquellos derivados de levaduras
poseen un esqueleto lineal f-1,3 con largas cadenas ramificadas B-1,6 (Murphy et al., 2020). Por
otro lado, en los B-glucanos presentes en las setas (Grifola frondosa, Schizophyllum commune,
Ganoderma lucidum, Trametes versicolor, Inonotus obliquus, Phellinus linteus, Flammulina
velutipes, Cordyceps sinensis, entre otros) las ramificaciones B-1,6 son cortas (Savelkoul,
Chanput y Wichers, 2013). La Figura 27 ilustra las diferencias estructurales de los B-glucanos

seglin su origen.

Figura 27. Representacion de las diferencias estructurales de los betaglucanos segiin su
fuente de origen. Los mondmeros azules representan a la glucosa, mientras que los de diferente

color indican la presencia de monosacéridos diferentes.
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Las investigaciones han demostrado que los polisacaridos derivados de los macromicetes pueden
tener efectos positivos significativos sobre los niveles de glucosa en sangre, el peso corporal, la
resistencia a la insulina, la inflamacion, la endotoxemia y la composicién de la microbiota del
intestino, al tiempo que preservan la integridad de la barrera intestinal (Zhao et al., 2023). Se ha
demostrado que las actividades bioldgicas atribuidas a los glucanos dependen de varios aspectos
relacionados con sus propiedades fisicoquimicas, tales como la composicién de monosacéaridos,
la naturaleza de los enlaces glucosidicos, la presencia y localizacion de ramificaciones en las
cadenas de monosacéaridos, la disposicion espacial, el peso molecular, la solubilidad y la
viscosidad, entre otras (Zhu et al., 2019; Huang et al., 2020). Aunque la investigacion sobre los
glucanos se encuentra en auge, la elucidacion de los mecanismos farmacol6gicos a nivel
molecular, requisito indispensable para el desarrollo de medicamentos y productos que los

contengan, no es aln completa.

Debido a sus potenciales beneficios para la salud, los polisacaridos de hongos comestibles y
medicinales se pueden utilizar como aditivos en diversos productos alimenticios para mejorar su
valor nutricional, aprovechando sus propiedades promotoras de la salud (Lu et al., 2018; Olawuyi
y Lee, 2019). También, se ha explotado su actividad antioxidante en bebidas (XulJie et al., 2008),
e incluso su potencial conservador de cepas probiéticas al ser incluidos en concentraciones del
0,1 al 0,5% en yogures (Chou et al., 2013). Mas aun, debido a sus propiedades antioxidantes y
antienvejecimiento, estos polisacaridos han sido incluidos en cosméticos y productos de cuidado
personal. Por ejemplo, los polisacaridos de Tremella fuciformis pueden proteger a las células de
la piel contra dafio causado por la radiacion UV al disminuir la generacion de especies reactivas
de oxigeno e inhibir de la expresion de metaloproteinasas de matriz, ademés de mejorar la

hidratacion y elasticidad de la piel (Wen et al., 2016). Otra aplicacion estudiada ha sido su mezcla
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con diversos materiales para incrementar la resistencia y tenacidad en la produccion de materiales

de envasado de alimentos (Zhao et al., 2023).

Extraccion, purificacion y elucidacion estructural de los polisacéridos. Los polisacaridos son
moléculas polares, a menudo hidrosolubles, e insolubles en solventes organicos, por lo que el
agua es el solvente mas cominmente empleado en los métodos de extraccion, incluyendo la
extraccion 4cida y alcalina y el método de enzimdlisis. En el caso de los polisacaridos
intracelulares, el principio fundamental de la extraccién radica en la ruptura de la pared celular
en condiciones que eviten su desnaturalizacion (Song et al., 2018; H. Zhang et al., 2018; Zhang
et al., 2007). Entre los métodos de extraccion de polisacaridos intracelulares desarrollados en los
Gltimos afios se encuentran la extraccion con ultrasonido, con microondas, con CO; supercritico
y la extraccion con agua subcritica, entre otros (Ren et al., 2019). En el caso de los polisacéridos
extracelulares, al ser excretados al medio extracelular, y, en general, no permanecer adheridos,
son facilmente extraibles (Osemwegie et al., 2020) y los procesos de extraccion no requieren los

procedimientos de lisis de la pared celular.

Los polisacaridos extraidos de productos naturales contienen numerosas impurezas, por lo que
los polisacaridos crudos requieren pasos adicionales de purificacion. Por su naturaleza hidrofilica,
las proteinas son generalmente coextraidas junto a los polisacaridos, y su separacion representa
un paso clave en el proceso de purificacién de estos Ultimos. Los procedimientos implican una
separacion selectiva de las proteinas mediante precipitacién desnaturalizante. Otras impurezas en
ocasiones removidas son los pigmentos (mayormente compuestos fendlicos), eliminados

mediante técnicas de decolorizacion (Ren et al., 2019).

La purificacion profunda resulta esencial para estudiar la relacién entre la estructura y la actividad
bioldgica de los polisacaridos, ya que, tras su extraccion, suelen coexistir como mezclas de
cadenas de diferentes grados de polimerizacidon. Entre las técnicas de purificacion se encuentran
la purificacion fisica, la purificacion cromatografica y la precipitacion quimica. La precipitacion,
adecuada para polisacaridos con grandes diferencias en solubilidad y peso molecular, implica el

agregado de quimicos como sales de amonio cuaternario de cadena larga y metales formadores
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de complejos. Por su parte, la separacion cromatografica mediante cromatografia en columna, se
destaca como un método eficiente para la purificacion de componentes naturales. En particular,
el uso combinado de la cromatografia de intercambio aniénico con DEAE (dietilaminoetil)-
celulosa y la cromatografia en columna de gel (GPC) es ampliamente aplicado en la purificacion

de polisacaridos (Ren et al., 2019).

La cromatografia de intercambio anionico se utiliza cominmente como la etapa principal para la
purificacion de polisacaridos crudos (Xie et al., 2013), y se basa en principios de adsorcién y
particion mediante el uso de resinas. Durante la separacion, se ajustan las condiciones de pH para
la adsorcion y la elucion de polisacaridos acidos y neutros. Posteriormente, la GPC permite
separar diferentes polisacaridos basandose en la capacidad de ciertos geles con estructura de red
porosa tridimensional de actuar como tamices moleculares. La separacion depende de la velocidad
de movimiento de los polisacéridos con diferentes tamafios y formas moleculares en la columna
cromatografica (Ren et al., 2019), y la columna de gel especifica debe seleccionarse segun la

masa molecular relativa del polisacarido (Zhu et al., 2016).

A la hora de analizar la estructura de los polisacaridos, ciertos autores recomiendan priorizar la
elucidacion de la estructura primaria por sobre las estructuras avanzadas. Uno de los métodos de
analisis de la estructura primaria radica en la determinacién de la homogeneidad de los
polisacéaridos mediante cromatografia de permeacién en gel y HPLC con detector de indice de
refraccién diferencial (RID). La determinacion del peso molecular también es una caracteristica
de la estructura de los polisacaridos que influye en las propiedades fisicoquimicas y la actividad
farmacoldgica. Para su analisis se emplean la cromatografia de exclusion de alto rendimiento
(HPSEC), la GPC, MALDI-TOF-MS, entre otros métodos. La estructura primaria se completa

con el anélisis de los monosacéridos y del tipo de union de los polisacaridos (Ren et al., 2019).

Por su parte, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) se destaca como una
técnica confirmatoria del tipo de enlaces glicosidicos presentes, su configuracion (alfa o beta), y
proporciona informacion sobre el nimero de monosacaridos en la estructura repetitiva (Ren et al.,

2019). En la RMN unidimensional, detalles especificos de las sefiales del grupo terminal en los
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espectros de *H-RMN y *C-RMN resultan Gtiles en la inferencia de del tipo de residuo presente
(H. Zhang et al., 2016). Métodos més avanzados como la RMN bidimensional permiten un
analisis mas detallado de las estructuras de los monosacaridos y de los enlaces glicosidicos (Ren

etal., 2019).

Los polisacéridos son polimeros altamente hidréfilos debido a su gran cantidad de grupos
hidroxilo, que les permiten formar estructuras de red tridimensionales, principalmente mediante
enlaces de hidrégeno, y, adicionalmente, mediante fuerzas de van der Waals y enlaces covalentes,
entre otras. Ademas, la cadena del polisacérido posee un alto grado de libertad y flexibilidad, que
posibilita la asociacién entre cadenas y complejiza su conformacion espacial (Ren et al., 2019).
Aunque las investigaciones sobre las estructuras tridimensionales son menos abundantes que las
referidas a las estructuras primarias, existe evidencia que demuestra la fuerte influencia de la
conformacion espacial sobre la bioactividad de los polisacaridos (Patel et al., 2013; Tao et al.,
2015). La microscopia electronica de barrido (SEM) proporciona imégenes de alta resolucién que
revelan la estructura tridimensional y la rugosidad superficial de los polisacaridos, permitiendo
caracterizar estructuralmente polisacaridos individuales y realizar el seguimiento durante la
separacion y purificacion. Entre otras técnicas de analisis de la estructura espacial de los
polisacéridos se encuentran la microscopia de fuerza atbmica (AFM) y la difraccion de rayos X

(Ren et al., 2019).

4.1.2. Triterpenos y triterpenoides

Los terpenos son una gran familia de productos quimicos derivados de la molécula de cinco
carbonos de difosfato de isopentenilo (IPP) y de difosfato de dimetilalilo (DMAPP). Cuando a la
estructura de carbono-hidrogeno de los terpenos se adicionan grupos funcionales, se originan los
terpenoides (Agger, Lopez-Gallego y Schmidt-Dannert, 2009; Palenzuela et al., 2021; Gonzalez-
Hernandez et al., 2023). Estos compuestos pueden ser producidos por dos vias biosintéticas
diferentes, la via de la desoxixilulosa-5-fosfato y la via del mevalonato, siendo esta Gltima la Gnica
via identificada hasta la fecha en hongos. Muchos terpenoides de bajo peso molecular producidos

por hongos son volatiles (Avalos y Limén, 2021). Estos compuestos son constituyentes
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estructurales de otro grupo de metabolitos que se forman a través del enlace de unidades de
isopreno (hemiterpenos C5, monotertepenos C10, sesquiterpenos C15, diterpenos C20,

sesterpenos C25, triterpenos C30, tetraterpenos C40).

Una vez sintetizado el esqueleto terpenoide inicial, diferentes enzimas, llamadas en general
terpenos sintasas, introducen diversas modificaciones quimicas hasta generar la estructura final.
Entre las terpenoides sintasas que intervienen en la formacion de cadenas lineales, existe un tipo
caracteristico conocido como terpenoides ciclasas, en gran parte responsables de la enorme
diversidad de terpenoides que se encuentran en la naturaleza. En algunos casos, se afiade a la
estructura una molécula no terpenoide, dando origen a los meroterpenoides (Avalos y Limén,
2021; Shankar y Sharma, 2022). La mayoria de los triterpenoides de interés farmacoldgico
producidos por los basidiomicetos se originan a partir del lanosterol, un terpenoide tetraciclico de
30 carbonos (Kimura et al., 2010), que es también una molécula intermediaria de la sintesis del

ergosterol (Sayari et al., 2021; Gonzélez-Hernandez et al., 2023).

Las funciones de estas moléculas en los hongos incluyen el transporte de electrones, la formacién
de membranas y paredes celulares, la defensa quimica contra los depredadores y el
establecimiento de relaciones simbiéticas, entre otras. Su sabor amargo y sus propiedades
antimicrobianas naturales permiten disuadir a los predadores no deseados. Al igual que para otros
metabolitos secundarios, la regulacion de la transcripcion de genes del metabolismo de los
terpenoides responde a factores o estimulos ambientales (temperatura, luz, pH, presencia de
especies reactivas) y nutricionales (fuente de carbono, nitrégeno, oxigeno). Uno de los nutrientes
mas relevantes en la produccion de los terpenoides fangicos es el nitrégeno; por ejemplo, se ha
visto que la presencia de nitratos y el bajo contenido de amoniaco induce la transcripcion de genes
que codifican para terpenos sintasas. Por otro lado, se ha reportado que ciertas fuentes de carbono
como la glucosa pueden tener un impacto negativo en la sintesis de metabolitos secundarios de
hongos; no obstante, la regulacion por parte de la fuente de carbono sobre el metabolismo
secundario es compleja y no se aplica por igual a los distintos tipos de compuestos (Mihlan et al.,

2003; Hou et al., 2015; Gonzalez-Hernandez et al., 2023). Ciertos cofactores como iones
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divalentes, por ejemplo Ca?* y Mg?", afectarian la actividad de las terpenos ciclasas, lo que ha
derivado en el desarrollo de técnicas de sintesis dirigidas (Quin, Michel y Schmidt-Dannert, 2015;

Gonzélez-Hernandez et al., 2023).

En G. lucidum, los triterpenoides son compuestos bioactivos de bajo peso molecular y gran
relevancia, derivados altamente oxidados del lanosterol diferenciados segin el estado de
oxidacion, y conocidos como &cidos triterpénicos (&cidos ganodéricos), ganoderioles, acidos
ganolucidos, lucidonas y acidos lucidinicos (Hennicke et al., 2016). En particular, se ha hallado
que los acidos ganodéricos (AG) poseen actividad antitumoral, antipaltdica, antibacteriana,
antiinflamatoria y antiviral (Joseph et al., 2009; Kao et al., 2013; Chen, 2020). El perfil de
diferentes triterpenos en G. lucidum puede utilizarse para distinguir este hongo medicinal de otras
especies taxondmicamente similares y servir como base para la clasificacion; ademas, su
contenido permite estimar la calidad de diferentes muestras de Ganoderma (Chen et al., 1999; Su

et al., 2001).

Debido al valor comercial y farmacol6gico de los AG, en los Gltimos afios ha crecido el interés
comercial en su biosintesis. Sin embargo, la productividad y el rendimiento de los de estos
métodos de sintesis son bajos (Tang y Zhong, 2003; Chen, 2020). Se ha reportado que el contenido
de triterpenos varia en las diferentes partes del hongo y durante los estadios de crecimiento
(Wachtel-Galor et al., 2011). Si bien hay &cidos ganodéricos oscuros producidos por el micelio,
su estructura seria diferente y serian producidos en pequefas cantidades (Chilton, 2017), en
ocasiones indetectables (Wachtel-Galor et al., 2011). Incluso, se ha visto que durante el desarrollo

del basidioma los patrones de triterpenos varian en sus diferentes secciones (Zhou et al., 2018).

En los Gltimos afios, el andlisis de los triterpenoides de Ganoderma se ha llevado a cabo mediante
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas de ionizacion por electrospray (CL-
IES-EM) (Yang et al., 2007; Guo et al., 2012; Huang et al., 2020). Por su parte, la USP establece
a la cromatografia liquida con deteccion UV y empleo de estandares de acidos ganodéricos de
referencia como método de analisis de los triterpenos en basidiomas de G. lucidum, siendo un

método poco especifico y con limitaciones en cuando a la disponibilidad de dichos patrones. Las
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principales vias de fragmentacion caracteristicas de los triterpenoides, producidas mediante
espectroscopia de masas, se han establecido de acuerdo con las diferentes sustituciones en los C-
7,12, 15y en el doble enlace en los C-20 y 22. Sin embargo, y en particular en Ganoderma spp.,
las estructuras de los triterpenoides son complejas y bastante similares, con gran semejanza en su
polaridad, por lo que estos compuestos no son facilmente separados mediante métodos
cromatograficos simples. De hecho, debido a la cercania de los pesos moleculares, los anélisis de
CL-EM son muy limitados (Huang et al., 2020). Frente a estas dificultades, el analisis de espectros
de RMN se propone como una técnica adecuada para la asignacion precisa de los segmentos
estructurales de los compuestos quimicos (Bingol y Brischweiler, 2014). En particular, se ha
propuesto un método de analisis de triterpenos de especies de Ganoderma en base al analisis de

espectros 2D de RMN (Huang et al., 2020).

4.2. Objetivo

El presente capitulo tuvo como objetivo llevar a cabo el analisis quimico de los componentes
bioactivos mayoritarios de G. sessile E47, cepa destacada por su crecimiento diferencial en
sustrato sélido y liquido, y compararlos con aquellos presentes en las especies de Ganoderma con

propiedades medicinales reportadas.

Con base en los numerosos estudios que reportan los posibles mecanismos de modulacion de la
respuesta inmune por parte de los PS de Ganoderma, se plantea como hipétesis que son estos los
principales responsables de su actividad inmunomoduladora y se presenta principal interés en su
elucidacion estructural. Por otro lado, se hipotetiza que las diferencias en la potencia biol6gica de
los productos se deben a diferencias en su composicion quimica, por lo que se incluyeron en el
analisis comparativo a los PS del cultivo liquido de G. sessile E47 y del basidioma de G. lucidum,
especie medicinal de referencia, ademas de los PS de P. ostreatus P04 y L. edodes L15, y de otras

cepas de Ganoderma spp.

4.3. Materiales y métodos

4.3.1. Andlisis de polisacaridos
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Extraccion de polisacaridos. Los polisacaridos de G. sessile E47 provenientes del cultivo
sumergido fueron extraidos a partir del sobrenadante de cultivo tal como fue descripto en el
capitulo 1, aunque eliminando el paso de extraccidn con ultrasonido (Meng et al., 2020). A fines
comparativos, se extrajeron también los polisacéridos de los micelios de G. sessile E47, G.
oregonense GO y G. lingzhi CS, y también de los basidiomas de G. sessile E47, P. ostreatus P04

y L. edodes L15, siguiendo el protocolo descripto en el Anexo 1, Protocolo N°2.

Purificacion y fraccionamiento. Luego de su liofilizacidn, los extractos crudos de los
polisacéaridos (PSC) de G. sessile E47 fueron sometidos a desengrasado en frio con acetona (1:100
p/v). Las proteinas se eliminaron del extracto por precipitacion con cido tricloroacético 24 % p/v
(1:1). Posteriormente, el sobrenadante fue dializado contra agua corriente y destilada en
membrana de didlisis (cut-off 14 kDa, Sigma) y liofilizado nuevamente, obteniéndose el extracto
purificado de polisacaridos (PSP). El perfil de polisacaridos se obtuvo mediante separacion del
extracto en una columna cromatogréfica de intercambio aniénico (DEAE-celulosa, fase movil:
agua destilada y NaCl 0,05 a 0,5 M). Las fracciones obtenidas se concentraron, dializaron y
liofilizaron para obtener su peso seco, y finalmente se sometieron a purificacion en cromatografia
de exclusion por tamafios (Sephadex G-200®, fase mévil: NaCl 0,2 M). EI monitoreo de la
presencia de carbohidratos y proteinas en las alicuotas recolectadas se realiz6 en todos los casos
mediante reaccion con fenol- acido sulfurico y posterior medicién de la absorbancia a 490 nm, y
mediante medicion de la absorbancia a 280 nm, respectivamente. Los protocolos
correspondientes a la realizacion de cada cromatografia se detallan en el Anexo 3, Protocolos 1y

2.

Analisis de distribucién de peso molecular. La determinacion del peso molecular de los
polisacaridos se realizo por cromatografia de permeacion en geles en un sistema de cromatografia
liquida de alta resolucién (GPC-HPLC). Se utiliz6 una bomba Shimadzu LC-20AT y un detector
de indice de refraccion Shimadzu RID-10A. El andlisis se realiz6 utilizando las columnas
Polysep-GFC-P5000 (300 x 7,8 mm, rango 50-2000 kDa) y Supelco TSK-GP4000PW (300 x 7,8

mm, rango 1-700 kDa) conectadas en serie. Como solvente de elucion se utilizé una solucion de

112



NaNO; 0,05M conteniendo 0,02 % de NaNs preparada con agua de calidad HPLC. Se trabajo a
flujo constante de 0.6 mL min* y a temperatura ambiente. El sistema se calibré usando dextranos
como estandares cuyos topes de pico poseen los siguientes pesos moleculares: 745000, 410000,
134600, 53000, 18000 y 8000 Da. La curva de calibracion, asi como la determinacion de los
valores de Mp (peso molecular en el maximo del pico), Mn (peso molecular promedio numérico),
Mw (peso molecular promedio pesado) y polidispersion (Mw/Mn) se realizd utilizando el
programa LC Solution GPC software (Shimadzu) (Anexo 3, Figura 1; Anexo 3, Tabla 1). Las
muestras se disolvieron en el solvente de corrida del GPC y fueron filtradas a través de una
membrana de Nylon de tamafio de poro 0,40 um. Se inyectaron 100 pL de soluciones de
aproximadamente 5 mg ml? del polisacarido (muestras y estandares). La determinacion fue
realizada como servicio por parte del Departamento de Quimica Organica-CIHIDECAR, Facultad

de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires.

Analisis de monosacaridos. La composicion de monosacaridos fue determinada mediante CG-
EM segun lo reportado por Carbonero et al. (2006) y Chen et al. (2008), con algunas
modificaciones (Anexo 3, Protocolo 3). Brevemente, 1 mg de polisacéridos se hidroliz6 con 1 ml
de &cido trifluoracético 2 M durante 8 h a 100 °C. El residuo fue reducido con borohidruro de
sodio en oscuridad durante 90 min a 40 °C. El exceso de NaBH4 se eliminé agregando 12,5 pL
de 4cido acético glacial. Los alditoles generados se acetilaron con una mezcla de anhidrido
acético: piridina (1:1) v/v a temperatura ambiente durante 12 h. La piridina fue removida con
CuSO45 % p/v y los acetatos de alditoles se extrajeron con cloroformo (de Jesus et al., 2018).
Como estandares se emplearon D-glucosa, L-ramnosa, D-ribosa, L-arabinosa, D-manosa y D-
galactosa para la cuantificacién mediante curva de calibrado. Las condiciones cromatograficas
fueron las siguientes: columna capilar HP-5 30 m x 0,25 mm de didmetro interno, temperatura
del inyector y del detector 240 °C, temperatura inicial 160 °C, mantenida durante 2 min. Rampa:

5 °C min* hasta 240 °C y manteniendo la temperatura final por 10 min; flujo 1,2 mL min™.

Analisis de polisacaridos por RMN. Para el analisis mediante RMN del protén y carbono en una

dimensiéon (*H-RMN y 3C-RMN, respectivamente) y mediante RMN en dos dimensiones
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(HSQC, Heteronuclear single quantum coherence spectroscopy) 50 mg de polisacaridos se
solubilizaron en D,O con la adicion de DMSOds 5 % v/v para la calibracion de la sefial. Los
espectros 2D de 'H-RMN y *C-RMN fueron obtenidos en un espectrémetro Bruker AVANCE
300 a 300 K y 300 MHz para los experimentos de *H y a 75 MHz para los de **C. Para la
calibracion de las sefiales nucleares de DMSQOds se emplearon los valores 2,50 y 39,52 ppm para
'H y BC, respectivamente. Para el andlisis de espectros se utilizé el software TopSpin 4.1.4. Se
integraron las sefiales obtenidas de los espectros *H para establecer relaciones de proporcién entre
residuos de sacaridos. Se analizaron los espectros de los polisacéaridos purificados del cultivo
liquido de G. sessile E47 junto con sus fracciones, y, a fines comparativos, de los polisacaridos
extraidos de los basidiomas de G. sessile E47, P. ostreatus P04 y L. edodes L15, y de los micelios

de G. sessile E47, G. lingzhi CS y G. oregonense GO.

Andlisis nutricional. Se analiz6 el contenido de humedad, proteinas, lipidos, cenizas y fibra de
los polisacaridos crudos y purificados del CL de G. sessile E47 segun los métodos descriptos en
el capitulo 2. Se monitored la presencia de proteinas remanentes en el polisacéarido purificado

mediante el método Bradford.

Cuantificacion de f-glucanos. Para la cuantificacion de la fraccion de B-glucanos se emplearon
los métodos enzimaticos B-Glucan Assay K-YBGL (Yeast & Mushroom, Megazyme) y Mixed-
linkage B-Glucan Assay K-BGLU (McCleary Method, Megazyme). EI método K-YBGL se
emplea para lamedicion y andlisis de 1,3:1,6- 3 -D-glucanos (y 1,3-B-glucanos, de estar presentes)
en levaduras y setas, mientras que el método K-BGLU cuantifica 1;3:1;4-p-D-glucanos presentes

en cereales.

Comparaciones con material de referencia. Los analisis de composicion de monosacéridos, de
RMN vy de cuantificacion de B-glucanos fueron también realizados sobre los polisacaridos de G.
lucidum obtenidos de un producto comercial (PipinRock, capsulas rigidas conteniendo extracto
estandarizado de basidioma de Reishi), el cual declara en su rétulo contener un 35 % en peso de
polisacéridos. El protocolo de extraccion y purificacion de los polisacaridos se detalla en el Anexo
3, Protocolo 4.
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La Figura 29 resume los procedimientos analiticos realizados sobre los polisacaridos del cultivo

liquido de G. sessile E47 para su elucidacion estructural.

Figura 29. Resumen de los procedimientos analiticos sobre los polisacaridos del cultivo

liquido de G. sessile E47.
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4.3.2. Andlisis de compuestos triterpenoides por RMN

Extraccién de triterpenoides. Para la busqueda de triterpenos y/o triterpenoides se siguio el
método de extraccion propuesto por Huang et al., (2020). 3 g de muestra fueron sometidos a
extraccion con ultrasonido en 125 ml de una mezcla de acetato de etilo: metanol (2:1), previo
desengrasado con 300 ml de acetonay agitacion en bafio de hielo durante diez minutos. El extracto
resultante fue evaporado bajo presion reducida y el residuo se resuspendié en 3 ml de D2O y se

sometid a tres procesos de liofilizacion para eliminar el agua remanente.

Andlisis por RMN. El sélido fue liofilizado en DMSOdg 5 % v/v para su analisis por RMN con
las condiciones de ensayo detalladas en el apartado correspondiente al analisis de polisacaridos
por RMN del presente capitulo. Se obtuvieron los espectros de *H-RMN, *C-RMN, HSQC y

HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Connectivity).
4.4. Resultados y discusion
4.4.1. Andlisis de polisacaridos
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La FDA realiza un proceso de evaluacion para cada producto que su panel de expertos propone
incorporar a los alimentos, y decide si el aditivo es lo suficientemente seguro para su uso. Sin
embargo, algunas sustancias gque estan excluidas de la definicion de aditivos alimentarios o
designadas como "generalmente reconocidas como seguras" o GRAS, por sus siglas en inglés
(Generally Recognized as Safe) pueden quedar exentas de este requisito de revision. Los
betaglucanos son polisacaridos muy apreciados como ingredientes alimentarios, como lo

demuestra su aparicion en varias noticias GRAS de la FDA (GRASN 239, 309, 413).

En Ganoderma spp. han sido reportados tanto homo como heteropolisacéridos, compuestos
principalmente por glucosa, aunque también por otros monosacaridos en sus cadenas laterales,
con estructuras lineales y ramificadas, pudiendo incluso coexistir configuraciones alfa y beta en
el mismo polimero (Ruthes et al., 2016). Inicialmente, los B-D-glucanos han sido considerados
los Unicos polisacaridos con propiedades terapéuticas, aunque numerosos estudios han
demostrado que los heteropolisacaridos también poseen actividad biolégica (Lindequist,
Niedermeyer and Jilich, 2005; Carbonero et al., 2008; Komura et al., 2010; Chang et al., 2013;
Smiderle et al., 2014; Ruthes et al., 2016). Estos polisacaridos son naturalmente mas complejos
que los D-glucanos debido a la variabilidad en la composicion de los monosacéaridos, la
configuracién anomérica, los patrones de unién y ramificacion, e incluso, en ocasiones, a la
presencia de monosacaridos metilados. Debido a la complejidad de estas macromoléculas, se
utilizan métodos avanzados como RMN, GC-MS, HPSEC, FT-IR, y reacciones quimicas como
andlisis de metilacién, hidrolisis parcial y degradacion de Smith controlada, todas ellas
combinadas, para determinar la pureza y la estructura quimica, evitando la interpretacion

incorrecta de los datos y/o la identificacién de moléculas quiméricas (Ruthes et al., 2016).

El perfil de elucion en DEAE-celulosa de los polisacéridos obtenidos del CL de G. sessile E47
mostré la presencia de cuatro tipos diferentes de polisacaridos, nombrados como fracciones A a
D (Figuras 30 y 31). No se observo absorcion a una longitud de onda de 280 nm en el volumen
total eluido, lo que demuestra la efectiva remocion de las proteinas mediante el método empleado.

El analisis de los cromatogramas obtenidos mediante cromatografia en columna Sephadex mostro
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que solo las fracciones A y C son homogéneas, mientras que las fracciones B y D presentan varios

picos (Figura 32). En cuanto a los perfiles de GPC-HPLC, en los cromatogramas de las fracciones

Ay C se observaron picos relativamente simétricos y Gnicos, mientras que las fracciones B y D

presentaron picos de ensanchamiento, sugiriendo una composicién heterogénea (Figura 33, y

Anexo 3, Tabla 1). El contenido de polisacaridos purificados respecto al de polisacaridos crudos,

obtenido mediante gravimetria (reuniendo los pesos secos de las fracciones FA a FD), resulté ser

del 53,3 %. La contribucion de cada fraccién al peso total fue del 53,1 % para FA, del 7,3 % para

FB, del 29,8 % para FC y del 9,8 % para FD.

Figura 30. Aspecto de los polisacaridos de
G. sessile E47 obtenidos en cultivo liquido
luego de su precipitacion y post-

liofilizacion y molienda.

post-precipitacion seco y pulverizado

Figura 31. Perfil obtenido en DEAE-
celulosa de los polisacaridos de G. sessile
E47 obtenidos en cultivo liquido, eluidos
con aguay con concentraciones crecientes
de NaCl. Los picos se designan como

fracciones A a D.%
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Figura 32. Cromatogramas obtenidos en
columna Sephadex G-200 de cada una de
las fracciones separadas mediante DEAE-

celulosa (a-d para las fracciones A-D).
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14 Las fracciones A y B, eluidas con agua y 0,05 M de NaCl, respectivamente, resultaron ser polvos
incoloros y blancos cuando post liofilizacion, mientras que las fracciones C y D presentaron color amarillo
a marrdn y fueron eluidas con 0,2 y 0,5 M de NaCl, respectivamente.
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El anélisis de monosacaridos mostrd que los polisacaridos de G. sessile E47 cultivado en medio

liquido son heteropolisacaridos, compuestos mayoritariamente por glucosa, seguido por galactosa

Yy manosa, respectivamente, y en menor proporcién por arabinosa, ramnosa y ribosa, composicion

que varia entre sus distintas fracciones. Por su parte, los polisacéaridos del producto comercial a

base de G. lucidum resultaron estar compuestos solo por glucosa (Figura 34, Tabla 12).

Figura 33. Cromatogramas obtenidos
mediante GP-HPLC de las fracciones
purificadas A a D. Los parametros
obtenidos para cada fraccion de este analisis

estan disponibles en Anexo 3, Tabla 1.
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Figura 34. Cromatogramas obtenidos del
analisis de monosacaridos mediante CG-
EM de los polisacaridos purificados de G.
lucidum (GL PSP), y del CL de G. sessile
E47 (GS PSP) junto con sus fracciones

FA-FD.
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Tabla 12. Andlisis de monosacaridos mediante CG-EM. Se presentan los tiempos de retencion

y la cuantificacién en mg g* en peso seco de los monosacaridos hallados en los polisacaridos

purificados de G. lucidum (GL PSP), y del CL de G. sessile E47 (GS PSP) junto con sus fracciones

FA-FD. Entre paréntesis se presenta el contenido porcentual de cada monosacérido.
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tr (Min) GL PSP GS PSP FA FB FC FD
ribosa 8.12 0 8.52 (0.6) 0 0 69.5 (12.8) 0
ramnosa 8.33 0 88.15 (6.7) 0 0 76.2 (14.1) 0
arabinosa 8.73 0 140.7 (10.8)  128.95(31.7) 136.55(26.1)  260.5(48.2)  153.25(28.4)
manosa 13.91 0 176.38 (13.5) 0 0 17.2 (3.2) 0
glucosa 14.26 596.44 (100.0)  685.64 (52.5) 222.05(54.6)  313.7 (60.0) 9.7(1.8) 312.8(57.9)
galactosa 14.4 0 207.5 (15.9) 55.6 (13.7) 7225(13.9)  107.55(19.9)  74.1(13.7)

Figura 35. Espectros HSQC de los polisacaridos purificados de G. lucidum (GL PSP), y del

CL de G. sessile E47 (GS PSP) junto con sus fracciones FA-FD en la region de carbonos

anomeéricos en tres regiones del espectro (1-3).

1) Gsesp ]

2) espse Y.,
i
@ &

P [
i 00

e \an
‘

X o “‘.; osum

N JORE S
e,

at

3) GsPsP
N

.

oS

FRACCION A

d

O
o
4

n

FRACCION A

FRACCION A

FRACCION B

FRACCION B

FRACCION C 1\
a

b

i
o | i ™o

ak

FRACCION C y
-

FRACCION C

FRACCION D

" FRACCIOND

:' FRACCION D

b

@ A Py

GLPSP =
- L

]

GLPSP am__

T eLpsp

Tabla 13. Correlaciones H/C obtenidas de los espectros HSQC de los polisacaridos

purificados del CL de G. sessile E47, y extraidos de G. lucidum. Las letras denominan a las

correlaciones sefialadas en la Figura 35.

Letra

a

e*

d (ppm)
5,03/93,1
4,82/98,8
5,22/100,8

4,45-4,47/97,1
4,29/104,3

4,44/105,6

Letra

R

g*

t*

& (ppm)
3,64-3,67/72,8
3,78-3,84/77,6

3,95/82,5

3,86/85,2
4,12/80,2-82,6

3,61-3,67/61,7

Letra
ai*
aj*
ak*

al**
am**

an**

6 (ppm)
1,91-1,98/21,5
3,55/58,5
5,18/105,7
4,35/103,9
3,39-3,46/53,5

3,05-3,13/53,9
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h*

I*

p*
q'k

4,91-4,97/108,4
4,86/103,3
5,10/99,4

3,01-3,08/75,8

3,38;3,52/73,8
3,45/78,8
3,29/76,8
3,22/70,7
3,76/74,4
3,89/71,3

3,64-3,68/67,7

Z*
aa*
ab*
ac*
ad*
ae*
af*
ag*

ah*

3,35-3,42/72,5
3,67/54,3
3,46/59,1
3,45/68,3

4,01;3,71/69,1
4,24/78,8
3,92/77,5
4,52/72,7

3,55,3,79/66,5
1,06/18,1

5,23/99,6

ao
ap
aq**
ar**
as**
at*
au*
av*
aw
ax*

ay*

3,44/75,8
2,50/39,52 (sv)
3,55/61,0
3,09;3,45/54,0
3,20;3,40/46,21
4,03/82,98
3,45/70,9
5,09/101,6
4,47/105,7
3,81;3,9/71,2

3,68/74,5

*Correlaciones observadas solo en polisacéridos de G. sessile; **correlaciones observadas solo en polisacaridos de G. lucidum; sv: solvente.

Tabla 14. Asignaciones de las correlaciones H/C (ppm) obtenidas de los espectros HSQC de

los polisacaridos purificados del CL de G. sessile E47 de acuerdo a los atomos de la molécula.

Tipo de enlace

H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6a,b/C6 . Referencias
asignado
Zhang et al.
5,10/99,4 n.d. 3,92/77,5 4,24/78,8 452/72,7 n.d. 1,4-0-D-Galp 2012, Zhang et
al., 2016
4,86/103,3 3,64-3,67/72,8 3,86/85,2 n.d. 3,76/74,4 3 637%1 7 1,3-B-D- Glcp Zhang et al. 2012
4,82/98,8 3,52/73,8 n.d. nd 3,89/71,3 3,55;3,79/66,5 1,6-a-D- Glcp Li et al., 2016¢
Zhang et al.
4,44/105,6 3,35-3,42/72,5 3,45/78,8 3,45/68,3 n.d. n.d. 1,6-B-D- Glcp 2012; Wang et al.
2017
Zhang et al.
4,47/105,7 n.d. nd. nd. 3,68/74,5 3,81;3,9/71,2 1,3,6-p-D- Glcp 2012; Lietal.,
2020
3,78-
4,29/104,3 n.d. nd. 3.84/776 n.d. 3,67/54,3 1,4-B-D-Galp Xu et al. 2016
4,91-4,97/108,4 3,55/58,5 t-1-a-L-Araf Guo et al., 2015;
4,12/80,2-82,6 n.d. 3,95/82,5 - Yuan et al., 2016;
5,18/105,7 3,64,3,68/67,7 1,5-a-L-Araf Shi et at., 2017
Guo et al., 2015;
5,23/99,6 n.d. n.d. 3,45/70,9 n.d. 1,06/18,1 1,2-a-L-Ramp Shi et at. 2017
5,22/100,8 n.d. nd. nd. n.d. n.d. 1-a-D-Glcp Lietal., 2016¢
n.d. 3,22/70,7 n.d. n.d. n.d. n.d. 1-pB-D-Glcp Li et al., 2020
Pomin et al.,
5,03/93,1 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. a-D-Glcp 2012
5,00/101,6 4,03/82,98 nd. nd. nd. 371401691  16w-D-Manp  CAinarietal,

n.d.: no detectado; Los valores en negrita indican los desplazamientos quimicos de los carbonos que se han desplazado a campos bajos debido a

la posicién de enlace de los residuos.

El analisis de los espectros 1D y 2D de *H-RMN y C-RMN de los polisacéridos de G. lucidum,

junto con la comparacion con referencias bibliograficas, fue empleado para la asignacion enlaces

glucosidicos (Figura 35, Tablas 13 y 14). Los enlaces -glucosidicos fueron observados en mayor

proporcion en relacion a los a en FB y FD (3:1 y 2:1, respectivamente), mientras que en FA esta

proporcion fue de 1:1. Respecto a los B-glucanos presentes, se hallaron sefiales y correlaciones
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correspondientes con enlaces B-1,3, B-1,6 y B-1,3,6, siendo el tipo de B-glucanos mas reportado
en macromicetes (Synytsya and Novak, 2014). Los enlaces correspondientes a a-glucanos
resultaron ser del tipo a-1,6 y a-1. Si bien los reportes de glucanos de este tipo en el reino Fungi
son menos abundantes, se han reportado glucanos a-1,6 lineales y ramificados en especies de
Basidiomicetos (Luo et al., 2008; Han et al., 2011). La correlacién a 5,03/93,1 ppm observada
tanto en G. sessile E47 como G. lucidum podria deberse a los desplazamientos de H1/C1 de a-D-
glucosa libre (Pomin, 2012). Las sefales de *C entre 106,0 y 108,5 ppm han sido reportadas

como caracteristicas de arabinofuranosa (Yuan et al., 2016; Wen et al., 2022).

A pesar del bajo contenido de ramnosa observado en GS PSP y en FC, este monosacarido fue
facilmente identificado mediante 2D RMN por la sefial en campos altos del protén a 1,06 ppm
correlacionada con una sefial de *C a 18,1 ppm (Guo et al., 2015; Shi et al., 2017). La presencia
de galactosa se corrobordé en el polisacéarido purificado y en las fracciones FB y FC. Este
monosacarido se encontraria formando cadenas tanto en configuracion o (confirmado por el
desplazamiento a 5,10 ppm de *H) como B (confirmado por la correlacién a 4,29/104,3 ppm en la
region anomérica). El tipo de enlace 1,4-D-Galp se asigno por los desplazamientos a campos altos
del C4 a 78,8 y 77.6 ppm para o y B-D-Galp, respectivamente (Zhang et al., 2012, 2016; Xu et
al., 2016). Con respecto a los residuos de manosa, se identificaron correlaciones poco intensas en
los espectros HSQC de GS PSP y FC, posiblemente atribuidos a 1,6-a-D-Manp por el
desplazamiento a 69,1 ppm del C6 (Galinari et al., 2017). Si bien el analisis de monosacaridos
indico que las cuatro fracciones de los PS de G. sessile E47 contienen arabinosa, sélo se hallaron
sefiales asignadas a este monosacarido en FC, posiblemente por su mayor abundancia. Este tltimo
analisis indicé ademas que FC contiene ribosa, aunque no pudo ser identificada mediante RMN.
Este monosacérido ha sido reportado en estructuras de heteropolisacaridos de setas, sin embargo
los datos de espectros de *H y *C son escasos (Zhao et al., 2010; Li et al., 2018; Liu et al., 2020,
Han el at., 2013). En particular, un polisacérido de G. lucidum, conteniendo ribosa entre sus
monosacaridos, mostrdé mejorar la sensibilidad a la insulina y modular la microbiota intestinal en

ratones diabéticos (Shao et al., 2022). La correlacion 4,45-4,47/97,1 no pudo asignarse a enlaces
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del tipo glucosidicos. Al analizar la integracidn de los picos correspondientes a esta correlacion
en los espectros de *H donde fue observada (GS PSP, FA y GL PSP), se determiné que se trata

de sefiales con escasa abundancia (Han et al., 2013).

Los resultados demuestran que los polisacaridos purificados de G. sessile E47 presentan una
estructura compleja, siendo del tipo B-glucanos, formados por una cadena principal de 1,3-3-D-
Glcp y 1,6-B-D-Glcp en una proporcion 2:1, respectivamente. FA estaria compuesta por una
cadena principal de 1,3-p-D-Glcp y 1,6-a-D-Glcp intercalada con residuos 1,6-p-D-Glcp, y con
residuos de arabinosa y galactosa. FB, por su parte, se trataria de un 1,3,6-B-D glucano. En menor
proporcion en FB se hallaron 1,6-0-D glucanos, tal vez correspondientes a una cadena
independiente que le daria su caracter polidisperso. Esta fraccidn, ademas, contendria residuos de
1,4-B-D-Galp y de arabinosa. La fraccion FC se trataria de un galactoarabinano con uniones 1,5-
a-L-Araf, 1,4-a-D-Galp y 1,4-B-D-Galp (con proporcion de residuos de arabinosa y galactosa de
2:1, respectivamente), con residuos de glucosa, manosa, ramnosa Yy ribosa. Tal proporcion se
corresponde con lo observado en el anélisis cuantitativo de monosacaridos (Figura 34, Tabla 12).
Por ultimo, FD tendria una estructura similar a FB, solo que el tipo de unién de Galp no pudo

determinarse.

Li et al. (2016) reportaron un perfil cromatogréfico similar al observado en este estudio para los
polisacéridos de G. lucidum del caldo de cultivo, aunque para G. sessile E47 de este trabajo se
observé un pico adicional (D) (Figura 31). No obstante, la composicion de monosacéaridos de G.
lucidum fue diferente a la de G. sessile E47. Los autores no informaron datos de RMN para
realizar comparaciones adicionales. Por otro lado, Liu et al. (2010) informaron dos fracciones
principales obtenidas mediante cromatografia en DEAE-celulosa de polisacaridos del basidioma
de G. lucidum, que eluyen con agua y NaCl, respectivamente. La distribucion del peso molecular
de ese estudio mostr6 un polisacarido soluble en agua con bajo Mw (GLPL1, 5,2 kDa), inferior
al Mw de las fracciones A y B (Figura 33). Los autores hallaron cuatro sefiales anoméricas de *C
en G. lucidum entre 6 104,9 y 105,4 ppm, mientras que en la fraccion A se observaron

correlaciones de *C a menores ppm (8 97,1-103,3 ppm) (Anexo 3, Figura 5). Ademas, GLPL1
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demostrd ser un B-glucano, a diferencia del o y B-glucano heterocompuesto de la fraccion A
(Figura 32). Segun su perfil de elucién en DEAE-celulosa, GLSWA-I, reportado por Wang et al.
(2017), seria comparable a la fraccién A de este estudio. No obstante, GLSWA-I mostré cuatro
sefiales anoméricas principales de *H y tres de **C, todas ellas asignadas a la configuracion B,
mientras que las sefiales de H relacionadas con la configuracion a en los espectros de la fraccion

A fueron igualmente abundantes que las B (Figura 35, Tablas 13y 14).

Segun reportes, un mayor peso molecular, la presencia de ramificaciones, una buena solubilidad
en agua y la heterogeneidad en la composicion quimica de los polisacéridos se han asociado con
una mayor potencia bioldgica. Li et al. (2016) reportaron que GLP-1, un o y B-galactoglucano
ramificado con un Mw de 100 kDa mostré una mayor actividad inmunomoduladora in vivo que
un B-D-glucano homogéneo con un Mw menor (19,5 kDa) denominado GLP-2, ambos PS
aislados de extractos del basidioma de G. lucidum. Ademas, un B-D-glucano de alto Mw en la
misma especie demostro actividad para estimular los macréfagos (Liu et al., 2014). En Hericium
erinaceus se reportaron resultados similares, donde un heteropolisacarido ramificado (50 kDa)
formado por glucosa y galactosa presentd propiedades preventivas y curativas sobre la gastritis
crénica superiores a un heteropolisacarido de menor peso molecular aislado de la misma especie
(Wang et al., 2004). Estos resultados demuestran una dependencia entre el Mw, la estructura y la

actividad biolégica de los glucanos fingicos.

En particular, la actividad inmunomoduladora de los polisacaridos de Ganoderma podria
correlacionarse con la composicion quimica, la conformacién y las propiedades fisicas, como la
solubilidad, el tamafio molecular y la forma de ramificacion. Por ejemplo, las uniones B-1-3
glucosidicas serian necesarias para la sintesis de 6xido de nitrégeno de los macréfagos. Cuando
esta estructura se combina con cantidades variables de ramificaciones -1-6 se observa una alta
actividad antitumoral e inmunomoduladora (Carrieri et al., 2017; Ren et al., 2021; Tsoni y Brown,
2008; Wasser, 2002). Resulta relevante el hecho de que los B-glucanos no son expresados en
células de mamiferos y, por lo tanto, son reconocidos como patrones moleculares asociados a

patdgenos por los receptores de reconocimiento de patrones. Respecto a la composicion de
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monosacéridos, los polisacaridos de Ganoderma reduciran el riesgo progresivo de cancer debido
a que contienen glucosa y manosa, que pueden ser reconocidas por receptores especificos en la
superficie de las células efectoras, como la dectina-1, receptores de manosa (MR), TLR4 y TLR2,
y receptores del complemento tipo 3 (CR3) (Hsu et al., 2009; Ren et al., 2021; Tsoni y Brown,

2008).

Rubin-Bejerano et al. (2007) demostraron que los neutréfilos reconocen las uniones -1,6 de los
glucanos a través de los factores del complemento C3b/C3d, seguido de la fagocitosis y la
liberacion de especies reactivas de oxigeno, mientras que ignoran las uniones B-1,3. Tomando
como ejemplos al escleroglucano y el esquizofilano, a pesar de presentar la misma estructura
quimica, muestran diferentes actividades biol6gicas al variar la conformacion o el peso molecular.
En linea con lo dltimo mencionado, ciertos tratamientos pueden generar la transicién entre
diferentes conformaciones o incluso la destruccion completa de la estructura del f-glucano, como
el calentamiento, la sonicacion, la presencia de solventes fuertemente polares o de alcalis (Meng
et al., 2020). Alun mas, se ha planteado que la estructura terciaria de los polisacéridos afecta el
reconocimiento por parte de los TLR (Barreto-Bergter y Figueiredo, 2014) y condiciona su
actividad bioldgica. Ciertos tipos de polisacaridos adoptan, en su forma natural o en solucion
acuosa a temperatura ambiente, una estructura secundaria Unica de triple hélice. Esta
conformacion le confiere buena hidrosolubilidad, ya que los grupos hidroxilo de las cadenas
laterales interactlan con las moléculas de agua mediante puentes de hidrégeno (Meng et al.,
2020). La triple hélice de los glucanos, formada por los enlaces B-1,3 y la minoria de B-1,6,
también estaria relacionada con la actividad anticancerigena. Por otro lado, se ha demostrado que
los mananos poseen una mayor afinidad por TLR2 y TLR4 (glicoproteinas transmembrana tipo |,
que funcionan como un componente del sistema de defensa de la inmunidad innata en humanos)

que la manosa, debido a la cantidad de epitopos en su estructura terciaria (L. Ren et al., 2021).

Los espectros HSQC en la regién de carbonos anoméricos de los polisacaridos extraidos de los
basidiomas de G. sessile E47 (GSB), P. ostreatus P04 (POB) y L. edodes L15 (LEB), y de los

micelios de G. sessile E47 (GSM), G. lingzhi CS (GLM) y G. oregonense GO (GOM), mostraron,
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en su mayoria, correlaciones asignadas a glucanos (Figura 36). En GSB, estos glucanos serian
mayoritariamente del tipo a-glucanos, hallindose ademas correlaciones que pueden asignarse a
carbonos anoméricos de galactosa (e) y manosa (av). En POB y LEB, por el contrario, los
polisacaridos estarian compuestos, al menos mayoritariamente, solo por unidades de o y B-
glucosa. Esto ltimo también fue observado en los polisacaridos del micelio de G. lingzhi CS,
mientras que en GSM y GOM también se observaron correlaciones asignadas a H1/C1l de
unidades de arabinosa. Si bien son necesarios analisis complementarios en todas las muestras
analizadas, como el de composicion de monosacaridos, distribucion de peso molecular y
cuantificacion de betaglucanos, los polisacéridos de G. sessile E47 presentarian una estructura

mas heterogénea que el resto de los hongos de este estudio.

Figura 36. Espectros HSQC en la region de carbonos anoméricos de los polisacaridos
extraidos de los basidiomas de G. sessile E47 (GSB), P. ostreatus P04 (POB) y L. edodes L15
(LEB), y de los micelios de G. sessile E47 (GSM), G. lingzhi CS (GLM) y G. oregonense GO
(GOM), obtenidos a 300K en D;O con la adicién de 5 % DMSOdg para su calibracion. Las

letras denominan a las correlaciones sefialadas en la Figura 35 e indicadas en la Tabla 13.
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El analisis nutricional de los polisacaridos crudos se presenta en las Tablas 15y 16. Como puede
observarse, el contenido de carbohidratos representa cerca de un 71 % del peso seco (Tabla 15),
con un porcentaje de impurezas del 29 % correspondiente a lipidos, proteinas y cenizas. Si bien
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existe cierta disimilitud entre el contenido de carbohidratos y el de fibra total, tal vez debido a la
inexactitud del método de calculo de los primeros, puede decirse que los polisacaridos crudos del
cultivo liquido de G. sessile E47 serian en su totalidad fibra dietaria (Tabla 16). Por otro lado, y
debido a la presencia de proteinas, se procedié a realizar una desproteinizacion de los
polisacéridos siguiendo el protocolo detallado en el Anexo 3, Protocolo 4, item 7, y luego a
analizar el perfil cromatografico mediante DEAE-celulosa, a fin de evaluar si dichos polisacaridos
se hallaban asociados a proteinas. Como resultado, se obtuvo un cromatograma similar al

observado en la Figura 31, lo que descartd la posibilidad de una asociacion proteina-carbohidrato.

Tabla 15. Analisis nutricional de los liquido de G. sessile E47 (g 100 g* SBS™).

polisacaridos obtenidos por precipitacion

Fibra dietaria total 79,82+3,19
del sobrenadante del cultivo liquido de Fibra dietaria insoluble 7067117
Ganoderma sessile E47 (g 100 g™ SBS*). Fibra dietaria soluble 6,64+0,87
*sobre base seca
Humedad? 13,86+3,12
Tabla 17. Cuantificacion de glucanos por
Cenizas 10,50+1,25
Lipidos totales 6.7620 1 los métodos K-YBGL y K-BGLU, en mg
Proteinas 12,14%0,61 100 g* secos.
Carbohidratos? 70,60+2,77 GS PSNP GS PSP GL PSP
* . a Glucanos
sobre base seca; écalculado sobre el producto KYBGL i les 26,19+0,57 53,93+1,23 72,50+1,61
liofilizado; Pcalculados mediante diferencia [100 — Alfa
(g proteinas + g lipidos + g cenizas)]. Glucanos ~ +88%0,61  9,11+0,04  5,08+0,10
Beta-
T . 21,31+0,04 44,81+1,27 67,42+1,26
Tabla 16. Analisis de fibra de los Glucanos B N T
Beta-
e, e . KBOLY  Glucanos n.d. n.d. 4,7920,54
polisacaridos no purificados del cultivo n.d- o detectado

Figura 37. Representacion gréfica de la composicion porcentual de los polisacaridos crudos
y purificados del cultivo liquido de G. sessile E47 en base a los resultados de los métodos K-
YBGL y K-BGLU, y del analisis de monosacéridos. Se incluy6 a los polisacaridos purificados

de G. lucidum para su comparacion.
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incluye 5,1% de
B-glucano de cereal

otros residuos:
-manosa

-galactosa
-arabinosa

-ramnosa
-ribosa

Nota: post purificacién del producto comercial a base de G. lucidum, el peso seco del extracto resulté ser del 70,2 % p/p respecto al
polvo seco; considerando que el analisis de monosacéridos indicé que estaria compuesto solo por glucosa y que su rétulo indica un
contenido de polisacéridos del 35 % p/p por capsula, esto indicaria que un 35,2 % de GL PSP corresponde a impurezas no glucosidicas,

cercano al valor restante 31,2 % indicado como “otros” en el gréfico de esta figura.

Si bien el método K-YBGL es el indicado para la determinacion de glucanos de origen flngico,
también cuantifica, de estar presentes, a los glucanos B-1,3:1,4 provenientes de cereales
(posiblemente provenientes de excipientes empleados en las formulaciones comerciales), ya que
durante la hidrolisis acida se solubilizan todos los tipos de B-glucanos (Megazyme, 2020). Por lo
mencionado, su realizacion en simultaneo junto con el método K-BGLU permite evaluar la
posible sobreestimacion de glucanos B-1,3 y B-1,3:1,6 ante la presencia de glucanos -1,3:1,4. El
resultado del analisis de glucanos por el método enzimatico-colorimétrico arrojé un contenido de
26,2 % p/p de glucanos totales para los polisacaridos no purificados de G. sessile E47. En relacién
con el porcentaje de polisacaridos determinado por gravimetria en GS PSNP (53,3 %), un 27,1 %
corresponderia entonces a polisacaridos compuestos por otros monosacaridos. Al remover
impurezas y dializar, el porcentaje de glucanos asciende a 53,9 % p/p en GS PSP; este valor se
encuentra cercano al porcentaje de glucosa determinado mediante GC-MS (52,5 %), lo cual valida
el resultado obtenido. Respecto al analisis cuantitativo de B-glucanos, GS PSP arrojé un resultado
de 44,8 % p/p en el ensayo K-YBGL, mientras que en el ensayo K-BGLU se obtuvo un resultado

nulo, indicando que los B-glucanos de G. sessile E47 son del tipo de B-1,3 y f-1,3:1,6 (Tabla 17,
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Figura 37). Si se considera la proporcion de o: glucanos seglin el método K-YBGL en GS PSP,
y, por otro lado, la proporcién de enlaces a:f glucosidicos estimada mediante RMN (considerando
a-1,3, B-1,3 y B-1,6 glucanos), en ambos casos fue de 1:5, nuevamente validando los resultados

obtenidos (Tablas 14 y 17).

4.4.2. Andlisis de triterpenoides

Respecto al analisis de triterpenos, Huang et al. (2020) realizaron la clasificacion quimico-
estructural de los triterpenoides de Ganoderma mediante la validacion conjunta de las
correlaciones HSQC y HMBC en la regidn sin overlapping. Asi, analizando los triterpenoides de
G. lucidum, G. resinaceum y G. leucocontextum, establecieron que en base a las correlaciones de
los protones a campos bajos (mayores ppm) en HSQC y HMBC, estos compuestos pueden
clasificarse en los grupos A-F (Tabla 18), contribuyendo con la diferenciacién entre especies de

Ganoderma.

Tabla 18. Correlaciones de los espectros de HSQC y HMBC que permiten clasificar a los
triterpenoides de Ganoderma segun Huang et al. (2020). En rojo se destacan aquellas que

también fueron halladas en G. sessile E47 del presente estudio.

HSQC HMBC
Grupo de triterpenoides H 1BC H 13C
5,40-5-50 77,0-79,0 5,40-5-50 155,0-156,0
8 5,20-5-30 125,0-126,0
5,60-5,80 123,0-124,0 5,60-5,80 180,0-190,0
° 5,60-5,80 203,0-212,0
6,70-6,80 143,0-144,0
1,80-1,83 12,0-13,0 1,80-1,83 129,0-130,0
© 1,80-1,83 143,0-144,0
1,80-1,83 171,0-173,0
D 6,20-6,50 120,0-130,0 6,20-6,50 200,0-203,0
2,00-2,30 - 2,00-2,30 170,0-173,0
: 5,60-5,80 123,0-124,0 5,60-5,80 170,0-173,0
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5,60-5,80 193,0-197,0

F 4,30-4,50 77,0-80,0 4,30-4,50 200,0-203,0

Como caracteristica notable, los espectros de *H-RMN y C-RMN del extracto de triterpenoides
del basidioma de G. sessile E47 no mostraron carbonilos de cetona a 200,0 ppm, por lo que las
correlaciones de los grupos presentados por los autores no pudieron corroborarse. Solo se
observaron carbonilos de grupo carboxilico o grupo éster, alrededor de 170,0 ppm. En relacién a
estos grupos se registré una sefial de *H a 2,03 (s) unido a un carbono a 20,6 ppm, que correlaciona
con un carbonilo a 169,9 0 170,1 ppm en el espectro HSQC (region de overlapping), indicando
gue se trata de un grupo éster, tal como se observa en los triterpenoides del grupo E. La presencia
de una sefal de protén ancha a 11,06 ppm podria corresponder al OH del grupo carboxilico
(Figura 38 y Anexo 3, Figura 6). En el Anexo 3, Figura 7 se presenta la posible estructura de la

cadena principal y los fragmentos identificados de GSPS a partir de los resultados obtenidos.

También se observaron carbonos olefinicos, aunque solo a dos de ellos pudo asignarseles una
sefial de proton: 5,30 y 5,32 ppm. Por la cercania en desplazamiento quimico de estas sefiales
podria sospecharse de dos compuestos de similar estructura. Estos protones, no obstante,
correlacionaron con carbonos a 25,4 y 26,7 ppm, respectivamente, en el espectro HMBC, no
observandose las correlaciones con carbonos entre 50 y 80 ppm presentes en los triterpenoides
del grupo A (Huang et al. 2020), de modo que no puede asegurarse la presencia de grupos vecinos
como el hidroxilo en posicion 15. Resulté notable la existencia de carbonos entre 90-100 ppm.
Tipicamente, podria esperarse en esta region la presencia de carbonos anoméricos de azUcares,
aungue también se han observado acidos ganodéricos altamente oxidados con grupos aceténidos
como el Ganodermacetal (Yang et al., 2012). Sin embargo, estos carbonos son cuaternarios, a
diferencia de los observados en G. sessile E47, que se encuentran unidos a protones a 4,27, 4,89

y 5,45 ppm (Anexo 3, Figura 8).

También se observaron sefiales en la region de protones aromaticos, alrededor de 7,00 ppm. Estas

sefiales podrian corresponderse con protones olefinicos en la cadena lateral, aunque en esta region
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puede haber solapamiento con sefiales de protones aromaticos de compuestos fendlicos, que
podrian estar presentes en la muestra (Oztiirk et al., 2015). La ausencia de grupos cetona e
hidroxilos, como la presencia de grupos éster podrian indicar la presencia de ciertos triterpenoides
como el &cido lanosta-7,9(11),24-trien3b,15a,22-triacetoxi-26-oico, presente en G. amboinense y
G. lucidum (Shiao et al., 1988; Yang et al., 2012). Sin embargo, los autores no presentaron la

identificacion de las especies estudiadas.

Los resultados permitieron establecer que los &cidos ganodéricos hallados mas frecuentes en
especies reconocidas de Ganoderma no se encontrarian en la muestra analizada, o al menos no
serian mayoritarios. La RMN vy, en particular, el analisis de espectros 2D, result6 ser un método
apropiado para establecer comparaciones entre grupos de triterpenoides. La validacion de la
técnica quimico-analitica deberia incluir una identificacion molecular de la especie, asi como la
elucidacion estructural completa incluyendo la asignacion de la configuracion absoluta (R-S, alfa-

beta), la cual puede estimarse mediante NOESY-ROESY Yy cristalografia de Rayos X.
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4.5, Conclusién

G. sessile E47 produjo en cultivo liquido, con medio de cultivo MY G suplementado con caldo de
semilla de girasol, un heteropolisacarido complejo, con un contenido de carbohidratos del 71 %
sobre peso seco, formado por cuatro fracciones, con una composicion del 26,2 % p/p de glucano
total, del cual 21,3 % p/p corresponde a B-glucano y 4,9 % p/p a a-glucano. La distribucion de
pesos moleculares de sus fracciones resulto ser de entre 32 y 154 kDa, y la composicion de
monosacéridos fue la siguiente: glucosa (52,5 %), galactosa (15,9 %), manosa (13,5 %), arabinosa
(10,8 %), ramnosa (6,7 %) y ribosa (0,6 %). El patrén de enlace més probable, definido a partir
del andlisis del polisacarido completo y de sus fracciones, fue definido de la siguiente manera:
1,3-1,6-B-D-glucopiranosa, con una frecuencia de enlaces -1,6-Glup de 1 cada 2 enlaces B-1,3-
Glcp, con unidades de 1,6-a-D-glucopiranosa, a/p-D-galactopiranosa unida mediante enlaces 1,4,
unidades del,2-a-L-ramnopiranosa y de 1,6-a-D-manopiranosa. La arabinosa y la galactosa se
unirian formando un 1,4-0/B-D-1,5-a-L-galactarabinano. Estos polisacaridos son diferentes a los
reportados para G. lucidum, analizado en este estudio y en comparacién con bibliografia. Mas
aun, el analisis quimico de las especies de macromicetes deberia siempre complementarse con
una correcta identificacion de la especie, ademas de definir el método de extraccion y la estructura
fangica de origen. La confirmacién de la estructura propuesta deberia realizarse mediante ensayos
como el andlisis de metilacidn. Este estudio demostrd, ademas, la utilidad de la espectroscopia de
RMN, especialmente el analisis de espectros 2D, en la comparacién de grupos de triterpenoides.
Sin embargo, para una identificacion precisa, se sugiere la complementacion con técnicas como

NOESY-ROESY Yy cristalografia de rayos X.
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5. Capitulo 4

Evaluacion de la potencia biolégica

"I consider food as a kind of fuel or as preventive medicine...
And food is fuel for the largest chemical plant in the world.
And it is inside of each of us. ~

Professor Oluf Borbye Pedersen
ReD Dialogue, ReD Associates
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5.1. Introduccion

Los basidiomicetos contienen una variedad de compuestos biol6gicamente activos, tanto de alto
como de bajo peso molecular, que participan en diversas vias de sefializacion relacionadas con la
proliferacion tumoral, la regulacién de la apoptosis, el metabolismo del cancer, la angiogénesis,
la metéstasis y funciones inmunoldgicas clave (Blagodatski et al., 2018); estos compuestos se
hallan presentes tanto en esporocarpo como en esporas, micelio y caldo de cultivo (Wasser, 2017,
Jeitler et al., 2020). Ciertos autores han observado que el espectro completo de ingredientes
activos, conocido como sinergia, es lo que hace que un basidiomiceto sea medicinal (Liu et al.,
2002; Veljovi¢ et al., 2017; Plécido et al., 2022). Otros plantean que la combinacién de especies
de basidiomicetos puede crear una actividad Gnica que no se obtendria con una sola (Mallard et
al., 2019); es asi que han aparecido en el mercado diversos blends de hongos con diferentes
propositos (Chilton, 2017). Al mismo tiempo, el mercado de nutracéuticos ha incorporado en el
Gltimo tiempo una amplia variedad de productos a base de hongos medicinales, muchos de los

cuales contienen compuestos bioactivos y nutrientes aislados (Rathee et al., 2012).

5.1.1. Ganoderma en el estado de salud y de enfermedad

El uso de G. lucidum, entre varias especies de hongos de la Medicina Tradicional China (MTC),
se ha validado por el desarrollo de diversos productos probados en modelos in vivo, incluyendo
ratones, ratas, conejos y perros (Meneses et al., 2023). Sus propiedades antioxidantes y
ergogénicas (Chang y Miles, 2004; Chang y Wasser, 2012) han sido evaluadas en ensayos
clinicos. Uno de ellos estudio el efecto del extracto acuoso encapsulado del basidioma de G.
lucidum sobre el subconjunto de linfocitos T CD4+ y CD8+ en jugadores de futbol masculino que
practican ejercicio en altura, teniendo en cuenta que estas células pueden verse afectadas
significativamente ante el estimulo simultaneo de actividad fisica y exposicion a la hipoxia.
Durante un periodo de estudio de 6 semanas, los autores hallaron que la ingestion de G. lucidum
podria ayudar a mejorar la variacion de la relacion CD4+/CD8+ en el entrenamiento en altitud,

sugiriendo que serian los polisacaridos los principales componentes activos responsables de la
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funcién inmune mediada por células (Zhang et al., 2008). Ademas, un ensayo clinico aleatorizado
y doble ciego demostro que el consumo durante 6 semanas de polvo de G. lucidum (MundoReishi)
mejora significativamente la condicién fisica en mujeres con fibromialgia al aumentar la
resistencia aerdbica (Mateo et al., 2015). Si bien los autores concluyen que G. lucidum podria ser
un suplemento Util para mejorar la condicion fisica en estas poblaciones, las dosis requeridas
(entre 5y 6 g diarios en varias tomas) son elevadas. Otro estudio reporté la mejora de la resistencia
al ejercicio en siete ciclistas varones sanos después de la suplementacion con extracto de G.
lucidum (1.2 g por dia) (Rossi et al., 2014). Ademas, se hallé que la capacidad de eliminacion de
radicales libres en el suero de los atletas se incrementa luego de tres meses de suplementacion,
indicador de proteccion ante el estrés oxidativo. Sin embargo, al haberse combinado el tratamiento

con Cordyceps sinensis no puede asegurarse que el efecto se deba Unicamente a G. lucidum.

En un estudio de intervencion cruzado en 10 voluntarios sanos, se estudiaron los efectos de la
suplementacion a corto plazo (10 dias) con una preparacién comercial de capsulas de Lingzhi
sobre los biomarcadores del estado antioxidante, el riesgo de enfermedad coronaria y el dafio al
ADN. Se administré una dosis Unica (1,1 g), sequida del consumo de 0,72 g dia. También se
evaluo la respuesta aguda (3 horas) ante una dosis mayor (3,3 g). Los resultados mostraron que la
ingesta de Lingzhi provoca un aumento significativo en la capacidad antioxidante del plasma, con
una respuesta maxima a los 90 minutos (Wachtel-Galor et al., 2004a). Un spin-off de este estudio
investigd los efectos de esa misma preparacion, adicionando el analisis del estado inmunolégico
y de la inflamacion (n=18). Si bien en esa ocasion la capacidad antioxidante aumentd, no se

encontraron cambios significativos (Wachtel-Galor et al., 2004b).

Otras propiedades medicinales atribuidas a G. lucidum son la inmunomoduladora,
anticancerigena, antihipertensiva, antiinflamatoria, antiviral y cardio y nefroprotectora (Sheena et
al., 2005). En un estudio en 14 pacientes nefréticos con glomeruloesclerosis focal y segmentaria,
proteinuria persistente y en tratamiento con prednisolona y/o ciclofosfamida o vasodilatadores, el
tratamiento con extracto de G. lucidum disminuyé el dafio renal suprimiendo la citotoxicidad de

las células endoteliales y la proteinuria, y restableciendo el equilibrio inmunocirculatorio en todos

134



los casos (Futrakul et al., 2004). Chu et al. (2012) monitorizaron el peso corporal, la presién
arterial, pardmetros metabdlicos, catecolaminas, cortisol en orina, el estado antioxidante y los
subconjuntos de linfocitos en 26 pacientes con hipertension y/o dislipidemia dentro de un ensayo
cruzado, aleatorizado, doble ciego y controlado con placebo, luego de consumir 1,44 g de Lingzhi
en capsulas al dia durante 12 semanas. Los autores reportaron que el hongo fue bien tolerado v,
si bien no se observaron cambios significativos en varias de las variables, este tratamiento
disminuyo la resistencia a la insulina; asi, podria tener efectos antidiabéticos leves y mejoradores

de la dislipidemia, como se demostré anteriormente en algunos estudios con animales.™

Una revision sistematica que evalué mediante busquedas en un amplio conjunto de bases de datos
los beneficios reales de G. lucidum en el tratamiento del cancer no encontro evidencia suficiente
para justificar el uso de G. lucidum como tratamiento de primera linea para esta enfermedad. Sin
embargo, concluyd que podria administrarse como complemento del tratamiento convencional,
dada su capacidad para potenciar la respuesta antitumoral y estimular la inmunidad,
principalmente mediante el aumento de las proporciones de CD3, CD4 y CD8 (Jin et al., 2016).
Otro meta-andlisis, realizado mediante una busqueda sistematica en siete bases de datos de
ensayos controlados aleatorizados hasta mayo de 2019, concluy6 que los productos a base de G.
lucidum podrian aumentar la sobrevida y la calidad de vida en pacientes con cancer, con efectos
secundarios minimos. Los autores destacan la necesidad de realizar nuevos ensayos controlados
aleatorios de alta calidad, que incluyan muestras de mayor tamafio, de diferentes continentes,
sobre diversos tipos y estadios de cancer a fin de evaluar a fondo los efectos de estos productos

(Zhong et al., 2019). En particular, un estudio piloto en 48 pacientes con cancer de mama y fatiga

15 E1 efecto antiviral de G. lucidum también ha sido evaluado clinicamente. No obstante, estos ensayos utilizaron un
blend de extractos de hongos, por lo que, nuevamente, los efectos podrian no deberse solo a G. lucidum. Uno de estos
estudios reporta que la combinacion de T. versicolor y G. lucidum (400 mg de polvo de basidioma por dia durante 2
meses) aumenta la eficacia de la eliminacién del VVPH oral (serotipos 16 o 18), siendo una terapia eficaz para prevenir
las recurrencias de infecciones por herpes simple y reducir el riesgo de desarrollar carcinoma oral (Donatini, 2014).
Otro,hallé que la administracion diaria de 2,2 g de un extracto acuoso de G. lucidumy 5 hierbas a pacientes que padecian
herpes genital y labial reducia el tiempo necesario para obtener alivio de los sintomas (Hijikata et al., 2007).
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relacionada con la enfermedad que recibieron terapia endocrina, incluido en este Gltimo meta-
andlisis, sugiere que el polvo de las esporas de G. lucidum puede tener efectos beneficiosos sobre
la fatiga y la calidad de vida, sin provocar efectos adversos significativos (Zhao et al., 2012). Por
otro lado, Deng et al. (2021) hallaron en un estudio prospectivo en 120 pacientes con cancer de
mama y pulmén que la combinacién de una proporcién alta de albimina/globulina y una
proporcion baja de neutréfilos/linfocitos podria predecir el beneficio inmunol6gico del
tratamiento con polvo de esporas G. lucidum en pacientes posoperatorios con estos tipos de

canceres, relacionado con la supervivencia libre de progresién y la supervivencia general.

5.1.2. Polisacaridos de Ganoderma en el mantenimiento de la salud

Los polisacaridos activos de G. lucidum se encuentran mayoritariamente en la forma de -
glucanos, capaces de inducir la respuesta inmune innata y adaptativa. Mientras que los triterpenos,
también conocidos como acidos ganodéricos, han sido asociados a la actividad citotdxica directa
de G. lucidum contra una amplia variedad de lineas celulares cancerigenas (Jin et al., 2016), los
polisacéridos estarian implicados en esta actividad mediante mecanismos indirectos; asi, tendrian
un efecto inmunomodulador via inhibicion de la ADN-polimerasa, inhibicion de la modificacion
postranslacional de la oncoproteina Ras, 0 mediante la induccién de anticuerpos hacia epitopos
tumorales (Li et al., 2018). Segun reportes, los polisacaridos de Ganoderma ejercen funciones
inmunomoduladoras Unicas relacionadas a la activacion de la respuesta inmune. Ademas de unirse
a receptores de dectina-1, a TLR o MR en fagocitos mononucleares y células presentadoras de
antigenos, también median sus efectos a través de CR3 de granulocitos, neutrofilos y células NK.
Mas aln, pueden activar directamente células inmunes como los linfocitos (LT, LB y NK) y los
neutrofilos, a la vez que suprimen la exacerbacion de la respuesta inmune causada por los ciertos
estimulos (Ren et al., 2021). Se cree que los polisacaridos de G. lucidum desencadenan un
mecanismo antitumoral indirecto, en el que se altera el sistema inmunolégico del hospedador para
atacar a las células tumorales (Hong et al., 2004). En particular, las ramificaciones de las cadenas

de los betaglucanos acttan sobre el receptor del complemento tipo 3 (CR-3), interviniendo sobre
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una serie de mediadores de sefializacion molecular'® (Hong et al., 2004). El reconocimiento de
los betaglucanos sobre el receptor de dectina-1 y el TLR-2 desencadena una mayor maduracién
de las células dendriticas (CD) y un aumento de la fagocitosis (Brown, 2006; Gantner et al., 2003).
Posteriormente, su accion incrementa la produccién de citoquinas y la citotoxicidad de las células
NK esplénicas (Chan et al., 2007). Todos estos refuerzos inmunoldgicos contribuirian a las

propiedades antitumorales de G. lucidum (Jin et al., 2016; Sliva, 2003).

Se ha demostrado que la administracion oral de polisacéaridos de G. lucidum puede promover la
inmunomodulacién y la actividad antitumoral. Dado alto peso molecular, y al tratarse de
macromoléculas no absorbibles en su estado "nativo”, es de esperarse que estos estén implicados
en la regulacion de la respuesta inmune a nivel local en la mucosa entérica (H. Zhao et al., 2010).
La mucosa del intestino delgado humano constituye la primera barrera contra las infecciones,
juega un papel importante en la regulacién de la homeostasis de los ambientes interno y externo
(Kagnoff, 1996), y se encuentra densamente poblada por linfocitos y otras células que forman el
“sistema inmune mucoso”. Este sistema presenta cierta autonomia y difiere en varios aspectos del
sistema inmune periférico. De hecho, en estudios en in vivo en ratones se ha reportado que el
efecto inmunomodulador de los PS de G. lucidum se debe principalmente a la regulacién de la
respuesta inmune de la mucosa intestinal, actuando sobre las linfocitos intraepiteliales y placas
de Peyer (H. Zhao et al., 2010). Ademas, estos actuarian regulando la composicién de la
microbiota y manteniendo la integridad de la barrera intestinal (Chang et al., 2015). Segun
ensayos de fermentacién in vitro los PS del basidioma de G. lucidum tendrian efecto prebidtico,
al ser utilizados por la microbiota fecal humana como fuente de energia y promover
significativamente el crecimiento de Bacteroidetes (en particular de las bacterias comensales
Bacteroides ovatus y B. uniformis) y Firmicutes, y la produccion de metabolitos antiinflamatorios
(YYang et al., 2022). Del mismo modo, Jin et al. (2017) reportaron que los PS extraidos del micelio

de G. lucidum pueden mejorar la funcién de barrera mecénica intestinal al regular positivamente

16 como el NF-«B, la proteina quinasa activada por mitogenos (MAPK) y la proteina quinasa C (PKC) que, a su vez,
activan la respuesta del sistema inmunolégico para la proliferacion de células inmunes
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la expresion de ocludina y la disminuir la permeabilidad intestinal, ademas de regular las
funciones de la barrera inmunolc’)gica”; aun mas, podrian modular las funciones de la barrera
bioldgica intestinal aumentando la abundancia de microbiota, disminuyendo la relacion

Firmicutes/Bacteroidetes e induciendo cambios en bacterias intestinales especificas.

Respecto a la evaluacion en humanos, se llevd a cabo un ensayo clinico multicéntrico,
aleatorizado, doble ciego y con placebo para evaluar la eficacia y seguridad del producto
comercial Ganopoly®, con 25 % de PS crudos del basidioma de G. lucidum, en pacientes con
cancer de pulmoén avanzado. El tratamiento consistié el consumo durante 12 semanas de 1,8 g al
dia de Ganopoly o de placebo. Los investigadores concluyeron que el producto comercial podria
ser utilizado como coadyuvante en el tratamiento de ese tipo de cancer (Gao et al., 2003)*, en
linea con lo propuesto por Jin et al. (2016) para G. lucidum en la terapia anticancerigena. Por otro
lado, al comparar el efecto sobre la proliferacién y el metabolismo de los microorganismos
intestinales entre el extracto acuoso y alcohélico de esporas de G. lucidum, ricos en PS y
triterpenoides, respectivamente, se demostré que el primero posee efectos promotores del

metabolismo mas fuertes y mejores propiedades antiinflamatorias (Cai et al., 2021).

Otras aplicaciones terapéuticas fueron también evaluadas clinicamente. Asi, el tratamiento con
Ganopoly durante 8 semanas resulto significativamente superior al placebo en la mejoria clinica
de los sintomas de la neurastenia, patologia caracterizada por un sindrome de fatiga cronica. Por
otro lado, Sargowo et al. (2018) hallaron que el consumo durante 90 dias de un péptido
polisacéarido de G. lucidum (750 mg dia™, equivalente a 180 mg de p-D-glucano) es un potente
antioxidante contra la patogénesis de la aterosclerosis en pacientes de alto riesgo y con angina
estable. Si bien los efectos benéficos de los PS de Ganoderma a través de la modulacion de la

microbiota y de la integridad intestinal han sido evaluados en numerosos modelos animales de

17 Mediante el aumento de la expresién de NF-kB e Inmunoglobulina A (IgA) secretoria en el ileon, y los niveles de
séricos de IFN-g, IL-2 e IL-4.

18 |_a administracion de Ganopoly resulté en un aumento significativo (p < 0,05) de la reactividad mitogénica de los
linfocitos a la concanavalina A, el porcentaje de CD3 y la actividad de células NK, pardametros permanecieron sin
cambios o incluso disminuyeron en el grupo de control.
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salud y enfermedad (Chang et al., 2015; Ding et al., 2017; Guo et al., 2021; Jin et al., 2019; Luo
et al., 2018; Meneses et al., 2023; F. Ren et al., 2021; Sang et al., 2021; Yao et al., 2021), esta

propiedad medicinal no ha sido aun estudiada en ensayos clinicos.

5.1.3. Seguridad del consumo de productos a base de Ganoderma

G. lucidum y varias especies relacionadas son, sin dudas, fuentes prometedoras de nuevos
alimentos funcionales, nutracéuticos e incluso farmacos. Los estudios de toxicidad aguda,
toxicidad subcrénica y tests genéticos realizados sobre diversos compuestos (B-glucanos,
polisacaridos, péptidos polisacaridos, triterpenos) y productos (extractos de micelio, basidiomas
0 esporas) de G. lucidum no han demostrado toxicidad ni efectos adversos (Chen et al., 2011;
Chiu et al., 2000; Kim et al., 1986; Smina et al., 2011; Wihastuti et al., 2016, 2015, 2014), han
provocado efectos secundarios insignificantes o baja toxicidad en dosis experimentales
extremadamente altas'® (Gill y Rieder, 2008; Meneses et al., 2023). En los ensayos antes
mencionados de Wachtel-Galor et al. (2004a, 2004b) no se observo evidencia de toxicidad
hepatica, renal o sobre el ADN en pacientes sanos hasta por 4 semanas de consumo de Lingzhi.
Otro ensayo clinico controlado evalué la seguridad y tolerancia de la administracion oral de
capsulas de extracto de G. lucidum en 16 voluntarios sanos, que recibieron 2 g del extracto o
placebo dos veces al dia durante 10 dias consecutivos; como resultado, no se observaron efectos
adversos después de la ingesta del extracto en comparacion con el grupo placebo (Wicks et al.,
2007). Asimismo, en el meta-analisis realizado por Jin et al. (2016) se sefiala la buena tolerancia
de G. lucidum en pacientes con cancer de pulmdn, con eventos adversos menores que ocurren
solo esporddicamente; ademas, no se observo toxicidad significativa en todos los estudios
analizados. No obstante, si bien se han determinado y recomendado dosis y formas de dosificacion
eficaces para el consumo humano, no se han llevado a cabo adn estudios exhaustivos de vigilancia

postcomercializacion (Meneses et al., 2023).

19 Como DLs0 38,3 g kg™.
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Choi y Sa (2000) reportaron el aislamiento de una metaloproteasa del micelio de G. lucidum con
actividad anticoagulante y capaz de hidrolizar la fibrina y el fibrindgeno humanos, que podria
aplicarse clinicamente en la fibrindlisis. Estudios posteriores in vivo e in vitro sugirieron que la
actividad antitrombdtica de esta proteasa se deberia a la inhibicion de la agregacion plaquetaria
mas que al efecto anticoagulante (Kumaran et al., 2011). Varias investigaciones han demostrado
que G. lucidum puede comprometer la hemostasia. Se ha reportado una sospecha de interaccion
entre un extracto de G. lucidum consumido durante la terapia con warfarina en un paciente
hemodializado (Manno y Montinaro, 2020). Asimismo, otras especies de Ganoderma, como G.
japonicum, potencian los efectos de la warfarina por mecanismos heterogéneos, por lo que no
deben utilizarse en pacientes en tratamiento con anticoagulantes orales y/o antiagregantes
plaquetarios, alertando a la comunidad cientifica sobre los efectos adversos causados por la

interaccion entre la medicina herbaria y la terapia convencional (Argento et al., 2000).

Por otro lado, se reportd un caso de hepatotoxicidad en una paciente que habia comenzado a tomar
una formulacion en polvo de G. lucidum cuatro semanas antes de desarrollar sintomas. Se
concluyé que la toxicidad hepética fue probablemente debido al efecto téxico de la formulacion
en polvo, ya que los parametros hepaticos mejoraron tras suspender el producto, y la biopsia
hepatica fue compatible con dafio inducido por farmacos (Yuen et al., 2004). En otro reporte de
caso, un paciente de 19 afios sin tratamiento medicamentoso previo, diagnosticado con lesién
hepatica colestasica, refiere la ingestion durante un afio de café premezclado con extracto de G.
lucidum como energizante y para perder peso. Ante la ausencia de hepatotoxinas concomitantes,
junto con la mejora progresiva después de discontinuar la ingesta del agente causante, se atribuy6
la causa de la hepatotoxicidad a la ingestién prolongada de Lingzhi (Tay et al., 2022). También
se informd un caso de hepatitis fulminante en una mujer de 47 afios con esquizofrenia, bajo
tratamiento cronico con litio, perfenazina y trihexifenidilo. Durante varios afios habia consumido
una decoccion de Lingzhi sin efectos adversos, pero dos meses antes del incidente comenzé a

ingerir polvo de Lingzhi (una capsula de 400 mg de extracto por dia (Wanmuang et al., 2007).
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La hepatotoxicidad, tanto en las lesiones hepéticas inducidas por farmacos (LHIF) como en las
inducidas por hierbas (LHIH), puede ocurrir de dos modos: de forma intrinseca (relacionada con
el farmaco o hierba) e idiosincrasica (por interaccion entre el farmaco o hierba y los factores del
paciente. EI mecanismo intrinseco es méas predecible, con un efecto directo dependiente de la
dosis en horas o dias. Las reacciones idiosincrasicas son independientes de la dosis,
impredecibles, con un inicio variable de dias a meses (Roth y Ganey, 2010). Aungue los
mecanismos de dafio hepatico son similares en ambos tipos de lesiones, en las LHIH el
comportamiento es mas variable debido a la falta de consistencia en dosis y a la posible
contaminacion durante la preparacion del producto (Tay et al., 2022). Es probable que, en algunos
casos, la toxicidad hepatica se deba a ingredientes adicionales en la formulacion en polvo, comin
en hierbas medicinales (Yuen et al., 2004). No puede descartarse una LHIH ya que al consumo
prolongado puede dar lugar a una dosis acumulada elevada (Tay et al., 2022). ElI consumo
concomitante de sustancias que inducen a las enzimas del citocromo P450 puede aumentar
sinérgicamente la produccion de metabolitos toxicos derivados del polvo de Lingzhi. En el caso
de la hepatitis fulminante, la ingesta prolongada podria provocar lesiones repetitivas de las células

hepaticas y, posteriormente, una necrosis zonal extensa (\Wanmuang et al., 2007).

La actividad hepatotdxica del polvo de Reishi debe ser monitoreada, ya que la preparacion en
polvo continda ganando popularidad por su facilidad de consumo en comparacion con las
preparaciones mediante ebullicion prolongada (Wanmuang et al., 2007). Por otro lado, las
creencias culturales y el conocimiento de lo que puede o no ser una hepatotoxina lleva, en muchos
casos, a que los pacientes omitan mencionar el consumo de este tipo de productos ante la aparicion
de un evento adverso. Ademas, G. lucidum goza de buena reputacion por su efecto
hepatoprotector, aunque no existe evidencia cientifica concluyente en humanos. En términos
generales, ante la ausencia de un biomarcador especifico, es necesario realizar investigaciones

que evallen la exposicion a diversos medicamentos y productos herbales (Tay et al., 2022).

Seguridad del consumo de polisacaridos de Ganoderma. Koy Lin (2004) evaluaron los niveles

de B-1,3-glucanos en 17 productos de seis grupos de alimentos, como cereales, legumbres,
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tubérculos, verduras, frutas y setas. Como resultado, se observé que este tipo de glucanos se hayan
presentes en niveles significativos de forma natural en varios alimentos, incluyendo los hongos
comestibles como el Shiitake, Maitake (Grifola frondosa), Sparassis crispa y variedades de
Tremella fucifomis. Al estudiar la digestion y fermentacion gastrointestinal in vitro de PS del
basidioma de Ganoderma atrum se observé una disminucion del peso molecular, sin que ocurra
liberacion de monosacaridos durante el periodo estudiado. Los autores concluyeron que el PS no
es degradado completamente en el tracto digestivo superior, y puede asi descomponerse y
utilizarse en el intestino grueso (Ding et al., 2017). Por otro lado, se ha sefialado que la
disminucién del Mw luego de la digestion puede deberse a la destruccion de aglomerados mas
que a la alteracion de los enlaces glicosidicos (Cai et al., 2021). En conjunto, la evidencia indicaria
gue estos PS no ingresan (al menos en su forma nativa) a la circulacién sistémica, y que, ademas,
conservan minimamente su estructura primaria al llegar al intestino grueso. La FDA, por su parte,
ha sefialado que existe suficiente evidencia cientifica cuali y cuantitativa, para determinar la
seguridad del uso de los B-glucanos de hongos, basadndose en toda la informacion disponible,
como estudios de toxicidad en animales, en humanos e in vitro (Food and Drug Administration,
2009). Se ha sugerido que, en un sentido amplio, la seguridad de los PS de los macromicetes

depende de su origen, del método de extraccion y de su pureza (Zhao et al., 2023).

En un estudio de toxicidad oral en ratas, luego de la administracion por 30 dias de PS del
basidioma de G. lucidum no se reportaron sintomas clinicos anormales, muertes, ni diferencias
significativas en el peso corporal y la tasa de ingesta de alimentos. Tampoco se encontraron
diferencias significativas en valores clinicos ni se observé mutagenicidad (J. Zhang et al., 2016).
Por otro lado, en un estudio de toxicidad subcronica en ratas del B-glucano de G. lucidum
(Immulink MBG), la administracién oral diaria (por sonda forzada) del PS en niveles de hasta
2000 mg Kg* dia* durante 13 semanas no se asocid con signos de toxicidad (Chen et al., 2011).
Se ha sugerido un nivel sin efectos adversos observados (NOAEL) de 2000 mg de glucanos de
hongos por Kg de peso corporal por dia, y una ingesta diaria estimada, para los usos previstos, de

678,4 mg por persona por dia (16,4 mg Kg de peso corporal™? dial). De este modo, la ingesta
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estimada es mas de 120 veces menor que el NOAEL, vy, si se ingiere diariamente durante toda la

vida, se considera segura (Food and Drug Administration, 2011).

Respecto a la evaluaciéon en humanos, en un ensayo clinico realizado para evaluar la eficacia y
seguridad del producto comercial Ganopoly® en 34 pacientes con cancer de pulmoén avanzado,
se administraron 600 mg de Ganopoly (conteniendo un 25 % de polisacéridos crudos) tres veces
al dia durante 12 semanas; como resultado, se observaron tres episodios de toxicidad leve (dos
casos de nauseas y uno de insomnio) en el grupo tratamiento, mientras que se observé un episodio
de vomitos en el grupo control (Gao et al., 2003). Por otro lado, Immulink MBG, un 1-3,1-6--
D-glucano derivado del micelio de G. lucidum, fue patentado y reconocido como seguro (GRN
413) con la recomendacion de una cantidad de 150 mg de B-glucanos por toma segun lo dispuesto

por la FDA (Food and Drug Administration, 2011).

5.1.4. Otros componentes bioactivos de Ganoderma

Los triterpenoides de G. lucidum, como los acidos ganodéricos (GA), tienen similitud estructural
con las hormonas esteroides y exhiben un amplio espectro de propiedades anticancerigenas. Zhao
et al. (2018) reportaron que estos compuestos podrian suprimir la proliferacion celular, inducir el
arresto de ciclo celular y la apoptosis, inhibir la angiogénesis y la invasion cancerigena, y
estimular la inmunidad mediante vias de sefializacion trasduccional relacionadas. Se ha sugerido
gue muchos de estos triterpenoides contrarrestan la metastasis (Min et al., 2000). Ademas de los
triterpenos totales extraidos de G. lucidum, algunos triterpenos aislados y modificados exhiben
importantes actividades citotoxicas, y estudios preclinicos recientes han identificado los
mecanismos moleculares por los cuales acttan sobre diferentes tipos de cancer (Cheng y Sliva,
2015). Una investigacion demostré que un extracto enriquecido con ganoderiol A, extraido de G.
lucidum, inhibe la migracion y la adhesion de células de cancer de mama altamente metastésicas
a dosis no toxicas (Wu et al., 2013). Smina et al. (2011), por su parte, reportaron que la fraccién
total de triterpenos aislada de G. lucidum posee un potente poder antioxidante in vitro e in vivo,

efectivo para eliminar la mayoria de los radicales libres. Los autores destacan la capacidad de
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estos compuestos de eliminar superdxidos, y asi prevenir la formacién adicional de radicales

altamente reactivos y tdxicos para los organulos y las membranas celulares.

Los estudios de toxicidad oral aguda y subaguda sobre los triterpenos totales no hallaron sintomas
de toxicidad, cambio de comportamiento ni mortalidad de los animales en todas las dosis
probadas, ni cambios significativos en los parametros hematoldgicos y bioquimicos en
comparacion con el grupo control, respectivamente (Smina et al., 2011). En un estudio
farmacocinético de los triterpenos presentes en un extracto de G. lucidum, dos GA fueron
detectados en el plasma luego de varios minutos después de la administracion oral en voluntarios
varones. Estos mostraron una rapida absorcion en el tracto gastrointestinal (Tmax = 30 min), y una
vida media de eliminacién corta (<40 min). Se determind, ademas, una baja biodisponibilidad
oral, posiblemente debido a su extenso metabolismo de primer paso hepético y a la conversion

parcial en metabolitos por parte de las bacterias intestinales (Teekachunhatean et al., 2012).

Por otro lado, se han purificado varios péptidos bioactivos de Ganoderma, incluyendo Ling Zhi-
8 (LZ-8)?y la lectina de Ganoderma capense (GCL)?! (Wong et al., 2014). Ling Zhi-8 (LZ-8),
derivado de G. lucidum, demostr6 actividad inmunosupresora in vitro en un cultivo mixto de
linfocitos humanos. Ademas, se observé que posee un efecto significativo sobre la inmunidad
celular, al retrasar el proceso de rechazo de aloinjertos. Esta proteina ha mostrado menor
nefrotoxicidad que otras sustancias inmunosupresoras como la ciclosporina A (van der Hem et
al., 1995). GCL, por su parte, posee una secuencia N-terminal con una ligera similitud con una
lectina de G. lucidum y con proteinas inmunomoduladoras fungicas de Flammulina velutipes y
Volvariella volvacea (Huang et al., 2009; Tanaka et al., 1989). Se ha sugerido que los péptidos
de G. lucidum son sus principales componentes antioxidantes, siendo mas eficaces en la
eliminacion de radicales hidroxilos que las fracciones de PS y de proteinas con un Mw mas alto

(Sutkowska-Ziaja et al., 2023). Estos péptidos podrian desempefiar un papel importante en la

20 polipéptido de 12 kDa, compuesto por 110 residuos de aminoécidos, con un extremo amino acetilado y capacidades
inmunomoduladoras.
21 18 kDa.
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inhibicién de la peroxidacion lipidica por a sus efectos antioxidantes, quelantes de metales y
eliminadores de radicales libres (Sun et al., 2004). Varias proteinas y péptidos aislados de
productos naturales han sido aislados y caracterizados, pero sélo unos pocos estan disponibles

como productos farmacéuticos, y son de administracion parenteral.

5.1.5. La microbiota. Idea de holobiontes

La idea de simbiosis, en la que distintas especies conviven intima y colaborativamente, se remonta
al siglo XIX. Inicialmente, existia una lista finita de simbiontes, que ha crecido hasta tal punto
que, actualmente, se sabe que casi todos los organismos multicelulares, e incluso algunos
unicelulares, poseen simbiontes. El término holobionte, que originalmente referia a una entidad
bioldgica simple que involucraba un hospedador y un Unico simbionte heredado, fue luego
ampliado para definir a un hospedador y sus comunidades de microorganismos asociadas,
también llamada microbiota; esta Ultima incluye desde interacciones mutualistas hasta
parasitarias. Un hospedador y su microbiota constituyen asi un holobionte (Simon et al., 2019).
A partir de este concepto, y de su implicancia en diferentes disciplinas, la biologia esta
atravesando un cambio de paradigma, donde los fenotipos individuales se consideran el resultado
de la expresién conjunta del genoma del hospedador y de los genomas microbianos asociados
(Bordenstein y Theis, 2015; Simon et al., 2019), es decir, del hologenoma (Lloyd-Price et al.,
2016; Zilber-Rosenberg y Rosenberg, 2008; The Human Microbiome Project Consortium, 2012).
El concepto de holobiontes ha generado debate. Para algunos, deben considerarse como unidades
de seleccion estables, superorganismos dentro de los cuales existen interacciones entre los
miembros que lo componen, como la cooperacion y el mutualismo (Bordenstein y Theis, 2015).
Una teoria opuesta establece que los holobiontes son entidades bastante inestables, donde las
interacciones son determinadas por el antagonismo, el mutualismo y el azar (Douglas y Werren,

2016; Foster et al., 2017; Moran y Sloan, 2015). Una postura consensuada establece que los

145



rapidos cambios gendémicos en la microbiota facilitan la adaptacion de los holobiontes a

condiciones ambientales cambiantes (Rosenberg and Zilber-Rosenberg, 2018).22

En el ser humano, los microorganismos (incluyendo bacterias, virus, hongos, arqueas y protozoos)
representan aproximadamente el 57 % de las células del cuerpo. La mayoria de ellos viven en el
intestino y representan solo entre el 1 %y el 3 % de nuestra masa corporal, a pesar de hallarse en
una cantidad cernada a 37 billones (Lloyd-Price et al., 2016). En particular, el genoma humano
contiene alrededor de 20000 genes, aunque si se considera su hologenoma, el nimero asciende a
33 millones (Simon et al., 2019). La microbiota ha ganado reconocimiento por su relevante papel
en la salud del hospedador, y una aplicacién importante se relaciona con la prevencion y el
tratamiento de enfermedades mediante la restauracion de sus alteraciones. Ademas, se ha
abordado la importancia del mantenimiento del equilibrio hospedador-microbiota, y de como su

perturbacién puede llevar a estados de enfermedad (van de Guchte et al., 2018).

Microbiota y salud. La microbiota intestinal constituye un ecosistema complejo en constante
interaccion reciproca con los sistemas inmunoldgico, neuroendocrino y neuronal del hospedador.
En un sentido mas amplio, multiples factores afectan la composicion del microbioma intestinal
(esto es, el conjunto formado por los microorganismos, sus genes y sus metabolitos en un nicho
ecoldgico dado) y las modificaciones sobre esos factores pueden conducir a cambios funcionales
significativos en los sistemas implicados y provocar enfermedades (Ochoa-Reparaz et al., 2020).
La disbiosis de una comunidad microbiana puede considerarse como una perturbaciéon que
provoca una desviacién del equilibrio ecosistémico (Petersen y Round, 2014), de modo que se
prolonga, exacerba o induce un efecto perjudicial para la salud (Lloyd-Price et al., 2016). Se han
propuesto mecanismos desencadenantes de la disbiosis intestinal en relacién con el desbalance
inmunitario. Ante la presencia de patdgenos en la luz intestinal las CD capturan los antigenos a

través de células epiteliales, que luego son procesados y presentados a las células T,

22 pe hecho, interacciones estrechas y persistentes posibilitan el intercambio de material genético (Sitaraman, 2018).
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desencadenando su activacion. Los LT activados estimulan la secrecion de citocinas por las
células epiteliales, lo que a su vez aumenta la produccién de péptidos antimicrobianos. Junto con
las CD, las células T también pueden activar a los LB, transformandolas en células plasmaticas
productoras de IgA, lo que proporciona mayor resistencia contra la invasion de patdgenos. Sin
embargo, si las células inmunes contindian activandose o los patégenos estimulando el sistema
inmunolégico el funcionamiento de las células reguladoras puede verse suprimido, lo que lleva a
una inflamacion cronica y al desarrollo de enfermedades metabdlicas, de enfermedad inflamatoria

intestinal (EIl) y tumores (Zhao et al., 2023).

Entre los factores que afectan la estructura de la comunidad microbiana se encuentran la genética
del hospedador, la dieta, la ocurrencia de infecciones y las intervenciones médicas (como el
consumo de antibidticos). En un sentido mas amplio, se ha sugerido que la disbiosis ocurre, en
primer lugar, ante la alteracion de la estructura de la microbiota y, posteriormente, de la relacion
coevolutiva entre el sistema inmunolégico y los simbiontes albergados (Petersen y Round,
2014)%. En el microbioma intestinal, la disbiosis puede provocar un aumento de la permeabilidad
intestinal (un "intestino permeable™), de los lipopolisacaridos (LPS) y de moléculas
proinflamatorias. Se han documentado alteraciones en la funcién de la barrera intestinal en
trastornos inflamatorios o ulcerosos como el sindrome del intestino irritable, la enfermedad
celiaca o alergias alimentarias. Ademas, la disbiosis se ha observado en condiciones patol6gicas
que van desde la obesidad hasta el autismo, donde no necesariamente hay cambios metabélicos
en las funciones de la mucosa intestinal (Camilleri, 2019; Maruvada et al., 2017). Si bien se ha
visto que ciertos nutrientes, prebidticos e incluso extractos de plantas mejoran la funcion de
barrera de esta mucosa, no existen aun tratamientos farmacol6gicos validados, ni se ha
demostrado el impacto de restaurar esa funcion en la mejora de enfermedades gastrointestinales

locales o sistémicas (Camilleri, 2019).

23 |a dishiosis ha categorizado en tres tipos: la pérdida de organismos microbianos beneficiosos, la expansion de
patobiontes o de microorganismos potencialmente dafiinos, y la pérdida de la diversidad microbiana.
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La dieta juega un papel fundamental en la composicién de la microbiota col6nica, ya que la
mayoria de los microorganismos comensales obtienen energia degradando compuestos dietéticos
complejos, especialmente fibra dietaria. Esta ha sido la base o durante mucho tiempo de
intervenciones nutricionales por sus numerosos beneficios para la salud, especialmente en la
disbiosis. El término "fibra" abarca una amplia gama de compuestos quimicamente variables,
desde oligosacéaridos relativamente simples hasta moléculas complejas con alto peso molecular y
enlaces quimicos especificos. Las propiedades fisicoquimicas y quimicas de las diferentes fibras
dietéticas varian considerablemente segln su origen y su procesamiento, lo que influye en sus

caracteristicas funcionales y su utilidad clinica (Hamaker y Tuncil, 2014; Kok et al., 2023).

En los ultimos afios, se han realizado numerosos ensayos controlados aleatorizados que utilizan
cultivos y/o técnicas microbiol6gicas moleculares para evaluar el efecto de las intervenciones con
fibra dietética en la microbiota intestinal de adultos sanos (So et al., 2018)?*. En conjunto, las
observaciones sugieren que los beneficios de su consumo probablemente estén mediados por
grupos microbianos especificos (Kok et al., 2023). Sin embargo, a menudo los resultados suelen
ser inconsistentes debido a errores de procedimiento o en la toma inicial de los datos del individuo
(So et al., 2018), o a la falta de estandarizaciéon sobre la naturaleza quimica de las fibras
empleadas, por lo que las recomendaciones actuales de fibra dietética son frecuentemente
limitadas y en ocasiones contradictorias, a la vez que no indican tipos especificos y dosis de estos
nutrientes en el tratamiento de trastornos gastrointestinales. Ademas, varios estudios han
demostrado que estas intervenciones son efectivas solo en un subconjunto de personas
(Kovatcheva-Datchary et al., 2015; Nguyen et al., 2020), posiblemente por la complejidad e
individualidad del microbioma intestinal, asi como a la ausencia de taxones clave o genes
funcionales en los individuos no respondedores (Maldonado-Gémez et al., 2016; Ze et al., 2012).
Todo esto sugiere la necesidad de intervenciones dietarias personalizadas, ya sea a nivel

individual o para poblaciones definidas (Kok et al., 2023).

24 |as dosis evaluadas varian entre 1,2 g dia’l y 50 g dial, y los periodos de tratamiento van desde varios dias hasta
meses.
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Clasificacion de la microbiota intestinal. La composicion de la microbiota intestinal varia
significativamente entre individuos en tiempo y espacio. Con el auge de las investigaciones sobre
la microbiota comenzo a debatirse si la variacion interindividual se manifiesta como un continuo
de diferentes composiciones comunitarias, o si la microbiota intestinal individual se congrega
preferentemente alrededor de ciertas composiciones comunitarias, equilibradas y estables que
permiten su clasificacion en todo el mundo. Frente a este interrogante, Arumugam et al. (2011)
propusieron el concepto de enterotipo, luego de analizar muestras de diferentes poblaciones,
secuenciadas utilizando tres tecnologias diferentes a partir del gen ARNr 16S, y descubrir que
esas muestras podian dividirse en tres grupos claramente independientemente de la edad, género,
origen cultural y geografia. Esa clasificacion establecid tres enterotipos; el Enterotipo 1, con
predominancia de Bacteroides y representantes de géneros microbianos con amplio poder
sacarolitico, que obtienen energia principalmente de los carbohidratos y proteinas a través de la
fermentacidn; el Enterotipo 2, enriquecido en Prevotella, con representantes capaces de degradar
mucinas; y el Enterotipo 3, el mas frecuente y enriquecido en Ruminococcus, con especies capaces
de degradar mucinas y con abundancia de transportadores de membrana, principalmente de
azucares. De esta manera, se propuso que la variacion de la microbiota intestinal generalmente es
estratificada y no continua, lo que indica ademas la existencia de un numero limitado y
equilibrado de estados simbidticos entre microorganismos y hospedador, que podrian responder

de manera diferente a la dieta y a la ingesta de medicamentos.?®

25 En linea con esta investigacion, se estudio el efecto durante 10 dias de un cambio dietario basado en una dieta baja
en grasas y proteinas animales y rica en fibras vegetales en individuos caracterizados por el enterotipo 1. Como
resultado, se observé que, si bien se generaron cambios en la taxonomia y en la riqueza de la microbiota intestinal, no
hubo modificacion de enterotipo de 1 a 2 en ningin individuo durante el periodo del estudio, lo que demuestra
indirectamente el fuerte impacto del tipo de alimentos y la resiliencia de la estructura de los enterotipos en el tiempo
(Di Pierro, 2021). Tambien se analiz6 la microbiota de seis regiones corporales en muestras de hombres y mujeres
sanos de Rosario, Argentina, siendo el primer proyecto de estudio de la microbiota humana de poblaciones urbanas de
ingresos medios en América del Sur (Carbonetto et al., 2016). Si bien se hallaron diferencias entre las abundancias de
los grupos microbianos mas abundantes, se concluyd que la poblacion de esa regidn perteneceria al enterotipo 1, al
igual que el set de muestras estadounidenses con la que fue comparada (Carbonetto et al., 2016; Peterson et al., 2009).
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Sin embargo, la clasificacion de la microbiota en modelos con dos o tres enterotipos no es el (nico
modelo posible, y en estudios posteriores algunos autores han optado por agruparla segn un
modelo con cuatro enterotipos, mientras que otros han afirmado la existencia de un gradiente de
composicién, sin la segregacion de clusters evidentes (Costea et al., 2017). Por otro lado,
investigaciones adicionales demostraron que en el enterotipo 3 la dominancia no se centra en
Ruminococcus sino que se extiende hacia todo el filo Firmicutes (Di Pierro, 2021). Frente a estas
discrepancias se propone que la estabilidad es uno de los aspectos mas relevantes cuando se habla
del agrupamiento de la microbiota y/o de enterotipos. Una limitacion importante observada en la
mayoria de los estudios de enterotipos humanos es la falta de datos longitudinales, que impide
describir aspectos de estabilidad intrinsecos. En linea con lo mencionado, las evaluaciones
longitudinales realizadas durante al menos 6 meses han demostrado claramente que alrededor del
85 % de las muestras fecales no cambian en estructura ni enterotipo, y el aspecto de la fluidez
parece afectar s6lo al 15 % restante (Costea et al., 2017; Di Pierro, 2021). A pesar del continuo
debate sobre el concepto de enterotipos, éstos podrian convertirse en una herramienta para
comprender mejor la predisposicién de los individuos hacia determinadas patologias (Di Pierro,

2021).

Metabolismo bacteriano. Los humanos solo son capaces de digerir un pequefio grupo de
carbohidratos de la dieta relativamente simples, como almidon, lactosa y sacarosa, mientras que
la degradacién de los carbohidratos complejos es llevada a cabo en gran medida por la microbiota
intestinal (Grondin et al., 2017; Kaoutari et al., 2013), proceso que puede considerarse como de
“cosecha energética”. Las condiciones en el colon son particularmente favorables para la
fermentacidon de carbohidratos complejos debido al ambiente anaerdbico, a los largos tiempos de
transito y el bajo pH, junto con el bajo potencial redox (Bedu-Ferrari et al., 2022). La microbiota
intestinal humana produce miles de enzimas complementarias con diversas especificidades, que
les permite despolimerizar y fermentar carbohidratos, con una especializacion orientada al
metabolismo de los PS de la dieta (Desai et al., 2016). La fermentacién de los componentes de la

fibra dietaria genera la produccion de &cidos grasos de cadena corta 0 SCFA (short chain fatty
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acids), aminas, amonio, gases y fenoles, e induce la liberacion de energia y agua (Grondin et al.,
2017; Saura-Calixto, 2011). Los SCFA son el principal producto de la fermentacion de los PS,

gue involucran diversas vias en el metagenoma intestinal (Figura 39).

En la degradacion de carbohidratos complejos se encuentran implicadas un conjunto de proteinas
y enzimas llamadas CAZimas o CAZymes (carbohydrate-active enzymes)?® (Grondin et al.,
2017). Dos grupos de enzimas de este conjunto, clasificadas segun la especificidad de sustrato,
escinden los enlaces glicosidicos entre carbohidratos o entre un carbohidrato y un resto no-
carbohidrato; estan son las GH, mediante la insercién de una molécula de agua (hidrolisis), y las
PL, mediante un mecanismo de eliminacion. Asi, un estudio sobre un microbioma intestinal
humano recreado reveld que existen diferencias significativas en la capacidad de las bacterias
intestinales para descomponer los PS vegetales en comparacién con los glucanos de origen
animal, ya que las familias de GH mas representadas corresponden a enzimas que participan en
la descomposicion del almidén y otros glucanos de la pared celular vegetal. Cabe mencionar que
para la degradacion de glucanos de origen fungico a la fecha solo se hallé una familia de GH

dentro del microbioma, y con baja representacion (Kaoutari et al., 2013).

El mecanismo de degradacion de los glucanos que alcanzan la microbiota colénica comienza con
la unidn del PS a las proteinas de superficie de unién a glucanos y continGa con la degradacién
parcial de las moléculas unidas. Los oligosacaridos resultantes son luego incorporados al
periplasma celular mediante transportadores de la membrana externa, donde se produce la
despolimerizacion enzimatica hasta monosacaridos. Posteriormente, los mondmeros se importan
al citoplasma celular a través de transportadores de la membrana interna para luego continuar el
metabolismo downstream (Ndeh y Gilbert, 2018). Adicionalmente, la microbiota puede degradar
otras fuentes de carbohidratos que no provengan de la dieta. La mucosa intestinal contiene dos
capas, una poco adherente que sirve como habitat para la microbiota, y otra interna estéril,

estructura que en conjunto constituye la primera linea de defensa contra microbios comensales y

% Que incluye familias de glucésidos hidrolasas (GHs), glicosiltransferasas, polisacarido liasas (PLs), esterasas de
carbohidratos (CEs), auxiliares redox y médulos no cataliticos de unién a carbohidratos.
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patdgenos invasores. Los principales filos de la microbiota coldnica (principalmente reportado en
especies del género Bifidobacterium) degradan las proteinas altamente glicosiladas presentes en
la mucosa intestinal (mucinas), las cuales proporcionan una fuente de energia adicional o
alternativa para la microbiota intestinal distal, en especial durante condiciones de ayuno
prolongado (Kaoutari et al., 2013; Ndeh y Gilbert, 2018). Este ha sido sefialado como un proceso
dindmico en individuos sanos, en el cual la hidrdlisis de la capa mas luminal es acompafiada por
la renovacion de otra capa externa. No obstante, ciertas condiciones del entorno pueden favorecer
que las bacterias buscadoras de mucina degraden la capa mucosa y desencadenen la infeccion de
las células epiteliales subyacentes del tracto gastrointestinal. Existe evidencia de que un bajo
contenido de fibra dietaria conduce a una presién selectiva que favorece a los microorganismos
intestinales que no dependen de los carbohidratos ingeridos por el hospedador para obtener
energia. Asi, en modelos animales sometidos a una dieta baja en fibra se ha observado un cambio
de la degradacién de las fibras dietéticas hacia la degradacion de las mucinas intestinales, lo que
aumenta la probabilidad de colonizacion por parte de microorganismos patdgenos u oportunistas.
Por el contrario, los animales sometidos a una dieta alta en fibra presentaron una mayor actividad

funcional de multiples proteinas degradadoras de carbohidratos (Killinger et al., 2022).

Como se menciond anteriormente, los mondémeros obtenidos de la fermentacion anaerdbica de
los polisacaridos de la dieta son luego convertidos principalmente en SCFA, acidos carboxilicos
con colas alifaticas de uno a seis carbonos, siendo el acetato (C2), propionato (C3) y butirato (C4)
los més abundantes (Venegas et al., 2019). Los SCFA ejercen multiples efectos beneficiosos para
la salud; entre ellos, representan una fuente importante de energia, particularmente en el colon
(Bedu-Ferrari et al., 2022) proporcionando aproximadamente el 10 % de las calorias diarias
requeridas del humano. El butirato es el suministro energético preferido por los colonocitos en el
ciclo de Krebs y en la via de produccion de cuerpos cetonicos (Roediger, 1980), y también
mantiene la integridad de la barrera intestinal al promover la proliferacion celular, la apoptosis,
las uniones estrechas y la produccién de moco (Morrison y Preston, 2016) (Figura 39). Una vez

producidos en la luz intestinal, el acetato y el propionato son facilmente absorbidos por la pared
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del colon y metabolizados preferentemente en el higado, donde pueden incorporarse a vias de
biosintesis, como la del colesterol, la gluconeogénesis y la sintesis de acidos grasos de cadena
larga (Den Besten et al., 2013). Estos metabolitos pueden trasladarse a otros 6rganos como el
sistema nervioso central, donde pueden regular las respuestas inmunitarias. Asi, la existencia de
un "eje intestino-cerebro" sugiere que el microbioma posee un efecto sobre el comportamiento
del hospedador, incluida la interaccion mutua con los sistemas inmunoldgico y endocrino

(Niccolai et al., 2019b).

Los SCFA también actian como moléculas de sefializacién, al ser reconocidos por receptores

especificos del hospedador como los receptores acoplados a proteina G (GPRs)?’ (Brooks et al.,

2017). También, podrian desempefiar papeles cruciales en cada fase del proceso inflamatorio,
regulando la funcion de casi todos los tipos de células inmunes (Russo et al., 2019). Asi, inhiben
la expresion inducida por estimulos de moléculas de adhesion, la produccién de quimiocinas vy,
en consecuencia, suprimen el reclutamiento de monocitos/macrofagos y neutréfilos. En
particular, se ha demostrado que el butirato tiene un efecto antiinflamatorio tanto en las células
inmunitarias como en las células epiteliales intestinales (CEI) (Martin-Gallausiaux et al., 2018).
La funciones inmunomoduladoras mas beneficiosas de los SCFA sobre el tracto gastrointestinal
estan mediadas por la activacion directa de sus receptores GPRs (Brown et al., 2003)%. Los SCFA
han mostrado ademas de efecto inhibidor de la neuroinflamacion. Se ha observado que participan
en la maduracidn de la microglia y que tendrian un efecto en la mantencion de la integridad de

la barrera hematoencefalica (Ochoa-Reparaz et al., 2020).

Figura 39. Mecanismos directos e indirectos de los metabolitos bacterianos y su rol en el

mantenimiento de la integridad intestinal. Creado con https://www.biorender.com.

27 Algunos de esos receptores son expresados en células enteroendocrinas donde los SCFA activnr una serie de efectos
metabdlicos, como la produccién del péptido 1 similar al glucagon (GLP-1) y el péptido hormonal regulador del apetito.
28 Tal como se ha visto en modelos animales, el receptor GPR109A, presente macréfagos, CEIl y células dentriticas,
puede promover la diferenciacion de linfocitos T reguladores a partir de la union del butirato y la consecuente
produccion de IL-18 y de IL-10 (Singh et al., 2014).
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Sintesis de SCFA a partir de la degradacién de los carbohidratos. La proporcion molar de los
SCFA (60:20:20, acetato:propionato:butirato) es relativamente constante tanto en el colon como
en las heces (Den Besten et al., 2013), aunque se ha sefialado que el tipo y la suma de SCFA
producidos dependen de la cantidad de sustrato disponible para la microbiota y de la composicion
de la microbiota misma (Nicholson et al., 2012). Si bien la formacion de butirato y propionato en
el intestino deriva principalmente del metabolismo de los carbohidratos en la glucdlisis también
pueden originarse a partir del metabolismo de los acidos orgéanicos y de los aminoacidos (Den
Besten et al., 2013). El acetato es el SCFA mas abundante tanto en la luz intestinal como en la
circulacion periférica; es producido a partir del acetil-CoA derivado de la glucdlisis, y puede,
ademas, transformarse en butirato mediante la enzima butiril-CoA: acetil-CoA transferasa

(Venegas et al., 2019) (Figura 40).

El término loci de utilizacion de polisacaridos (PULS) refiere a grupos de genes colocalizados y
corregulados cuyos trascriptos orquestan la deteccion, captura, digestion enzimaética y transporte
de carbohidratos complejos (Bjursell et al., 2006; Martens et al., 2011; White et al., 2014). Los
PULs codifican un conjunto de proteinas de union a glicanos de la superficie celular,
transportadores, CAZimas y sensores de carbohidratos/reguladores de la transcripcion, cuya
complejidad aumenta con la de sus sustratos afines, y que pueden incluir enzimas auxiliares como

proteasas, sulfatasas y fosfatasas. La presencia de estos loci ha sido descripta en miembros del
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filo Bacteroidetes, filo dominante de la microbiota intestinal humana junto a Firmicutes. Los
PULs constituyen en los Bacteroidetes la principal estrategia de adquisicion de nutrientes y, por
lo tanto, estan intrinsecamente vinculados a la colonizacion de nichos nutricionales y al

establecimiento de ecosistemas microbianos (Grondin et al., 2017).

Un degradador primario es una bacteria capaz de sensar y degradar un carbohidrato complejo
gracias a una bateria enzimatica de la que carecen otras especies. Esta capacidad diferencial da
como resultado interacciones de cross-feeding, donde los degradadores primarios generan poli u
oligosacéridos que luego pueden ser fermentados por degradadores secundarios. Debido al alto
grado de diversidad estructural entre los carbohidratos no digeribles, cada PS complejo puede
tener varios degradadores primarios diferentes (Fernandez-Julia et al., 2022; Kaoutari et al.,
2013). Varios autores han establecido a los Bacteroidetes como los principales degradadores
primarios de numerosos PS complejos como el almidoén resistente (Bedu-Ferrari et al., 2022;
Fernandez-Julia et al., 2022; Kaoutari et al., 2013), aunque otros estudios sobre salvado de trigo,
almidén y mucina géastrica porcina sugieren que miembros del filo Firmicutes (como Clostridium
spp., Eubacterium rectale y Roseburia spp.) serian los principales implicados en la digestion
primaria de este tipo de carbohidratos (Leitch et al., 2007; Ze et al., 2012) . Por su parte, las
especies de Bifidobacterium actlan generalmente en el metabolismo de oligosacaridos en lugar

de PS complejos intactos (Fernandez-Julia et al., 2022) (Figura 40).

Figura 40. Mecanismos de sintesis de SCFA a partir del metabolismo de los carbohidratos.
La descripcion detallada de las rutas metabdlicas representadas se halla en el Anexo 4, Detalle de
Figura 40. B: Bacteroidetes; F: Firmicutes; FEP: fosfoenolpiruvato. Creado con

https://www.biorender.com.
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Modelos de estudio de la microbiota intestinal. La evaluacion de la composicion y de la
diversidad microbiana intestinal, y su impacto en la digestion de los alimentos, se ha centrado en
sus inicios en el analisis de muestras fecales, ya que estas se consideran representativas del
intestino grueso distal. Sin embargo, estos estudios no han proporcionado informacién sobre el
dinamismo o la funcionalidad de los procesos microbianos que ocurren in situ. Frente a esta
limitante, los modelos de fermentacidn in vitro se consideran herramientas Utiles para evaluar las
interacciones entre sustancias, tales como los ingredientes de la dieta y las poblaciones
microbianas en el entorno gastrointestinal (Verhoeckx et al., 2015). Los modelos de fermentacion
in vitro varian desde incubaciones por lotes de microbiota fecal bajo condiciones anaerdbicas
hasta modelos continuos mas complejos que involucran uno o maltiples quimiostatos conectados
e inoculados con microbiota fecal con control de pH, en representacién de las diferentes secciones

del colon humano (Venemay Van Den Abbeele, 2013; Verhoeckx et al., 2015).

Los modelos de fermentacion por lote resultan apropiados para evaluar la variabilidad
interindividual en la respuesta, proporcionan una evaluacion preliminar de los tipos de
metabolitos microbianos producidos y ayudan a dilucidar las vias metabolicas implicadas. Entre
sus limitaciones se encuentran las alteraciones en el lote por el agotamiento del sustrato y la
acumulacién de productos finales del metabolismo microbiano, siendo de poca relevancia en

simulaciones que requieran largos tiempos de incubacién. Por su parte, los modelos de
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fermentacion dinamica (SHIME®, SIMGI) se han desarrollado con el propésito de establecer in
vitro un ecosistema microbiano relativamente estable emulando las condiciones fisioldgicas.
Estos modelos son Gtiles para experimentos a largo plazo donde se busca evaluar la adaptacion
espacial y temporal como también el metabolismo de componentes de la dieta por parte de la
microbiota coldnica. Frente a los modelos por lote, presentan altos costos y requieren tiempos

prolongados de estandarizacion del proceso (Verhoeckx et al., 2015).

Recientemente, se ha desarrollado la simulacion ex vivo de la fisiologia y microbiologia del colon
Colon-on-a-plate® a fin de optimizar las simulaciones colonicas a corto plazo (hasta 48 h)
utilizando volumenes pequefios, al mismo tiempo que permite un amplio conjunto de lecturas,
incluidos cambios relativos y absolutos en la composicién de la comunidad microbiana hasta el
nivel de subespecie, el impacto en las interacciones microbioma-célula del hospedador mediante
ensayos secundarios en células humanas y las alteraciones en la produccion de metabolitos. Los
pequefios volumenes de ensayo facilitan el mantenimiento de la anaerobiosis y la prueba de un
gran namero de individuos y/o condiciones de prueba, lo que permite tener en cuenta las

diferencias interpersonales en términos de respuesta a un tratamiento (Perreau et al., 2023).

La seleccién del modelo apropiado dependera de los objetivos del estudio, considerando las
ventajas y limitaciones de cada tipo de sistema. Sea cual fuere el modelo a emplear, la inoculacion
de los sistemas de fermentacidn in vitro representa un paso crucial que influye en la
reproducibilidad de los estudios y constituye un desafio para los modelos (Payne et al., 2012). La
inoculacion suele realizarse con una suspension fecal liquida proveniente de un individuo o con
un pool generado a partir de heces de varios sujetos. En el Gltimo caso, se requiere producir un

indculo estandarizado que sea representativo de la poblacion a estudiar (Verhoeckx et al., 2015).

Terapias basadas en el microbioma. Las terapias basadas en el microbioma estan disefiadas para
remodelar la composicion de las comunidades microbianas residentes y las redes metabdlicas
implicadas, y asi recuperar el estado de salud. No se limitan al uso de los propios microorganismos

intestinales, sino que se extienden a identificar compuestos biolégicos 0 moléculas pequefas
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derivados de microorganismos que puedan convertirse en tratamientos mediante métodos de
desarrollo de fArmacos convencionales. En términos generales, pueden clasificarse en probioticos,
prebioticos, simbioticos, posbidticos, trasplante de microbiota fecal (TMF) y bioterapéuticos

vivos (Alam et al., 2023; OMG, 2023).

Los probidticos son microorganismos vivos que al ser administrados en cantidades adecuadas
aportan beneficios para la salud del hospedador. Los lactobacilos, junto con especies de
Bifidobacterium, han sido considerados histéricamente como probiéticos (Organizacién Mundial

de Gastroenterologia, 2023).2°

Con el desarrollo de métodos de cultivo de microorganismos y de
secuenciacion de genes se ha identificado un nimero cada vez mayor de microorganismos
potencialmente beneficiosos para los humanos, conocidos como probidticos de préxima
generacién (NGP), entre los cuales se encuentran algunas especies de Akkermansia, Bacteroides
y Faecalibacterium (Zhang et al., 2023). Sin embargo, el término "probidtico™ deberia reservarse

para los microorganismos vivos que han demostrado aportar un beneficio para la salud en estudios

controlados realizados en humanos (OMG, 2023).

Los prebidticos, un concepto mas reciente, son ingredientes alimentarios no digeribles ni
absorbibles en el tracto gastrointestinal superior del hospedador que al ser fermentados
selectivamente, producen cambios beneficiosos en la composicion y/o actividad de la microbiota
intestinal (Alam et al., 2023; OMG, 2023). Los prebidticos actuales se basan predominantemente
en carbohidratos, aungue otras sustancias ejercen también efectos prebioticos, como los acidos
grasos poliinsaturados y los polifenoles, (Sanders et al., 2019). Los oligosacaridos no digeribles,
como la inulina y sus productos de hidrélisis, la oligofructosa y los (trans)galactooligosacaridos
son, tal vez, los mas conocidos. Los prebi6ticos previenen el crecimiento de patdgenos al
aumentar los &cidos organicos intestinales, reduciendo asi el pH luminal y favoreciendo la

generacion de una poblacion estable de bacterias comensales que compiten por los nutrientes. Sin

29 En 2020, el género Lactobacillus sufri6 una importante reestructuracion, definiéndose 23 nuevos géneros e
incluyendo algunas especies probidticas bien estudiadas
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embargo, la eficacia de la terapia prebidtica depende de la presencia de microbiota comensal

beneficiosa, condicion que puede no cumplirse durante estados de disbiosis (Alam et al., 2023).

El concepto de simbidtico refiere a una mezcla de microorganismos vivos y uno 0 mas sustratos
utilizados selectivamente por los microbios comensales, y que confiere un beneficio para la salud
del hospedador (OMG, 2023)%®. Los poshiéticos, por su parte, son componentes solubles de las
células microbianas o sus metabolitos derivados con potencial beneficio terapéuticos (Homayouni
Rad et al., 2021)3. Los SCFA v los 4cidos biliares secundarios son dos ejemplos de poshiéticos
que estan siendo probados activamente. A pesar de los efectos antiinflamatorios observados en
ratones, los ensayos del efecto de los SCFA en la Ell en humanos muestran resultados
inconsistentes (Russo et al., 2019). Por otro lado, las altas concentraciones fisiol6gicas de &cidos
biliares secundarios impulsan la tumorogénesis colorrectal a través del estrés oxidativo y el dafio

del ADN en el epitelio (Alam et al., 2023).

En la industria actual, los proyectos mas avanzados son aquellos dirigidos a contrarrestar el
crecimiento de Clostridium difficile, bacteria que puede infectar el intestino de manera oportunista
tras el uso intensivo de antibi6ticos. Se ha demostrado que el TMF, en el que toda la microbiota
intestinal de un donante sano se administra a un receptor enfermo, puede prevenir la recurrencia
de la infeccion causada por este microorganismo.3? No obstante, el TMF es potencialmente dificil
de escalar, por lo que muchas empresas estdn centrandose en el disefio de subconjuntos
especificos de microorganismos intestinales representados de manera diferencial en la salud y la
enfermedad (Eisenstein, 2022). Tanto los ensayos en animales como en humanos con TMF han

demostrado tanto la viabilidad como también los potenciales peligros de utilizar un consorcio

30 Existen dos tipos de simbiéticos; los complementarios, son mezclas de probiéticos y prebidticos en las que ambos
cumplen los criterios definidos para cada uno, incluida su caracterizacion adecuada, y se utilizan a una dosis que
proporciona un beneficio para la salud; los simbiéticos sinérgicos son mezclas de microorganismos vivos seleccionados
para utilizar un sustrato coadministrado y lograr un beneficio para la salud, sin que sea necesario que sus componentes
cumplan de forma independiente los criterios de un probi6tico o un prebié6tico

31 Siguiendo la reciente definicion de postbiéticos de la Asociacién Cientifica Internacional de Probiéticos y Prebiéticos
(ISAPP), la investigacion actual ha sugerido que las vesiculas extracelulares derivadas de bacterias (bEV) pueden ser
los posbioticos del futuro (Salminen et al., 2021).

32 En septiembre de 2022 un comité asesor de la FDA vot6 a favor de aprobar Rebyota, un tratamiento basado en TMF
para la infeccidn recurrente por el patégeno gastrointestinal C. difficile.
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bacteriano indefinido como terapia (DeFilipp et al., 2019). Esta preocupacion ha llevado a una
lenta adopcién del TMF “crudo” como préctica clinica estandar y a la busqueda de formas mas

refinadas de aplicar estos trasplantes (Alam et al., 2023).

A diferencia de los probioticos, los bioterapéuticos vivos (live biotherapeutics) consisten en una
sola especie bacteriana 0 una combinacién seleccionada de bacterias que pueden colonizar el
intestino y que estan disefiadas para proporcionar un beneficio clinico para una enfermedad
particular (O’Toole et al., 2017). A menudo, se identifican y aislan de muestras fecales, y son
considerados productos de las terapias basadas en el microbioma de “proxima generacion” para
el tratamiento de enfermedades causadas por C. difficile y la Ell de forma mas refinada que una
mezcla heterogénea de trasplante fecal. Debido a la complejidad de las interacciones microbianas
con el hospedador, identificar una combinacion Unica o pequefia de especies bacterianas que
transmitan efectos terapéuticos comparables al TMF resulta desafiante, aunque varios estudios
demuestran que los bioterapéuticos vivos en desarrollo poseen la capacidad de tratar una amplia
gama de enfermedades asociadas a la disbiosis y podrian usarse como una opcién mas segura que

el TMF (Alam et al., 2023)%.

5.2. Objetivo e hipdtesis

La comunidad cientifica ha sefialado que el microbioma afecta los tratamientos farmacolégicos;
esta relacion también podria ser bidireccional. Comprender la interaccion entre los
microorganismos y la medicina podria conducir a nuevas terapias 0 a cambios en la forma en que
se prescriben los medicamentos existentes. Por ejemplo, podria ser posible predecir cémo

respondera una persona a un medicamento en particular en funcién de sus bacterias intestinales,

33 como alternativa, algunas empresas estan explorando enfoques basados en biologia sintética para introducir nuevas
cepas con propiedades funcionales, como cepas modificadas de Escherichia coli que expresan enzimas para tratar
trastornos metabdlicos como la fenilcetonuria. Sin embargo, este enfoque tiene limitaciones, ya que E. coli, aunque
facil de disefiar, puede inducir inflamacion debido a marcadores en su superficie celular, ademas de que no se establece
permanentemente en el intestino, sino que se dosifica como probidticos y luego es eliminanada. Asi, han surgido
terapias basadas en bacterias intestinales nativas “de disefio”, incluyendo especies de Bacteroides (Eisenstein, 2022).
34 Se ha postulado la hipétesis de que un farmaco puede desequilibrar los microorganismos de manera tal que se altere
la ruta metabolica diana, o que ciertas cepas de bacterias vuelven a ciertos medicamentos menos efectivos.
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recomendar cambios en la dieta o en el uso de antibidticos para hacer que el microbioma intestinal
de una persona sea més receptivo a un farmaco (Winter, 2020). Esta interaccion también se ha
observado con la inmunoterapia, y conocer el microbioma intestinal podria ayudar a predecir la

respuesta a este tipo de tratamiento (Zhang et al., 2023).

Al ser las infusiones y suplementos dietarios a base de Ganoderma las formas méas consumidas
de este hongo, resulta de interés conocer los efectos de los polisacéridos de cepas Ganoderma
spp. a nivel del tracto gastrointestinal y su implicancia en el efecto inmunomodulador local, como
también su aprovechamiento diferencial por parte de la microbiota comensal. Con base en la
evidencia presentada, se planted como hip6tesis que el conocimiento sobre la utilizacion de los
polisacéridos de Ganoderma spp. por parte de la microbiota intestinal resulta Gtil para comprender

sus efectos benéficos sobre la salud humana.

Dado que la especie mas estudiada es G. lucidum, es necesario proporcionar datos bioldgicos para
otras especies de Ganoderma. En este capitulo se evaluara el efecto de los polisacéridos de G.
sessile E47, cepa destacada por su crecimiento diferencial en sustrato sélido y liquido, sobre la
microbiota fecal de voluntarios sanos mediante fermentacion in vitro. Los aportes en este campo

contribuiran al desarrollo de alimentos funcionales destinados a modular la microbiota intestinal.

5.3. Materiales y métodos

5.3.1. Preparacion de polisacaridos

Los exopolisacaridos de G. sessile E47 se extrajeron del cultivo liquido mediante la adicion de 4
volimenes de etanol al medio liquido y luego fueron liofilizados, tal como se describid
anteriormente en el Capitulo 3 (Viceconte et al., 2021). Los polisacéridos crudos fueron
desengrasados en frio con acetona y luego se eliminaron las proteinas con igual volumen de acido
tricloroacético. El sobrenadante se concentro, dializé y luego liofilizé como fue también descripto

anteriormente. Los polisacéridos de G. lucidum, utilizados como producto de referencia, se
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extrajeron de capsulas comerciales (PinpinRock) tal como fue indicado en el Anexo 3, Protocolo

N°4.

5.3.2. Fermentacién in vitro.

Los siguientes ensayos pudieron realizarse gracias a la colaboracion de la Dra. Maria Gabriela

Sica del Laboratorio de Bacteriologia y Micologia, UNS.

Recoleccion de muestras fecales. Los voluntarios fueron reclutados siguiendo los criterios de
inclusion y exclusion establecidos en el protocolo aprobado por el Comité de Etica en
Investigacion con Seres Humanos del Hospital General Interzonal Dr. José Penna, acreditado bajo
el N° 009/201, folio 45, Acta libro N° 1, con fecha 13/09/2019 (caducidad de matricula y
acreditacion 30/08/2022). Los criterios de inclusién fueron los siguientes: edad> 18 y < 65, peso
normal y sobrepeso (18,5 < IMC < 30), y los criterios de exclusion: obesidad (IMC > 30), bajo
peso (IMC < 18,5), historia de enfermedad crénica o autoinmune, historia de desérdenes
gastrointestinales, enfermedad aguda en la Gltima semana, terapia con antibioticos en los ultimos
tres meses, hospitalizacion en los Gltimos tres meses, veganos, vegetarianos, personas bajo dietas
especiales o consumo de fibra dietética, prebidticos, probidticos como suplementos,
embarazo y lactancia. Cada voluntario recibié previamente una copia del consentimiento
informado y una copia de las instrucciones para recolectar la muestra, junto con el recipiente de
recoleccién. Entre las 7 y las 9:30 a.m. del mismo dia, se recolectaron muestras fecales en un
recipiente limpio. Los voluntarios entregaron al investigador el consentimiento informado
firmado y el formulario del cuestionario completo. Las muestras fueron procesadas
inmediatamente. Los individuos fueron nombrados por los acrénimos P02-P12. La muestra
correspondiente al individuo P03 fue descartada por fallas en su procesamiento. La informacion

asociada a cada individuo (edad, sexo, IMC) se resume en el Anexo 4, Tabla 1.

Fermentacion. Los ensayos de fermentacion in vitro de las muestras de materia fecal se realizaron

en condiciones anaerobicas tal como fue reportado por Zhou et al. (2018). Se trabajo en jarra de
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anaerobiosis empleando sobres de anaerobiosis Anaerobic cultivation (AnaeroPack™) y azul de
metileno como indicador de anaerobiosis. Como medio basal de crecimiento se utilizo el medio
BMC descrito por Long et al. (2015) y preparado a partir de sus componentes: peptona 2 g L,
extracto de levadura 2 g L', NaCl 0,1 g L™!, K;HPO; 40 mg L}, KH,POs 40 mg L,
MgSO,-7H,0 10 mg L, CaCl,.6H,0 10 mg L', NaHCOs at 2 g L', L-cisteina 0,5 g L', sales
biliares 0,5 g L™}, vitamina K 10 mL L!, Tween 80 2 mL L' y hemina 5 mg L™!, pH 7,4,
preparado a partir de sus componentes. La concentracion final de polisacaridos en el medio
fue de 10 mg mL™! (1 %) (Li et al., 2015). Antes y después de 8 horas de fermentacion con dichos

polisacéridos, se tomaron muestras para la posterior extraccion de ADN y andlisis de metabolitos.

Andlisis de SCFA. Diferentes estudios han documentado que en patologias humanas como la El,
el sindrome del intestino irritable, la diarrea y el cancer colorrectal, existe una alteracién en la
composicion de los SCFA, por lo que estos se han propuesto como biomarcadores de diagndstico
y de evaluacién de la salud intestinal (Farup et al., 2016; Niccolai et al., 2019a). Ademas, la
evaluacion de los SCFA en muestras de materia fecal representa un método mas rapido, fiable y
econémico que el analisis de la composicion microbiana para evidenciar la presencia de una
disbiosis intestinal, aportando ademas datos de los cambios funcionales de la microbiota (Niccolai
et al., 2019a). No obstante, la comparacion bibliografia debe considerar la alta variabilidad en los
protocolos y los métodos analiticos empleados (Primec et al., 2017). Mas adn, los ensayos que
evaluen las proporciones de los SCFA en la salud y la enfermedad deberian considerar el tamafio
muestral, ya que muestras pequefias pueden llevar a resultados no concluyentes (Niccolai et al.,

2019a).

Los SCFA no ramificados (acetato, propionato, butirato, valerato) y ramificados (isobutirato,
isovalerato) se determinaron en los sobrenadantes de las muestras mediante CG-EM previa
derivatizacion con BSTFA (N,O-bistrifluoroacetamida) para formar derivados trimetilsililados
(TMS) (Zhang et al., 2018). El procedimiento extractivo se presenta en el Anexo 4, Protocolo

N°3. Como blanco se emple6 el medio BMC. Las condiciones cromatograficas fueron las
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siguientes: columna capilar HB-5ms (30 m x 0,25 mm x 0,25 um de espesor de pelicula):
temperatura del inyector: 260 °C, fuente de iones: 230 °C, cuadrupolo: 150 °C, interfaz: 280 °C;
flujo de helio: 1 ml min?; volumen de inyeccion: 1 uL; delay del solvente: 2 minutos; relacion
split 10:1. El seteo de las condiciones de corrida fue el siguiente: temperatura inicial de la
columna: 40 °C, manteniendo 2 minutos y luego aumentando hasta 150 °C a 15 °C min;
mantener 1 min, aumentar hasta 300 °C a 30 °C min* y dejar 5 min. Para la cuantificacién de los
SCFA se aplicé el método del estdndar externo empleando el reactivo Volatile Free Acid Mix

(CRM46975, Supelco).

Extraccion de ADN y secuenciacion. EI material genético fue extraido siguiendo el protocolo
detallado en el Anexo 4, Protocolo N°2. Las muestras fueron sembradas en gel de agarosa al 1,5
% empleando marcador de peso molecular (gL 100 pb precision, PB-L®) y colorante fluorescente
(GelRed®)- EI ADN fue cuantificado en NanoDrop (Thermo Scientific). Posteriormente, el
material genético fue secuenciado en las instalaciones de ZIEL - Institute for Food & Health of
the Technical University of Munich, Alemania. Se amplificaron las regiones V3/VV4 de los genes
ARNTr 16S (25 ciclos en total) mediante una PCR de dos pasos utilizando los cebadores 341F y
785R (Klindworth et al., 2013). Las bibliotecas de amplicones se secuenciaron en modo paired-
end en secuenciador MiSeq (Illumina, San Diego, CA, EE. UU.) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

Andlisis del amplicén del gen ARNr 16S. Las lecturas de secuencia crudas se procesaron
utilizando la plataforma IMNGS (Integrated Microbial Next Generation Sequencing), la cual se
basa en el pipeline UPARSE (Lagkouvardos et al., 2016). Se aplicaron las siguientes
restricciones: nimero de missmatches permitidos en el barcode 1, minimo puntaje de calidad de
fastq para lecturas no apareadas 20, minima longitud de lecturas simples o amplicones de
secuencias apareadas superpuestas 300, maxima longitud de lecturas simples o amplicones de
secuencias apareadas superpuestas 600, maxima tasa de errores esperados en secuencias
apareadas 0,02, nimero m&ximo de mismatches permitidos durante la unién de lecturas 10,

minimo porcentaje de identidad del alineamiento durante la union 80, longitud de corte en la
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secuencia del lado forward 17, longitud de corte en la secuencia del lado reverse 21, minima
abundancia relativa de OTU (unidad taxondmica operativa) 0,0025. Se realizé el
emparejamiento, el filtrado de calidad y la agrupacion de OTUs (97 % de identidad) con
USEARCH 8.0 (PMID:20709691) y el filtrado de secuencias quimera con UCHIME
(PMID:21700674) (con Ribosomal Database Project set 15 como base de datos de referencia).
Se removieron las secuencias no-16S con SortMeRNA v4.2 y SILVA 128 como referencia
(PMID:23071270). EI alineamiento de las secuencias y la clasificacion taxondmica se realizo
con SINA 1.6.1, usando la taxonomia de SILVA 128 (PMID: 22556368). Los posteriores analisis
fueron realizados sobre los porcentajes normalizados de las lecturas (suma total de normalizacion

a 10000 lecturas).

5.3.3. Andlisis de datos y estadistica. Cada control o tratamiento se realiz6 por triplicado,
generando un total de 120 muestras para analisis de secuenciacion y 120 para andlisis de SCFA.
Se llevé a cabo el analisis de correlacion calculando el indice de Spearman y la prueba de
Wilcoxon empleando Infostat 20201. Los datos fueron posteriormente procesados con Namco

(https://exbio.wzw.tum.de/namco) y GutMeta (https://gutmeta.deepomics.org) para la

determinacion de las medidas de diversidad. Los controles a tiempo cero fueron analizados para
determinar los enterotipos segun lo publicado por Yang et al. (2019) de la siguiente manera: se
trabajo con la tabla de OTUs considerando la asignacion taxonémica a nivel de género y se
sumaron las OTUs pertenecientes al mismo género, calculandose luego la abundancia relativa de
cada nivel. A partir de las tabas de OTUSs, se obtuvieron las matrices de proximidad (disimilitud
de Pearson) y se realizd el andlisis de coordenadas principales empleando XLSTAT
2022.3.1.1324. El incremento de las OTUs (entre los tratamientos y los controles) se calculé de
la siguiente manera: se obtuvo el cociente entre el promedio de las lecturas normalizadas de cada
tratamiento y de cada control. Los incrementos entre tratamientos y controles se analizaron
estadisticamente mediante la prueba de Wilcoxon. Sélo se considerd un aumento igual 0 mayor a

3 veces con un valor p de 0,1 o inferior. Como condicion, se consideraron los casos en que el
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incremento minimo (3 x) fue observado respecto a ambos controles (0y 8 h). El valor considerado

fue el més bajo entre los incrementos respecto a los dos controles para una misma muestra.

5.3.4. Anadlisis del potencial metabdlico

Para la prediccién de funciones a partir de secuencias del marcador 16S se utiliz6 el software

PICRUST2 (https://github.com/picrust/picrust?2) (Douglas et al., 2020), analizando las

contribuciones bacterianas a los genes ort6logos (KO) de la Enciclopedia de genes y genomas de

Kyoto19 (KEGG) y a los Numeros de clasificacion de enzimas (EC).

5.4. Resultados y discusion

5.4.1. Analisis de los perfiles taxonémicos basales

La Figura 41 muestra los perfiles taxonémicos basales de cada individuo correspondientes a las
abundancias relativas de los géneros bacterianos hallados a tiempo cero. En base a lo establecido
por Arumugam et al. (2011) y lo propuesto por Yang et al., (2019), donde el enterotipo se define
con base en la abundancia relativa de Bacteroides y Prevotella, 8 de los 10 individuos analizados
pertenecerian claramente al Enterotipo 3. Por otra parte, los individuos P07 y P09 presentaron
abundancias de Prevotella superiores al 20 %, lo que las posiciona en el Enterotipo 2 (Anexo 4,
Tabla 2). Cabe destacar que, en todos los casos, mas del 60 % de los géneros identificados
correspondieron al filo Firmicutes (Figura 41). El término “otros™ agrupa representantes hallados
en baja proporcion, incluyendo varios miembros de las familias Eggerthellaceae,
Muribaculaceae, Erysipelatoclostridiaceae, Lachnospiraceae y Oscillospiraceae, de los 6rdenes

Lactobacillales y Clostridia, y de los géneros Bifidobacterium y Odoribacter, entre otros.

Tal como ha sido estudiado, una alimentacidn rica en proteinas y grasas animales, caracteristica
de la dieta occidental, se ha asociado con el enterotipo 1 dominado por Bacteroides, mientras que
una dieta rica en carbohidratos se ha relacionado con el enterotipo 2 dominado por Prevotella (Di

Pierro, 2021). El enterotipo Prevotella esta dominado por bacterias que utilizan fibra y que la
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fermentan en SCFA. Se ha informado que los individuos con el enterotipo Prevotella tienen un
nivel sérico mas bajo de lipoproteinas de baja densidad, lo que se asocia con un menor riesgo
cardiometabdlico (Yang et al., 2019). Segun reportes, existe una propensién considerable en el
enterotipo 3, en comparacion con los enterotipos 1y 2, a la protedlisis. Esta caracteristica permite
explicar, al menos en parte, la existencia de una fuerte correlacion entre el cluster Firmicutes
(dentro del cual se encuentran taxones atribuibles al enterotipo 3) y las enfermedades
cardiovasculares de base ateromatosa (Vieira-Silva et al., 2016); asi, el enterotipo 3 es el que
presenta, entre todos, mayor capacidad de generar catabolitos toxicos a partir de la protedlisis,
como los derivados del cresol y del indol. En este enterotipo se ha observado, ademas, una tasa
baja de proliferacion, lo que sugiere una menor sensibilidad a los antimicrobianos. (Di Pierro,

2021).

Como se ha mencionado en el apartado introductorio de este capitulo, los enterotipos descriptos
a partir del modelo original (Bacteroides, Prevotella y Ruminococcus) poseen ciertos parametros
caracteristicos como la estabilidad y la resiliencia. No obstante, se ha propuesto que ciertos
factores de seleccion pueden ocasionar transiciones fenotipicas en los modelos propuestos. Por
ejemplo, el uso masivo de antibidticos, por la capacidad de seleccionar patrones bacterianos con
una proliferacion mas lenta, sumado a un estilo de vida con condiciones estresantes y a una falta
cada vez mas evidente de fibras en la dieta, podria haber generado una transicion del enterotipo 1

al enterotipo 3 (Di Pierro, 2021).

Figura 41. Perfiles taxonémicos basales. Abundancia relativa (%) de los géneros bacterianos

hallados en cada individuo correspondientes a los controles a tiempo cero.
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5.4.2. Efecto de los polisacaridos en el consorcio bacteriano

Los geles de las 120 muestras secuenciadas se presentan en el Anexo 4, Figura 1. 115 muestras
cumplieron los criterios de calidad para continuar con los analisis, conservandose al menos un
duplicado de cada control o tratamiento. Debido a la gran variabilidad interindividual, se analizé
cada set de muestras correspondiente a cada individuo por separado. De esta manera, el analisis
de coordinadas principales (ACoP) mostré la clara separacion de cuatro grupos (ambos controles
y tratamientos) en nueve de los diez individuos. En P08, la separacion entre ambos controles y
entre ambos tratamientos, respectivamente, fue menos evidente, aunque si se evidencio en

controles versus tratamientos (Figura 42).

Figura 42. ACoP por individuo. Se graficaron las coordenadas F1 versus F2 y se obtuvieron

las Elipses de confianza (Chi-cuadrado / Intervalo de confianza 95 %).
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Para el andlisis de la diversidad alfa, se calcularon los indices de riqueza, Shannon y Simpson y
se realizo su transformacion numérica a “efectivos™. El efecto de un tratamiento se considerd
significativo (p<0,1, considerando el pequefio tamafioc muestral) siempre que el cambio se
observase respecto a ambos controles. De esta manera, los PS de G. sessile E47 disminuyeron la
riqueza solo en los individuos P05, P11y P12. Por su parte, los PS de G. lucidum lo hicieron en
P11y P12, siendo este efecto mayor que el observado en G. sessile E47. Respecto a los indices
de diversidad, ambos PS disminuyeron la diversidad de Shannon en igual medida en PO4.
También se observo una disminucion significativa en este indice para ambos tratamientos en P06,

P11y P12, aunque el efecto fue mayor para los PS de G. lucidum. No se observaron cambios
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significativos en el resto de las muestras. Los cambios en la diversidad de Simpson fueron menos
evidentes, observandose tanto incrementos como disminuciones respecto a los controles en ciertos

casos (Figura 43).

Figura 43. Diversidad alfa por individuo. Se muestran las graficas de riqueza efectiva, indice

de Shannon efectivo y de Simpson efectivo. Se sefialaron con corchetes las poblaciones con
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las condiciones relativamente normales podrian tener consecuencias negativas. Una mayor
diversidad durante la enfermedad podria reflejar que un mayor nimero de especies perjudiciales
estan desplazando a las beneficiosas. Es posible que una cepa patdgena solo pueda crecer ante
niveles bajos de otra especie o, incluso, que una especie normalmente benigna pueda volverse
peligrosa al sobrepasar cierto umbral de crecimiento. Aln se continGan investigando cuestiones
sobre qué constituye un rango "normal” de diversidad del microbioma intestinal, si hay especies
mas importantes y en qué medida son necesarias, cuan variables son los requerimientos entre

individuos y qué tan susceptibles son a una intervencion que busque modificar su microbiota.

Se procedié luego al andlisis de la composicién microbiana y a la busqueda de las especies
bacterianas causantes de la diferenciacién entre los grupos. Los géneros incrementados entre
individuos luego de la fermentacion de los polisacéaridos de Ganoderma spp. fue variado. Ciertas
OTUs fueron solo incrementadas por los polisacaridos de G. sessile E47, tales como
Ruminococcus SOTU271 y Ruminococcus torques group SOTU149 (en P02 y PO5,
respectivamente), Megasphaera SOTU4 (en P02 y P09), Monoglobus SOTU98 y Monoglobus
SOTU99 (en P02 y PO5, respectivamente), Lachnoclostridium SOTU66 y SOTU260, y
Lachnoclostridium SOTU64 en P04 y P06, respectivamente. Por otra parte, representantes de los
géneros Ligilactobacillus, Bifidobacterium, Bacteroides, Anaerostipes, Allisonella, Alistipes,
Turicibacter y Collinsella fueron incrementados significativamente por ambos polisacaridos en
algunos de los individuos, aunque en diferentes proporciones (Figura 44). Cabe mencionar que
P02, PO7 y P10 solo mostraron algin cambio en la composicién microbiana con el tratamiento
con los PS de G. sessile E47, mientras que P08 y P11, con los PS de G. lucidum. En el caso de
P11, el (nico cambio observado y debido a los PS de G. lucidum corresponde a
Erysipelotrichaceae UCG-003 SOTU230, género que incluye especies inmunogénicas que han
sido asociadas a colonizacion en individuos con dieta alta en grasas y que contribuiria al desarrollo

de la inflamacién intestinal (Atzeni et al., 2022; Kaakoush, 2015).

Desde los inicios del estudio de la microbiota intestinal, se ha intentado identificar el conjunto

normal de microorganismos que colonizan el intestino de personas sanas. Los primeros estudios
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(que aplicaban técnicas dependientes de cultivo) arrojaban la presencia simultanea de unas 400
especies microbianas en un colon sano (Brown y Lamanna, 1977; Moore y Holdeman, 1974);
como limitante, con este método se dificultaba la deteccion de microorganismos con
requerimientos especiales de cultivo, incluyendo aquellos no bacterianos como virus y hongos
(Lloyd-Price et al., 2016). Décadas mas tarde, con la llegada de las tecnologias de secuenciacion
de alto rendimiento comenzaron a evaluarse microbiomas intestinales sanos, descubriendo que
estaban dominados por bacterias de dos filos, Bacteroidetes y Firmicutes (Faith et al., 2013;
Huttenhower et al., 2012; Qin et al., 2010); a la vez, las proteobacterias y actinobacterias
representaban un pequefio grupo, aunque con presencia constante en la mayoria de las personas
(Petersen y Round, 2014). Por otra parte, incluso cuando es considerado este amplio nivel de
clasificacion microbiana, la proporcién de Firmicutes/Bacteroidetes pueden variar en mas de un
orden de magnitud entre individuos (Faith et al., 2013; Qin et al., 2010; The Human Microbiome
Project Consortium, 2012). Aunque se han observado grandes diferencias interindividuales en la
composicién taxonémica del microbioma en las areas geogréficas estudiadas, la abundancia de
vias metabdlicas es significativamente mas uniforme entre las personas que viven en un lugar
determinado. Ademas, si bien la composicion del microbioma intestinal cambia drasticamente
durante los primeros afios de vida, el perfil funcional se establece tempranamente y permanece

estable posteriormente, al menos en el intestino (Lloyd-Price et al., 2016).

Figura 44. Efecto de los polisacaridos en la composicion microbiana. Se presentan, por
individuo, los géneros bacterianos que presentaron incrementos significativos respecto a los
controles a 0y 8 h (>3x, p Wilcoxon<0,2) en las fermentaciones con los polisacaridos de G. sessile

E47 (PSGS) y con los de G. lucidum (PSGL).
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Los filos Firmicutes y Bacteroidetes son los mas abundantes tanto de la microbiota humana como
de ratén, y un cambio en su proporcién ha sido asociado a varias enfermedades (Brown et al.,
2012). Chang et al. (2015), por su parte, reportaron que la microbiota intestinal en trastornos
metabdlicos como la obesidad se caracteriza por una mayor proporcion de Firmicutes respecto a
Bacteroidetes, ademas de encontrarse elevadas las proteobacterias productoras de endotoxinas y
reducidas ciertas especies bacterianas que participan en la homeostasis del sistema inmune. No
obstante, los Bacteroidetes han mostrado fuerte correlacion con la susceptibilidad y promocién
de tumores, mientras que los Firmicutes son importantes para la produccion de SCFA, y podrian
ser eficaces en el tratamiento de la inflamacion relacionada con el cancer de colon (Konstantinov
et al., 2013). En el presente estudio, al igual que lo observado en el analisis de la diversidad
bacteriana, los efectos sobre la relacién Bacteroidetes/Firmicutes mostraron gran variabilidad
interindividual. Los PS de G. sessile E47 produjeron un incremento diferencial de la relacién F/B
respecto a los controles y superior G. lucidum en los individuos P10 y P11. El cociente también
fue incrementado en P02 y P06, aungue sin diferencias significativas respecto a los controles ni a
G. lucidum, respectivamente. En el resto de los individuos, el cociente tendié a disminuir, aunque
no significativamente. Por su parte, los PS de G. lucidum no mostraron un efecto diferencial dual

(sobre controles y PSGS simultaneamente) en ninguno de los individuos (Figura 45).
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Los resultados publicados sobre el efecto de los polisacaridos de Ganoderma en la proporcion de
Firmicutes y Bacteroidetes muestran discrepancias. Wu et al. (2017) hallaron que luego de la
administracion diaria del liquido del cultivo de micelio de Ganoderma lucidum (conteniendo un
polisacarido complejo) durante un mes a voluntarios sanos la relacién F/B aumentd 1,35 veces.
En concordancia, también se hallé en un modelo de ratones con pancreatitis crénica inducida que
los polisacéaridos del cultivo liquido de G. lucidum alteran la composicion y diversidad de la
microbiota intestinal, en especial disminuyendo la abundancia relativa del filo Bacteroidetes y
aumentando la del filo Firmicutes (Li et al., 2016b). La relaciéon F/B también mostré un aumentd
después del tratamiento con polisacaridos de G. lucidum en un modelo de inflamacion inducida
en ratones, aunque sin diferencias significativas (Guo et al., 2021). Contrariamente, Chang et al.
(2015) reportaron que los polisacaridos de alto peso molecular aislados del extracto acuoso del
micelio de G. lucidum revierten la disbiosis intestinal inducida por la dieta alta en grasa en ratones
mediante la disminucién de la proporciéon Firmicutes/Bacteroidetes. Del mismo modo, el estudio
de Jin et al. (2017) también mostré que la administracién de polisacéaridos del micelio de G.
lucidum por via oral a ratas disminuye el cociente entre estos filos. La discrepancias en los
reportes del efecto de los polisacaridos de Ganoderma sobre la microbiota intestinal pueden
explicarse por la variabilidad en los compuestos presentes en los productos testeados y por la
diferencia de modelo de estudio (animales 0 humanos, modelo de enfermedad o individuos sanos)

(Wu et al., 2017), sumado a la variabilidad entre individuos, entre otras variables.

Un grupo de investigadores observé que la microbiota intestinal de humanos obesos y ratones
obesos tenia una proporcidn significativamente mayor de F/B que sus contrapartes con normopeso
(Ley et al., 2006, 2005; Turnbaugh et al., 2009, 2006; Turnbaugh y Gordon, 2009; Zhang et al.,
2009). Ademas, se hallé que en las personas obesas que pierden peso durante una dieta baja en
grasas o baja en carbohidratos y restringida en calorias la relacion F/B disminuye en asociacion
con la reduccion porcentual del peso corporal (Ley et al., 2006). Sin embargo, otros estudios en
humanos y roedores no han informado diferencias en la relacion F/B en individuos obesos versus

delgados, efectos de la pérdida de peso en esta proporcion ni una relacion F/B inversa en

174



individuos obesos (Balamurugan et al., 2010; Collado et al., 2008; Jumpertz et al., 2011,
Schwiertz et al., 2010; C. Zhang et al., 2012; Zhang et al., 2010; Zupancic et al., 2012). El motivo
de la discrepancia entre estos hallazgos sobre la relacion F/B y la obesidad no esta claro
actualmente, aunque se ha sugerido que serian ciertas especies dentro del filo Firmicutes
(Erysipelotrichia) las que aumentan sustancialmente en la obesidad y en la dieta occidental;
ademas, en esta condicién habria una reduccion de otros grupos bacterianos, incluidos

organismos del filo Bacteroidetes (Turnbaugh et al., 2008; Zhao, 2013).

Figura 45. Relacion Firmicutes/Bacteroidetes en cada uno de los controles y tratamientos. Se

sefialaron con corchetes las poblaciones con medias significativamente diferentes (*, p<0,1).
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5.4.3. Efecto de los polisacaridos en la produccion de metabolitos bioactivos

Los cromatogramas correspondientes al estandar de los acidos volatiles derivatizados y a las
muestras post-fermentacion con lo PS de G. sessile E47 y G. lucidum se presentan en el Anexo 4,
Figura 2. Segun la prueba de Wilcoxon aplicada de a pares los polisacéaridos de G. sessile E47
incrementaron significativamente las concentraciones de acetato en todos los donantes respecto a
los controles y a los PS de G. lucidum (p<0,1). Ademas, en siete y en tres de los diez individuos
los valores de propionato y butirato, respectivamente, superaron en el grupo GSPS a sus
correspondientes en el grupo GLPS (Figura 46). Cabe mencionar que el 100 % de los individuos
fue “respondedor” a los polisacéridos de G. sessile E47 (esto es, se observd una respuesta superior

a ambos controles), mientras que solo el 30 % lo fue para los polisacaridos de G. lucidum (es
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decir, los PS de G. lucidum generaron un 70 % de "no respondedores™). Las cuantificaciones de

los SCFA ramificados (isobutirato, valerato e isovalerato) se muestran en el Anexo 4, Tabla 6.

Se ha propuesto que fibras dietarias con diferente composicion podrian dar lugar a diferentes
proporciones de SCFA. Asi, se ha informado que la fermentacién de mananos genera una
produccién relativamente alta de &cido propiodnico (Jonathan et al., 2012). La microbiota intestinal
podria utilizar la goma guar, compuesta de galactosa y manosa, para producir mas acido butirico
(Yang et al., 2013). Por su parte, el B-glucano puede ser altamente fermentado y promover el
crecimiento de bifidobacterias y lactobacilos que producen SCFA, especialmente acido acético

(Chaikliang et al., 2015).

Los SCFA presentes en las muestras fecales representan la fraccion no absorbida de estos
metabolitos producida en el tracto gastrointestinal. En base al contenido fecal de acido acético,
acido propionico, acido butirico, acido isobutirico, acido valérico y &cido isovalérico, Tjellstrém
et al. (2012) propusieron dos indices que reflejan la fermentacion de los carbohidratos (Iindice A)
y de las proteinas (Indice B). El indice A se calcula como la concentracion de &cido acético menos
propidnico y butirico, dividida por la cantidad total de SCFA, y es también un indicador del efecto
proinflamatorio de los SCFA, al considerarse el equilibrio entre los efectos proinflamatorios del
acido acético y los efectos antiinflamatorios de los &cidos butirico y propionico. El indice B es la
suma de los &cidos isobutirico e isovalérico, y su valor indica ademas los efectos antiinflamatorios
de los SCFA. En el presente estudio, en los individuos P02 y P12 los polisacaridos de G. sessile
presentaron un efecto antiinflamatorio diferencial, al disminuir y aumentar significativamente los
indices Ay B, respectivamente. En P05 y P06, ambos indices mostraron esta misma tendencia en
el grupo PSGS, aunque no significativamente. Contrariamente, en P10 los polisacaridos de G.
sessile E47 produjeron un incremento en el indice A debido al incremento en la produccion de
acetato (Anexo 4, Tabla 7). En el resto de los individuos, este tratamiento no generé tendencias
claras en los indices. Por su parte, ambos indices tendieron a disminuir en todos los individuos

con los polisacaridos de G. lucidum debido a la menor produccion de SCFA (Anexo 4, Figura 3).
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Figura 46. Niveles de SCFA acetato, propionato y butirato, en mg g* de materia fecal.

asteriscos indican diferencias significativas entre pares (p<0,1).
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Las concentraciones in vivo de los SCFA son dinamicas y dependen de las tasas de produccién,
de la difusién intraluminal y de su metabolismo. Su produccion esta influenciada por las especies
y la abundancia de los microorganismos presentes en el colon, por las fuentes dietarias de sustrato,
el tiempo de trénsito de los alimentos a través del sistema digestivo y por los mecanismos de.
cross-feeding, también mencionados en el apartado 4.1.6, entre los que se destaca la conversion
de acetato en butirato (Figura 40). De esta manera, el ensayo de fermentacidn in vitro puede no

reflejar las verdaderas proporciones de los SCFA in vivo.

5.4.4. Analisis de correlacién entre variables

Considerando los resultados anteriormente presentados, los efectos superiores de los PS de G.
sessile E47 en la funcion de la microbiota intestinal (esto es, en el incremento de los SCFA) no
podrian explicarse mediante los cambios observados en la compaosicion microbiana, por lo que se
buscaron a partir de los datos de la secuenciacion posibles contribuciones bacterianas a genes
metabolicos implicados en la sintesis de SCFA y/o en el metabolismo de los carbohidratos. El
software PICRUSt predice la abundancia de categorias funcionales basandose en un gen marcador
de entrada. Dado el conjunto de organismos identificados a partir de la secuenciacién del gen 16S
en una muestra propone que sus funciones asociadas también estarian presentes en el microbioma
muestreado, relacionadas por su abundancia (Douglas et al., 2018). Por lo mencionado, se
examinaron las contribuciones a las enzimas predichas, se buscaron aquellas con incrementos
significativos, y luego las que estuvieran relacionadas con las rutas metab6licas mencionadas. De
esta manera, se hallaron once contribuciones a enzimas relacionadas con la sintesis y el
metabolismo de los SCFA, y seis relacionadas con el metabolismo de los carbohidratos
incrementadas en el grupo PSGS. Exceptuando EC 6.4.1.3, incrementada tanto en P09 como en
P10, el resto de las contribuciones fue Unica para cada individuo, lo que muestra nuevamente la
variacion interindividual. En todos los casos las contribuciones en PSGS superaron a las de PSGL
(Anexo 4, Tablas 4-6). Al realizar la prueba de correlacion de Spearman entre los SCFA y las
contribuciones enzimaticas en cada donante, en todos los casos se observd al menos una

correlacion positiva y significativa (p<0,2) entre uno 0 mas SCFA y una o mas predicciones
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enzimaticas. Un claro ejemplo es el caso de P10, individuo que mostrd el mayor incremento de
acetato y donde este aumento correlaciond positivamente con la contribucion a la enzima acetato
quinasa, enzima principal de la ruta de sintesis del acetato a partir de acetil-CoA (Frolova et al.,
2022). Otro ejemplo es P09, donde se observé el mayor incremento en propionato, y donde esta
variable correlacion6 positivamente con la contribucidon de la enzima propionil-CoA carboxilasa,
involucrada en la sintesis de intermediarios en la via de produccién de propionato (Reichardt et

al., 2014) (Figura 47).

Figura 47. Resultados del andlisis de correlacion, por individuo, entre cada SCFA vy las
contribuciones enzimaticas incrementadas significativamente en el tratamiento con PSGS.
Para el analisis se emplearon los valores de fold increase de cada variable. Se colorearon las

correlaciones significativas (p<0,2).
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Si bien varios estudios han demostrado la gran variacion interindividual en la composicion de la
microbiota intestinal, se ha observado que existe un conjunto conservado de funciones codificadas
que se comparten entre individuos, entre las que encuentran la proteccién contra patégenos
potenciales, la digestion de polisacaridos, la produccién de vitaminas esenciales, la estimulacion
de la angiogénesis, la regulacion del almacenamiento de grasa y la inmunomodulacion; este es
denominado “nucleo del microbioma intestinal” (core gut microbiome) y muestra la relevancia de
la funcionalidad microbiana por sobre su composicion (Turnbaugh y Gordon, 2009; Walsh et al.,
2014). En concordancia con este hallazgo, si bien los resultados del presente estudio revelaron

una gran variabilidad interindividual en cuanto a la composicion microbiana, con cada individuo
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mostrando cambios Unicos en su microbiota, todos los participantes respondieron ante la

presencia de los polisacaridos de G. sessile E47 en términos de la funcionalidad microbiana.

Por otra parte, cabe recordar que, si bien las bacterias son el componente principal del microbioma
intestinal, no debe ignorarse la presencia de otros microorganismos relevantes. EI componente
fangico intestinal, acufiado con el nombre o "micobioma”, desempefia papeles cruciales en la
homeostasis intestinal humana y en la patogénesis de las enfermedades pese a su baja
representacion (constituyen entre el 0,01 %y el 0,1 % del microbioma intestinal) (Ghannoum et
al., 2010; Lai et al., 2023; Li et al., 2019; Zhang et al., 2022). Los primeros colonizadores
fangicos del intestino son introducidos e influenciados principalmente por la dieta y el medio
ambiente, por lo que el micobioma intestinal muestra una mayor variabilidad entre individuos e
inestabilidad a lo largo del tiempo en comparacion con el componente bacteriano. Penicillium,
Candida, Saccharomyces y Aspergillus son los géneros mas comunes en el micobioma intestinal
(Zhang et al., 2022). Junto a las bacterias fermentadoras, las levaduras y los hongos
microfilamentosos contribuyen a la produccion de SCFA y sus intermediarios de reaccion
(Schwab, 2022). De hecho, se ha reportado una sobrerrepresentacion de las vias relacionadas con
la degradacion de carbohidratos en los genes de miembros de la division Ascomycota
identificados en muestras fecales humanas, lo que demuestra su contribucién a la capacidad
sacarolitica microbiana (Lai et al., 2023). No obstante, los estudios sistematicos de la micobiota
estan aun limitados por la escasez de tecnologias y plataformas bioinformaticas para la
caracterizacion de las comunidades fungicas asociadas al hospedador (Li et al., 2019). En el
presente trabajo se analizaron los cambios en la composicidn bacteriana intestinal a partir de la
secuenciacion del gen 16S, luego de la fermentacidn de carbohidratos complejos. Si bien se
evidencio un efecto potenciador de la funcién microbiana, visto como el aumento en la produccion
in vitro de metabolitos bioactivos, el cambio no correlacioné con las modificaciones en las
abundancias bacterianas. Por lo antes mencionado, no deberia despreciarse la posible
contribucion de la microbiota fungica, no analizada en este estudio, en el metabolismo

fermentativo.
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La extraccion de acidos nucleicos de muestras de heces es el primer paso para analizar la
diversidad microbiana utilizando métodos independientes del cultivo. Las variaciones
metodolodgicas o técnicas durante la extraccion, como las debidas al uso de diferentes plataformas
de secuenciacion y/o procesos de manipulacion de secuencias, pueden afectar los resultados
observados. Los métodos de extraccion de ADN utilizan diferentes procedimientos de lisis, como
la lisis mecénica, quimica, enzimatica y térmica; si bien se sabe que existen diferencias entre ellos,
no se ha generado consenso sobre cudl es el mas eficiente (Mackenzie et al., 2015). En particular,
las muestras fecales pueden presentar una distribucion heterogénea de los microorganismos, e
incluso estos pueden hallarse adheridos a la matriz. Esto puede conducir a una lisis preferencial
de ciertos tipos de células y, por tanto, distorsionar la diversidad microbiana si el método de lisis
utilizado no es el adecuado (Ariefdjohan et al., 2010; Li et al., 2003; Maukonen et al., 2012). En
el presente estudio se utiliz6 un método de lisis que combina la accién mecanica y enzimatica
para la extraccion de ADN. Si bien este método se considera econémico en comparacion con el
uso de kits comerciales, no posee la ventaja de reducir el riesgo de error sistematico en el proceso
de extraccion. Esto podria resultar en una limitacidn en la recuperacion y deteccion de ciertas
especies microbianas presentes en las muestras capaces de generar metabolitos bioactivos. Sin
embargo, también se ha reportado que la gran variacién en los resultados atribuida a las
diferencias entre sujetos podria superar a la variacion asociada con el método de extraccién de

ADN (Mackenzie et al., 2015).

La descomposicién de los polisacaridos altamente complejos y variables requiere de la accion de
una gran cantidad de enzimas diferentes que deben actuar de manera concertada para escindir
cada subestructura del polimero en monosacéaridos fermentables. Este requerimiento, que ademas
debe darse en una ubicacion fisica precisa, presenta un desafio para ciertas bacterias que deben
cooperar activamente (Kaoutari et al., 2013). La complejidad de los polisacéaridos se incrementa
amedida que la cantidad de tipos de enlace lo hace, que varia desde menos de cinco para almidon,
fructanos, mananos de levadura y glucanos de cebada, hasta mas de 20 para ciertos

ramnogalacturonanos (Ndeh y Gilbert, 2018). De hecho, se ha comprobado que el aumento del
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grado de complejidad quimica de las fibras dietarias limita el crecimiento microbiano y la
cantidad de especies que pueden utilizar estos nutrientes, al mismo tiempo que mejora la
resistencia a la invasion de patdgenos al promover un equilibrio entre las interacciones positivas
Y negativas entre especies microbianas; por el contrario, no ocurre lo mismo en presencia de los
monosacéaridos constituyentes de esas fibras ni con polisacaridos estructuralmente mas simples.
Se ha postulado que las interacciones positivas entre especies son mas abundantes ante la
presencia de factores ambientales estresantes. Dado que la utilizacion de carbohidratos complejos
es una funcion microbiana especializada presente sélo en un subconjunto de especies, la presencia
de carbohidratos complejos como fuente primaria de carbono puede activar respuestas de estres,
similar a lo que ocurre frente a una escasez de nutrientes. Las comunidades que contienen especies
altamente competitivas para la utilizacién de carbohidratos excluyen a las especies invasoras al
maximizar el grado de superposicion de nichos metabdlicos con esas especies (Ostrem Loss et
al., 2023). En el presente trabajo, G. sessile E47 mostré contener al menos ocho tipos diferentes
de enlaces en sus polisacaridos obtenidos del cultivo liquido (Capitulo 3), indicando su mayor
complejidad respecto a varios de los carbohidratos antes mencionados, y su potencial beneficio
como reductor de la sensibilidad ante las perturbaciones de las comunidades microbianas que

pueblan el intestino humano.

Como fue explicado anteriormente en la introduccidn del presente capitulo, se ha demostrado que
unos pocos genes codifican CAZimas de degradacién de carbohidratos de origen fungico en el
microbioma humano (Kaoutari et al., 2013). La capacidad sacarolitica sobre carbohidratos de
hongos estaria limitada a unas pocas especies y, aun asi, esas especies tendrian una alta
selectividad por el sustrato; por ejemplo, Bacteroides xylanisolvens, comensal del intestino
humano, es capaz de metabolizar el a-1,6-manano de Saccharomyces cerevisiae, pero no asi el
manano complejo intacto (Cuskin et al., 2015; McKee et al., 2021). Esta representacion aumenta
en otros microbiomas como el del suelo, donde la biomasa fngica representa una importante
fuente de nutrientes. Sin embargo, se ha reportado que las modificaciones en la composicién del

sustrato que da soporte al microbioma impulsan tanto cambios temporales en la composicién de
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la comunidad como los perfiles de expresion de las CAZimas (Brabcova et al., 2016). De este
modo, la presencia en el intestino de polisacaridos derivados de hongos de la dieta, como la
levadura de panaderia, y de miembros flngicos del microbioma intestinal, son también
importantes impulsores del metabolismo de Bacteroidetes y promueven su especializacion

degradativa (McKee et al., 2021).

5.5. Conclusién

Los resultados demostraron un efecto diferencial de los polisacéridos del cultivo liquido de G.
sessile E47 respecto de los polisacaridos de G. lucidum. Si bien se generaron cambios en ciertos
grupos bacterianos, el efecto observado en la totalidad de los individuos fue el incremento en la
produccion de SCFA, mayormente acetato, durante la fermentacion con PSGS. Al analizar el
conjunto de datos, se dedujo que no seria la composicién bacteriana la variable explicativa del
efecto superior de estos polisacaridos, por lo que se recurri6 a realizar una prediccion funcional
del microbioma. Asi, ciertos incrementos en las contribuciones bacterianas a enzimas de
degradacion de carbohidratos y de sintesis de SCFA permitieron explicar los resultados obtenidos.
A estos hallazgos se suma lo observado en el Capitulo 3 de esta tesis, donde se presentaron las
diferencias en la composicion quimica de ambos polisacaridos. No obstante, se deben realizar
estudios transcriptomicos para confirmar que estas enzimas efectivamente aumentan su expresion
durante la fermentacion con polisacaridos complejos, y que el efecto final es un aumento en la
produccién de metabolitos fisiolégicamente activos. Los futuros estudios podrian centrarse en
determinar si los efectos diferenciales son especificos de la especie, o incluso, de la cepa en
cuestion, asi como en investigar las variaciones en la composicion quimica de los polisacaridos

producidos al modificar los medios de cultivo, en conjunto con pruebas de actividad bioldgica.

La evidencia generada en el &rea del microbioma soporta el desarrollo de terapias dietéticas
personalizadas basadas en la prediccion de las capacidades metabolicas de la microbiota intestinal
individual mediante el uso de herramientas como la metagendmica, el modelado a escala

genémica y el aprendizaje automatizado. Mas aun, las fibras dietarias podrian seleccionarse en
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funciéon de su capacidad para limitar el crecimiento de ciertas especies y equilibrar las
interacciones positivas y negativas en el microbioma intestinal, basandose en enfoques guiados
por modelos. Estos hallazgos subrayan la complejidad de la microbiota humana y la importancia
de comprender cdmo los diferentes individuos pueden responder de manera Unica a las

intervenciones dietéticas o ambientales.

Los continuos intentos de comprender el comportamiento de la microbiota intestinal y cuél seria
el “'microbioma ideal” que garantice el mantenimiento del estado de salud son, hasta la fecha, poco
concluyentes, y existen discrepancias en las conclusiones generadas por diferentes autores.
Ciertas preguntas, como de qué factores depende tener un microbioma “apto”, y si es posible, a
través de intervenciones nutricionales, “entrenar” a la microbiota para lograr la funcionalidad
deseada, no han sido aln resueltas, aunque cada vez se esté mas cerca de elucidar las respuestas
gracias a los avances tecnoldgicos en el campo de la biologia molecular. Actualmente, se ha
sefialado que la distincion entre un microbioma sano de uno no saludable tiene utilidad limitada.
Parte del problema son las grandes diferencias entre los microbiomas de personas aparentemente
sanas, que surgen de una combinacion compleja de factores ambientales, genéticos y de estilo de
vida, y comprender las implicancias clinicas de esas diferencias presenta un desafio. Asi, el

microbioma sano de una persona puede no serlo en un contexto diferente.
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6. Conclusiones finale

y perspectivas

Ganoderma lucidum es uno de los hongos medicinales con funciones inmunomoduladoras mas
utilizados en la medicina tradicional china. En las Gltimas décadas se han visto nuevos
descubrimientos en torno a la microbiota intestinal, y se ha desarrollado un concepto moderno
gue propone equilibrar la microbiota en todo el cuerpo, en consonancia con la filosofia china de
"armonizacion”, un concepto central directriz de la MTC en términos de prevencion o lucha contra
las enfermedades. En este campo de estudio, la participacion de la microbiota intestinal en la
aparicion y el desarrollo de enfermedades se relaciona con la plasticidad de la composicion
microbiana; aqui, la MTC interviene modulando la microbiota intestinal y esta Ultima metaboliza
sus componentes en sustancias potencialmente bioactivas. No obstante, debe continuarse con la
elucidacion de los mecanismos subyacentes de la eficacia. La medicina de precision tiene como
nicleo el diagnéstico y la terapia personalizados. Al integrar la metagendmica, la
metaprotedmica, la metatranscriptémica y la metabolémica, puede generarse una imagen holistica
de la plasticidad y variabilidad interindividual de la respuesta de la microbiota intestinal a las

terapias, facilitando asi una medicacion precisa y personalizada.

Como se vio en el Capitulo 1, G. sessile E47 resultd ser una cepa con buenos rendimientos en
medio sélido, y con una mejor performance en cultivo sumergido respecto al resto de las cepas
de Ganoderma estudiadas, representando una buena alternativa para la produccion de
polisacaridos a mayor escala. Ademas, la bateria de ensayos moleculares, inmunoquimicos y de
analisis morfoldgico realizados resultaron ser una herramienta Util para la caracterizacion de

cepas. Respecto a los resultados del Capitulo 2, tanto el basidioma como el micelio de esta y las
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demas cepas de Ganoderma estudiadas poseen propiedades nutricionales comparables a las de
otros hongos comestibles en el mercado, como también adecuado perfil de inocuidad alimentaria.
No obstante, a la hora de caracterizar los productos de consumo deben considerarse las diferencias
existentes entre cepas y respecto a la estructura del hongo analizada. En particular, la presencia
de pesticidas provenientes del sustrato sélido en el producto de consumo es una variable a ser

controlada si se desea cumplir con estandares internacionales de calidad e inocuidad.

El conjunto de ensayos presentados en el Capitulo 3 revel6 que la quimica de los polisacaridos de
G. sessile E47, y de los de G. lucidum disponible en el mercado, son diferentes. La RMN, en
particular, mostr6é ser una técnica analitica de ayuda en el analisis estructural de compuestos
complejos como lo son los PS y triterpenoides de setas. Mas aun, los resultados del Capitulo 4
demostraron un efecto diferencial de los polisacaridos de G. sessile E47 en cuanto al incremento
en la produccion de metabolitos antiinflamatorios al ser fermentados por la microbiota fecal,
sugiriendo que una mayor heterogeneidad quimica en este tipo de fibra dietaria estaria asociada a
un aumento en la actividad bioldgica y confirmando las hipétesis planteadas. Junto con la revision
bibliografica realizada previamente, los PS de Ganoderma poseen un potencial uso como
ingredientes funcionales en el area de los prebioticos. Las aplicaciones podrian ser la preparacion
de suplementos dietéticos en forma de capsulas, comprimidos y polvos liofilizados. En particular,
las capsulas son una forma farmacéutica de facil preparacion en la que el polvo liofilizado de los
PS puede ser dosificado; por ejemplo, dos capsulas de 350 mg de PS crudos del cultivo liquido
de G. sessile E47 aportarian la cantidad de betaglucanos sugerida por la FDA por porcion como

suplemento dietario (150 mg).

Esta tesis aporta al desarrollo de metodologias de analisis, identificacién y control de calidad de
los hongos comestibles y medicinales, escasamente estudiados desde el punto de vista medicinal
en nuestro pais, y contribuyendo al disefio de productos farmacéuticos o suplementos dietarios,
sea que se busque incorporarlos en terapias contra enfermedades o como ingredientes alimentarios
para promover el estado de salud. En este punto, a la hora de establecer recomendaciones sobre

tipos especificos y dosis en el tratamiento de trastornos gastrointestinales, debe tenerse en cuenta
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que las propiedades fisicoquimicas y quimicas de las diferentes fibras dietéticas varian
considerablemente segin su origen y procesamiento, y estas propiedades son determinantes

importantes de sus caracteristicas funcionales y su utilidad clinica.
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ANEXO INTRODUCCION

Anexo Introduccion, Tabla 1. Dataset de las especies de HCyM de mayor consumo y mas

investigadas en el mundo. Criterios: Especie de hongo: nominal, seleccionadas con el criterio

de corresponder a los asco/basidiomicetos y ser consumidos como alimento o medicing;
Locacion: nominal, geografica; pais de origen de los especimenes depositados en bases de datos
(https://www.boldsystems.org/). En caso de no estar publicado se asigna como “no especificado”;

Cantidad de ingresos en Mycobank: https://www.mycobank.org/ reline una vasta cantidad de

especies del reino Fungi, muchas de las cuales a su vez contienen categorias de subespecie o
“variedad; var.”). El nimero de ingresos o registros de una especie en este sitio es un indicador

de la variabilidad interespecie; Articulos de investigacién: recuento de la cantidad de papers

(excluyendo reviews) que trabajen con cierta especie de HCyM. Motores de busqueda:

ScienDirect y PubMed; Estudios clinicos: Dentro de esos articulos de investigacion, aquellos que

son estudios clinicos, a fin de poner en evidencia los usos medicinales que cuentan con aval
cientifico por probarse en humanos (empleando el filtro “clinical trial” en PubMed; Actualizado
julio 2021).
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Especie

Agaricus bisporus
Agaricus campestris
Agrocybe cylindracea
Agrocybe dura

Agrocybe pediades

Amanita fulva

Amanita vaginata

Amanita muscaria

Amanita rubescens

Amanita caesarea
Amanita jacksonii

Auricularia auricula-judae

Auricularia polytricha

Boletus aereus

Boletus edulis

Boletus erythropus

Cantharellus cibarius

Coprinus comatus

Coprinus silvaticus
Cordyceps sinensis
Cordyceps militaris
Cyathus olla
Cyathus stercoreus
Cyathus striatus

Flammulina velutipes

Locacion

Noruega, EE.UU., India
Noruega, EE.UU., India
Francia, Noruega
Canada, Noruega

Canada, Noruega,
EE.UU., India

Canada, Noruega,
EE.UU.

Francia, Noruega,
EE.UU., Dinamarca,
Canada

Canada, EE.UU.,
Noruega, Colombia,
MEéxico

Canada, EE.UU.,
Noruega, Dinamarca,
Francia, México

Meéxico
México, EE.UU.

Francia, Noruega, India,
Argentina, México

Taiwan, India, Brasil,
México, Argentina,
Ecuador

Noruega

Canada, Noruega,
Francia, EE.UU., México

MEéxico

Canadéa, Noruega,
EE.UU., México

EE.UU., Noruega, India,
Canada

India
China
Noruega, EE.UU.
India, Canadé, Argentina
India, Canada, Argentina
Noruega, Canada

Noruega, Canada,
EE.UU.

Ingresos en
Mycobank

12
58
1
3
10

65

47

26

12

11
54

14
44

17

15

Articulos de
investigacion

801
33
28

12

113

29

10

79

72

15
203

105

71

188
563

123

Estudios clinicos

11
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Fomes fomentarius

Grifola frondosa

Ganoderma applanatum

Ganoderma australe

Ganoderma lucidum

Ganoderma resinaceum
Ganoderma sessile
Ganoderma oregonense
Hebeloma cylindrosporum
Hericium coralloides
Hericium erinaceus

Laccaria amethystina

Laccaria bicolor

Laccaria laccata

Lentinus edodes
Lentinus lepideus
Lentinus tigrinus

Lycoperdon perlatum

Lycoperdon pyriforme
Pleurotus djamor
Pleurotus eryngii

Pleurotus ostreatus

Pleurotus pulmonarius

Psilocybe cubensis
Psilocybe semilanceata

Schizophyllum commune

Scleroderma areolatum

Noruega, Canada,
EE.UU.

Noruega

India, Canada,
Argentina, EE.UU.,
Noruega, Francia, China

India, Canada

India, Colombia,
Francia, Argentina,
EE.UU., Noruega

EE.UU.
Canada
Canada, EE.UU.
Noruega, EE.UU.
EE.UU., Costa Rica

Noruega, EE.UU.,
México, Dinamarca,
Canada

Noruega, EE.UU.,
México, Canada

Noruega, EE.UU.,
México, Canada

EE.UU., Francia

Canadé, Noruega,
Argentina, EE.UU.,
MEéxico

Canadé, Noruega
India
No especificado

EE.UU., Canad4, India,
Noruega

EE.UU., Canad4, India,
Noruega

No especificado
Noruega

India, México, Brasil,
Argentina, EE.UU.,
Canada, Noruega}

Noruega, México,
Canada

14

21

34

11

21
10
13
33

16

148

71

22
1586

22

20
16
106

59

54

946

34
30

50
442

1257

136

49
13
673

32

14
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Scleroderma bovista

Scleroderma citrinum

Suillus collinitus
Suillus grevillei

Suillus luteus

Suillus variegatus

Trametes gibbosa

Trametes hirsuta

Trametes trogii

Trametes versicolor

Tricholoma equestre

Tricholoma pardinum

Noruega, India

Noruega, Canada,
EE.UU.

Francia
Noruega, Canada

Noruega, Canada,
Colombia, México

Noruega

EE.UU., Noruega,
Canada

EE.UU., Noruega,
Canada, India

India

Canada, EE.UU.,

Noruega, Argentina

Canada, Noruega,
MEéxico

No especificado

17

27

10
15
73

24
18

135

52
947

18

234



ANEXO 1

Anexo 1, Data 1. Ecuaciones ajustadas y pardmetros del ajuste de los modelos de la produccion
de: A. Polisacéridos (PS) y biomasa en cultivo liquido como funcion del dia de cultivo para: 1)
Ganoderma sp. E47; I1) Ganoderma sp. CS y I111) Ganoderma sp. GO; B. Polisacéridos (PS) y
biomasa en cultivo s6lido como funcion de la oleada de cultivo para Ganoderma sp. E47. N:
numero de réplicas. AIC: Alike Information Criterion; BIC: Bayesian Information Criterion.

A
I PS:
y= 0,83 + 1,32%X + 0,62*x"2 - 0,08*x"3 - 0,06*x"4 - 0,002*x"5

N AIC BIC
12 17,58 20,97

BIOMAGSA:

Ln(y)= 3,63 + 0,70%x + 0,11*x"2 - 0,18*x *3 - 0,11*x"4 + 0,01*x"5

N AIC _ BIC
12 1,82 157
1.  PS:

y=2,78 + 1,46*x — 0,83*x"2 - 0,51*x"3 + 0,07*x"4 + 0,04*x"5

N AIC BIC
12 581 921

BIOMASA:

Ln(y)= 3,49 + 0,30*x - 0,20*x"2 - 0,19*x ~3 + 0,01*x"4 + 0,02*x"5

N AIC__ BIC
12 5,45 -2,06
. PS:

y=0,82 - 0,31*x + 0,09*x"2 - 0,04*x"3 - 0,01*x"4 + 0,01*x"5

N AIC BIC
12 9,13 12,52

BIOMASA:
Ln(y)= 3,46 - 0,10*x - 0,27*x"2 + 0,05*x *3 + 0,02*x"4 - 0,0047*x"5

N AIC BIC
12 8,88 12,27

B.
PS:

y=1,50 -0,36*x
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N R? AIC BIC
6 094 -829 -8,92

BIOMASA:
y=-1,02 + 20,86*X — 6,26*x"2

N AIC BIC
9 39,11 39,89

Anexo 1, Tabla 1. Lista de los nUmeros de acceso y referencias de las secuencias empleadas

en el anélisis filogenético derivado del internal transcribed spacer (ITS) para Phellinus spp.

Identificacion de la coleccion
Phellinus conchatus MJ 66/07
Phellinus lundellii BRNU 604719
Phellinus populicola MJ 92/96
Phellinus populicola BRNM 714885
Phellinus populicola BRNM 714890
Phellinus igniarius BRNM 714874
Phellinus igniarius BRNM 714889
Phellinus igniarius BRNM 714866
Phellinus igniarius MJ 39/07
Phellinus igniarius MJ 40/07
Phellinus igniarius BRNM 714871
Phellinus igniarius MJ 620/93
Phellinus igniarius BRNM 714884
Phellinus igniarius MJ 42/07
Phellinus igniarius MJ 19/94
Phellinus nigricans BRNM 714883
Phellinus nigricans
Phellinus alni MJ 383/96
Phellinus alni MJ 92/94
Phellinus alni MJ 283/94

Phellinus alni BRNM 714881
Phellinus alni BRNM 714870
Phellinus alni MJ 559/94

Phellinus alni BRNM 714892
Phellinus alni PRM 893878
Phellinus alni PRM 893882
Phellinus alni MJ 53/96

Phellinus alni MJ 74/96

Phellinus alni MJ 178/94

Phellinus alni MJ 181/94

Phellinus alni MJ 205/94

Phellinus alni MJ 51/96

Phellinus laevigatus BRNM 714867
Phellinus laevigatus BRNM 714875
Phellinus tremulae BRNM 714886

N° de acceso

GQ383703.1
GQ383704.1
GQ383705.1
GQ383706.1
GQ383707.1
GQ383708.1
GQ383709.1
GQ383710.1
GQ383711.1
GQ383712.1
GQ383713.1
GQ383714.1
GQ383715.1
GQ383717.1
GQ383718.1
GQ383719.1
GQ383727.1
GQ383728.1
GQ383729.1
GQ383731.1

GQ383732.1
GQ383733.1
GQ383736.1
GQ383737.

GQ383744.1
GQ383746.1
GQ383750.1
GQ383752.1
GQ383753.1
GQ383754.1
GQ383755.1
GQ383756.1
GQ383778.1
GQ383779.1
GQ383780.1

Referencias

1

RlRrRrRrRrRrRrRPRrRR R R R RR R R PR R R R PR R R R R PR R R R R R
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Phellinus tremulae MJ 32/07
Phellinus tremulae MJ 45/07
Phellinus tuberculosus MJ 44/07
Phellinus tuberculosus MJ 47/07
Phellinus piceicola Cui 10289
Phellinus piceicola Cui 10440
Phellinus piceicola Cui 10453
Phellinus piceicola Cui 10455

REFERENCIAS DE TABLA 1

GQ383781.1
GQ383782.1
GQ383783.2
GQ383784.1
JQ828907.1
JQ828908.1
JQ828909.1
JQ828910.1

N NN NP PP

1. TomSovsky, M., Vampola, P., Sedlak, P., Byrtusova, Z., Jankovsky, L., 2010. Delimitation of
central and northern European species of the Phellinus igniarius group (Basidiomycota,
Hymenochaetales) based on analysis of ITS and translation elongation factor 1 alpha DNA
sequences. Mycol. Prog. 9, 431-445. https://doi.org/10.1007/s11557-009-0653-x

2. Zhou, L.W., Vlasék, J., Qin, W.M.,, Dai, Y.C., 2016. Global diversity and phylogeny of the
Phellinus igniarius complex (Hymenochaetales, Basidiomycota) with the description of five
new species. Mycologia 108, 192-204. https://doi.org/10.3852/15-099

Anexo 1, Tabla 2. Lista de los nimeros de acceso y referencias de las secuencias empleadas

en los andlisis filogenéticos derivados de ITS, TEF1-a, LSU y p-tubulina para Ganoderma

Spp.
ITS
Identificacion de la coleccion Origen N° de acceso Enviado por Citado por Referencias
G. lucidum GICNO4 ITALIA AM906058 Guglielmo 2007 G”gug:]“g%te;ﬁ"zozlgo& 1;2
G. '“Ci?m gggésgf - Karst R.U. AY884176 Wang y Yao 2005 Wang et al. 2012 3
Cao et al. 2012; Correia
G. lucidum TFM-F15131 JAPON EU021455 Wang y Wu 2007 de Lima Junior et al. 4;5
2014

G. lucidum TFM-F18922 JAPON EU021456 Wang y Wu 2007 Cao et al. 2012 4

G. lucidum Glu5108 ITALIA EU498090 lotti et al. 2008 Zhang et al. 2017 2

G. sichuanense HMAS240175 CHINA JF915393 Wang y Yao 2011 Wang et al. 2012 3

G. sichuanense HMAS240177 CHINA JF915395 Wang y Yao 2011 Wang et al. 2012 3

G. sichuanense HMAS250677 CHINA JF915399 Wang y Yao 2011 Wang et al. 2012 3

G. sichuanense HMAS251147 CHINA JF915402 Wang y Yao 2011 Wang et al. 2012 3

G. sichuanense HMAS76566 CHINA JF915406 Wang y Yao 2011 Wang et al. 2012 3

G. sichuanense CGMCC5.75 CHINA JN197282 Wang y Yao 2011 Wang et al. 2012 3

G. sichuanense CGMCC5.425 JAPON JN197283 Wang y Yao 2011 Wang et al. 2012 3

G. lucidum Glul ITALIA JN588575 lotti et al. 2011 Zhang et al. 2017 2

G. lucidum Glu15 ITALIA JN588577 lotti et al. 2011 Zhang et al. 2017 2

G. resinaceum F-1 FRANCIA JN588588 lotti et al. 2011 Jargalmaa et al. 2017 6
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https://doi.org/10.3852/15-099

Park et al. 2012a,

G. resinaceum CBS152.27 R.U. JQ520200 Kwon et al. 2012 2012b Ta,b
G. resinaceum IUM3651 | REP. CHECA |  JQ520204 Kwon et al. 2012 Park eztoall.2t2)012a, 7ab
G. tsugae ATCC64795 CANADA | JQ520215 Kwon et al. 2012 Parker al. 20122, 7ab
G. tsugae ASI7064 EE.UU. Q520216 Kwon et al. 2012 Park ezthlI.ZtZ)OlZa, 7ab
G. lucidum Dai2272 SUECIA Q781851 Cao et al. 2012 Cao etal. 2012; Zhang 4:2
et al. 2017
G. lucidum Dai11593 FINLANDIA JQ781852 Cao et al. 2012 Cao et al. 2012 4
. L. Cao et al. 2012; .
G. lingzhi Dai12573 CHINA JQ781855 Cao et al. 2012 Jargalmaa et al. 2017 4;6
G. lingzhi Cui4018 CHINA JQ781856 Cao et al. 2012 Cao et al., 2012 4
. . Cao et al. 2012; .
G. lingzhi Wu1006-38 CHINA JQ781858 Cao et al. 2012 Jargalmaa et al. 2017 4,6
G. lingzhi Li245 CHINA JQ781863 Cao et al. 2012 Caoetal., 2012 4
G. lingzhi Dai12479 CHINA Q781864 Cao et al. 2012 Cao et al. 2012; Zhou 4:8
et al. 2015
G. sichuanense Yao et al. 2013; .
CGMCC5.2175 CHINA KC662402 Yaoetal. 2013 Jargalmaa et al. 2017 96
G. sessile JV1209/9 EE.UU. KF605629 Vlasak 2013 Zhou et al. 2015 8
G tougae CEMR:DLL20L1- EE.UU. KJ140748 Brazee et al. 2014 Jargalmaa et al. 2017 6
G. lucidum BR4195 FRANCIA KJ143909 Dai et al. 2014 Zhou et al. 2015 8
G. lucidum K175217 R.U. KJ143911 Dai et al. 2014 Zhou et al. 2015 8
G. lucidum MT2610 REP. CHECA KJ143912 Dai et al. 2014 Zhou et al. 2015 8
G. resinaceum BR4150 FRANCIA KJ143915 Dai et al. 2014 Zhou et al. 2015 8
G. sessile LDW20121017 EE.UU. KJ143917 Dai et al. 2014 Zhou et al. 2015 8
G. sessile NY00985711 EE.UU. KJ143918 Dai et al. 2014 Zhou et al. 2015 8
G. tsugae Dai12751b EE.UU. KJ143919 Dai et al. 2014 Zhou et al. 2015 8
G. lucidum M9720 FRANCIA KU310900 Hennike et al. 2015 Hennike et al. 2016 10
G. lingzhi SFC20150630-14 COREA KY364246 Jargalmaa et al. 2016 Jargalmaa et al. 2017 6
G. oregonense UMNAK1 EE.UU. MG654190 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. oregonense UMNOR1 EE.UU. MG654194 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNFL19 EE.UU. MG654230 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNKY1 EE.UU. MG654257 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNMI24 EE.UU. MG654271 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNNY14 EE.UU. MG654294 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNOH4 EE.UU. MG654298 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile 103SC EE.UU. MG654304 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile 165MO EE.UU. MG654312 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile 171FL EE.UU. MG654316 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. tsugae UMNMI20 EE.UU. MG654324 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. tsugae UMNMI30 EE.UU. MG654326 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. tsugae UMNNCA4 EE.UU. MG654329 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11
G. sessile MS183CA EE.UU. MG910998 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. tsugae MS182AZ EE.UU. MG910999 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
Tomophagus colossus KY646210 Loyd et al. 2017 Loyd et al. 2018 11

UMNFL110
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TEFl-a

Identificacion de la coleccion Origen N° de acceso Enviado por Citado por Referencias
G. lingzhi Cui9166 CHINA 1X029974 Cao et al. 2012 a‘ﬁagoeltS?'ngéi;tﬁvogoi% 4:8:11
G. lingzhi Dai12479 CHINA IX029975 Cao et al. 2012 a(ia;oelts?nggéi;tirO;oitzz 4811
G. lingzhi Wu 1006-38 CHINA 1X029976 Cao et al. 2012 Caoet a;IZS(Z)LlZE) Zhou et 411
G. lingzhi Dai12574 CHINA IX029977 Cao et al. 2012 Caoet agfgﬁg Zhou et 4;11
G. boninense WD 2028 JAPON KJ143924 Dai et al. 2014 Zhou et ‘;'I'. 22%11‘?3; Loyd et 8; 11
G. boninense WD 2085 JAPON KJ143925 Dai et al. 2014 Zhou etal. 2015; Loyd et 8 11
G. curtisii CBS 100131 EE.UU. KJ143926 Dai et al. 2014 Zhou et i:i. 22%11% Loyd et 8; 11
G. curtisii CBS 100132 EE.UU KJ143927 Dai et al. 2014 Zhou et ?I'. 22%11% Loyd et 8 11
G. lucidum Cui 9207 CHINA KJ143928 Dai et al. 2014 Zhouetal, 20015; Loyd et 8; 11
G. lucidum K 175217 R.U. KJ143929 Dai et al. 2014 Zhou et Z‘l'l'. 22%11%; Loyd et 8; 11
G. lucidum MT 26/10 REP. CHECA KJ143930 Dai et al. 2014 Zhou et Z‘l'l'. 22%11%; Loyd et 8; 11
G. multipileum CWN 04670 CHINA KJ143931 Dai et al. 2014 Zhou et ?I'. P Loyd et 8; 11
G. multipileum Dai 9447 CHINA KJ143932 Dai et al. 2014 Zhou et Z‘l'l'. 22%11%; Loyd et 8; 11
G. oregonense CBS 265.88 EE.UU KJ143933 Dai et al. 2014 Zhou et aali. 22%11% Loyd et 8: 11
G. resinaceum CBS 194.76 PAISES BAJOS KJ143934 Dai et al. 2014 Zhou et ?I'. P Loyd et 8 11
G. sessile LDW 20121017 EE.UU KJ143935 Dai et al. 2014 Zhou et ?ll. 22%11%; Loyd et 8; 11
G. sessile JV 1209/9 EE.UU KJ143936 Dai et al. 2014 Zhou etal. 2005; Loyd et 8; 11
G. sessile JV 1209/27 EE.UU KJ143937 Dai et al. 2014 Zhou et "’:L 22%11% Loyd et 8; 11
G. tropicum Yuan 3490 CHINA KJ143938 Dai et al. 2014 Zhou et "’:I'. 22%11% Loyd et 8: 11
G. tsugae Dai 12751b EE.UU KJ143939 Dai et al. 2014 Zhou et é;'l'. 22%11% Loyd et 8: 11
G. tsugae Dai 12760 EE.UU KJ143940 Dai et al. 2014 Zhou et é;'I'. 22%11% Loyd et 8: 11
G. lingzhi SFC20150624-06 CORSE(JA RDEL KY393279 Jargalmaa et al. 2016 Jargalmaa et al. 2017 6
G. lingzhi SFC20150630-14 CORSE(JARDEL KY393280 Jargalmaa et al. 2016 Jargalmaa et al. 2017 6
G. lingzhi SFC20150812-48 CORSEUARDE" KY393281 Jargalmaa et al. 2016 Jargalmaa et al. 2017 6
G. lingzhi SFC20150918-07 CORSEL'JO‘ RDEL KY393282 Jargalmaa et al. 2016 Jargalmaa et al. 2017 6
G. lingzhi SFC20160315-03 CORSEUARDEL KY393283 Jargalmaa et al. 2016 Jargalmaa et al. 2017 6
G. lucidum MS183CA EE.UU MG754723 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. lucidum UMNUT1 EE.UU MG754725 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. lucidum UMNUT? EE.UU MG754726 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. curtisii 102NC EE.UU MG754727 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. curtisii UMNFL28 EE.UU MG754728 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
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G. curtisii UMNFL60 EE.UU MG754729 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. curtisii UMNGAL1 EE.UU MG754731 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. curtisii UMNNC3 EE.UU MG754732 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. meredithae 124FL EE.UU MG754734 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. meredithae UMNFL50 EE.UU MG754735 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. martinicense 231NC EE.UU MG754736 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. martinicense 246 TX EE.UU MG754737 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. martinicense UMNTN1 EE.UU MG754738 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. oregonense UMNAK1 EE.UU MG754740 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. oregonense UMNORL1 EE.UU MG754741 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. polychromum 3300R EE.UU MG754742 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. polychromum MS3430R EE.UU MG754743 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. polychromum UMNORS3 EE.UU MG754744 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. ravenelii MS187FL EE.UU MG754745 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. ravenelii UMNFL188 EE.UU MG754746 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile 111TX EE.UU MG754747 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile 113FL EE.UU MG754748 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile 117TX EE.UU MG754749 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile 228DC EE.UU MG754750 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNFL10 EE.UU MG754753 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNFL19 EE.UU MG754754 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNFL125 EE.UU MG754755 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNKY1 EE.UU MG754756 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNMI22 EE.UU MG754757 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNMI24 EE.UU MG754758 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. sessile UMNOH4 EE.UU MG754759 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. tsugae UMNMI20 EE.UU MG754764 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. tsugae UMNNC4 EE.UU MG754765 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
G. tsugae UMNMI30 EE.UU MH025362 Loyd et al. 2018 Loyd et al. 2018 11
Tomophagus colossus TC-02 KJ143943 Dai et al. 2014 Zhou et "’:i 22%11% Loyd et 8; 11
LSuU
Coleccién ID Origen N° de acceso Enviado por Citado por Referencias
G. resinaceum CBS152.27 R.U. MH866403 Vu et al. 2017 Vuetal. 2019 12
G. weberianum CBS128581 TAIWAN MH876427 Vu et al. 2017 Vu et al. 2019 12
G. resinaceum CBS220.36 EE.UU MH867290 Vu et al. 2017 Vuetal. 2019 12
G. weberianum CBS219.36 FILIPINAS MH867289 Vu et al. 2017 Vu et al. 2019 12
Correia de Lima Junior | Correia de Lima Junior 5
G. parvulum URM80765 BRASIL JX310836 etal. 2012 etal. 2014
Correia de Lima Junior | Correia de Lima Junior 5
G. parvulum URM83345 BRASIL JX310834 et al. 2012 et al. 2014
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Correia de Lima Junior Correia de Lima Junior 5

G. parvulum URM83344 BRASIL JX310833 etal. 2012 et al. 2014
Correia de Lima Junior | Correia de Lima Junior 5

G. parvulum URM83340 BRASIL JX310832 etal. 2012 etal. 2014
Correia de Lima Junior Correia de Lima Junior 5

G. parvulum URM2948 BRASIL JX310835 etal. 2012 etal. 2014
Correia de Lima Junior | Correia de Lima Junior 5

G. parvulum URM83339 BRASIL JX310831 etal. 2012 etal. 2014
Correia de Lima Junior Correia de Lima Junior 5

G. orbiforme URM83336 BRASIL JX310830 etal. 2012 etal. 2014
Correia de Lima Junior | Correia de Lima Junior 5

G. orbiforme URM83335 BRASIL JX310829 etal. 2012 et al. 2014
Correia de Lima Junior Correia de Lima Junior 5

G. orbiforme URM83334 BRASIL JX310828 etal. 2012 etal. 2014
Correia de Lima Junior | Correia de Lima Junior 5

G. orbiforme URM83332 BRASIL JX310827 etal. 2012 et al. 2014
Correia de Lima Junior | Correia de Lima Junior 5

G. parvulum URM83343 BRASIL JX310810 et al. 2012 et al. 2014
G. lucidum C-2 COREA DQ208413 Nam et al. 2005 Lee et al. 2006 13
G. lucidum C-1 COREA DQ208412 Nam et al. 2005 Lee et al. 2006 13
G. lucidum IUMO01122 COREA DQ208411 Nam et al. 2005 Lee et al. 2006 13
G. lucidum IUM00298 COREA DQ208410 Nam et al. 2005 Lee et al. 2006 13
Costa Rezende et al. 14

G. sinense Wei5327 CHINA KF495008 Zhaoy Cui 2013 2017
G. lucidum CBS270.81 FRANCIA MH873099 Vu et al. 2017 Vu et al. 2019 12
Tomophagus colossus . Correia de Lima Junior
URMBS3330 BRASIL JX310811 Limaet al. 2012 et al. 2014 5
B-TUBULINA
IdentlflcaC|_qn de la Origen N° de acceso Enviado por Citado por Referencias
coleccién
G. cf. resinaceum . .
CMW50326 SUDAFRICA MH567320 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. cf. resinaceum . .

CMW249711 SUDAFRICA MH567319 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. destructans CMW50317 SUDAFRICA MH567315 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. destructans CMW49708 SUDAFRICA MH567314 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. australe CMW49694 SUDAFRICA MH567312 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. australe CMW49697 SUDAFRICA MH567311 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. australe CMWA47785 SUDAFRICA MH567310 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
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G. australe CMW48146 SUDAFRICA MH567309 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. knysnamense CMW49688 SUDAFRICA MH567308 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. knysnamense CMW49691 SUDAFRICA MH567307 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. knysnamense CMW47756 SUDAFRICA MH567306 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15
G. knysnamense CMW47755 SUDAFRICA MH567305 Tchoumi et al. 2018 Tchoumi et al. 2019 15

G. destructans CMW43671 | SUDAFRICA MG020156 Tchoumi et al. 2017 TChO“m;g;g" 2018, 16:15
G. dunense CMW42149 SUDAFRICA MG020153 Tchoumi et al. 2017 Tcm“még;g" 2018, 1615
G. destructans CMW43670 | SUDAFRICA MG020151 Tchoumi et al. 2017 Tcm“még;g" 2018, 16:15
G. dunense CMW42157 SUDAFRICA MG020150 Tchoumi et al. 2017 TChoumégig" 2018, 16:15
Park et al. 2012a,
G. oregonense ASI7062 EE.UU JQ675648 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
G. tornatum CBS109679 PAISES BAJOS JQ675670 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
G. tsugae ASI7064 EE.UU JQ675669 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
G. tsugae ATCC64795 CANADA JQ675668 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
Park et al. 2012a,
G. resinaceum IlUM3651 REP. CHECA JQ675657 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 2012a,
G. resinaceum ASI7143 COREA JQ675656 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
G. resinaceum ASI7142 COREA JQ675655 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
Park et al. 20123,
G. resinaceum CBS152.27 R.U. JQ675653 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 20123,
G. resinaceum ATCC52416 ARGENTINA JQ675652 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 20123,
G. lucidum KCTC16802 TAILANDIA JQ675641 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 20123,
G. lucidum IUMA4310 BANGLADESH JQ675637 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 20123,
G. lucidum IUMA4304 BANGLADESH JQ675636 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 20123,
G. lucidum IUM4303 BANGLADESH JQ675635 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10

2016
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Park et al. 2012a,

G. lucidum ASI7037 COREA JQ675634 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 2012a,
G. lucidum ASI7117 COREA JQ675633 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
G. lucidum ITUMO0938 COREA JQ675629 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
G. lucidum IUMO0047 COREA JQ675627 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
Park et al. 20123,
G. lucidum ASI7135 COREA JQ675626 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 2012a,
G. lucidum ASI7094 COREA JQ675625 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
Park et al. 2012a,
G. lucidum ASI7091 COREA JQ675624 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,b;10
2016
G. lucidum cultivar Yeongji Park et al. 2012a,
' ) 9 COREA Q675622 Kwon et al. 2012 2012b; Hennike et al. 7a,0;10
2016
G. lucidum ASI7013 COREA JQ675621 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
G. lucidum cultivar Yeongji
1 COREA JQ675620 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
G. lucidum M9720 FRANCIA KU310902 Hennike et al. 2015 Hennike et al. 2016 10
G. annulare KCTC16803 BRASIL JQ675613 Kwon et al. 2012 Park et al. 2012a, 2012b 7a,b
Trametes suaveolens Lesage Meessen et al Lesage Meessen et al.
AUSTRIA FJ410378 g ' 2011; Tchoumi et al. 17;15
CBS446.61 2008 2019
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Anexo 1, Figura 1. Arboles obtenidos de los anélisis filogenéticos derivados de LSU (arriba)

y B-tubulina (abajo) para Ganoderma spp.
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Anexo 1, Figura 2. Estructuras secundarias predichas de las moléculas de ARNr, region
ITSL. Estructura general 2D de: A.l-11. G. lucidum de América, Grupo 1 (A.l) el cual representa
la mayoria de las secuencias, excluyendo a MT196417, MG910999 y JQ520215 que pertenecen
al Grupo 2 (A.ll); B. G. lucidum de Europa. C. G. lingzhi; D.I-11. G. resinaceum de América,
Grupo 1 (D.1), que incluye a KF605629, KJ143917, KJ143918, MG654230, MG654230,
MG654294, MG654312 y MG654316, y el Grupo 2 (D.II), que incluye a MG654257,
MG654298, MT196418, MG910998 y MG654304; E.I-111. G. resinaceum de Europa, JN588588
(E.I) que comparte la estructura basica con KJ143915, mientras que JQ520204 (E.11) y JQ520200
(E.11T) muestran estructuras unicas. Las diferencias en las posiciones de los nucle6tidos entre
estructuras del mismo grupo o entre grupos se indican como évalos, rectangulos o circulos. La
numeracion de las hélices no esta necesariamente correlacionada en todos los clados. Las
secuencias generadas en el presente estudio (Ganoderma sp. CS MT196416, Ganoderma sp. GO
MT196417, Ganoderma sp. E47 MT196418) se encuentran resaltadas en amarillo. La
nomenclatura para nucleétidos incompletamente especificados sigue las recomendaciones del
Comité de Nomenclatura de la Unidn Internacional de Bioquimica (NC-1UB).

La presencia de un cambio de base no compensatorio en la posicion 107 separa el clado G.
lucidum de Europa del originario de América (A,B). Entre G. lucidum de América (A), se podrian
diferenciar dos grupos (A.L,I1) en funcion de la presencia de un nucleétido no definido en la
posicion 158 que produjo un cambio en la estructura, pero conservo la hélice 1 inalterada. Los
miembros de G. lucidum de Europa comparten una estructura comun representada por la
secuencia AM906058 (B).

El clado G. lingzhi podria distinguirse por una estructura basica Unica representada por JF915399
(C). Ganoderma sp. CS MT196416 difiere de la secuencia basica de este clado por una mutacion
Unica de un solo nucleétido en la posicién 32, y otra mutacién puntual en la posicién 52
compartida con G. lingzhi JQ781863, G. lingzhi JQ781864 y G. sichuanense JF915406, que

fueron las secuencias mas cercanas en el arbol ITS1 (Figura 11A).

G. resinaceum de América se dividié en 2 grupos (D.1, I1). G. resinaceum de Europa mostro tres
estructuras diferentes, una correspondiente a JN588588 y compartida con KJ143915 (E.I), y otras
dos correspondientes a JQ520204 (E.I1) y JQ520200 (E.I11). Ganoderma sp. E47 MT196418
mostré una mutacion Unica en la posicién 89 con respecto a la estructura basica del G. resinaceum
del Grupo 2 de América, y una Unica mutacion en la posicion 124 compartida con G. sessile
MG910998, su vecino mas cercano en el arbol ITS1 (Figura 11A).

Ganoderma sp. GO MT196417 y G. tsugae MG910999 mostraron un nucleétido en la posicion
158 que produjo el mismo desplazamiento en la estructura generando la estructura A.ll y

conservando la hélice 1 de la estructura basica del grupo americano G. lucidum 2 (A).
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B G. lucidum EUROPA

C  G.lingzhi D.Il  G. sessile Grupo 2

E.l G. resinaceum EUROPA Grupo 1 Ell  G. resinaceum EUROPA Grupo 2 Ell G. resinaceum EUROPA Grupo 3
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Anexo 1, Figura 3. Confirmacién de la compatibilidad somatica para cada una de las cepas
de Ganoderma en estudio. Se muestran las placas con medio de aceleracién inoculadas con
discos de agar enfrentados de una misma cepa, en vista superior (arriba) e inferior (abajo) de la
placa. E47: Ganoderma sp. E47, CS: Ganoderma sp. CS, GO: Ganoderma sp. GO.

GO cs

Anexo 1, Figura 4. Western Blot de inhibicion. 1. Proteinas del basidioma de Ganoderma sp.
E47 sin inhibir; 2. Proteinas del basidioma de Ganoderma sp. E47 inhibidas con BSA (inhibicion
inespecifica); 3. Proteinas del basidioma de Ganoderma sp. E47 inhibidas con sus mismas
proteinas (inhibicion especifica); 4. Proteinas del basidioma de Ganoderma sp. E47 inhibidas con
proteinas del basidioma de P04; 5. Proteinas del basidioma de Ganoderma sp. E47 inhibidas con

proteinas del basidioma de E27.

52
38
31

24

17

12

kDa
Anexo 1, Protocolo N°1. Preparacion de Agar MYG

Composicién por litro de agua destilada: Extracto de levadura (calidad microbioldgica) 2 g,
Extracto desecado de malta (calidad microbioldgica) 20 g, Glucosa (Dextrosa) 10 g, agar
bacterioldgico 20 g, pH= 6,0.

1. Mezclar todos los componentes menos el agar. Calentar hasta disolucion total.
2. Medir pH y ajustar si es necesario.

3. Agregar el agar y agitar.
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4. Esterilizar a 121 °C y 1 atm durante 15 min. Dejar enfriar y refrigerar en heladera.

Anexo 1, Protocolo N°2. Extraccidn de los polisacaridos de los basidiomas (basado en USP 41-

NF 36, Ganoderma lucidum Fruiting Body. Content of water-soluble polysaccharides).

Agregar a 1 g exactamente pesado de polvo 30 mL de agua destilada. Dejar reposar 1 h.
Extraer a reflujo durante 4 h. Filtrar inmediatamente con filtro de papel.

Transferir el residuo vy el filtro de papel al mismo recipiente de extraccion.

Agregar 30 ml de agua destilada y extraer a reflujo por 3 h. Filtrar inmediatamente.
Enjuagar el recipiente con 5 mL de agua y filtrar. Repetir otras dos veces.

Combinar los filtrados y enjuagues, y evaporar a sequedad en bafio Maria.

o ok~ LN =

Disolver el residuo en 5 mL de agua destilada. Agregar 75 mL de etanol absoluto y dejar en
heladera durante 12 h.
7. Centrifugar a 4000 rpm durante 3 min.

8. Eliminar el liquido y secar a 60 °C.
Anexo 1, Protocolo N°3. Método del fenol-sulfirico para la determinacién de carbohidratos

80 % fenol: se prepara por peso, agregando 80 g de fenol a 20 g de agua destilada. Es estable
luego de 3-4 meses. Puede tornarse amarillento (considerarlo en el blanco).

1. Preparar la curva de calibrado de glucosa.

2. Agregar a cada tubo 2 mL de solucion de carbohidrato (muestra o estandar de glucosa).

Blanco de reactivos: 2 mL de agua destilada.
3. Agregar 0,05 mL de solucidn de fenol.

4, Agregar tardando entre 10 y 20 segundos 5 mL de acido sulfirico directamente al centro
del tubo para favorecer el mezclado. Dejar reposar 10 minutos. Agitar y dejar en bafio de agua a
25-30°C durante 10-20 minutos.

5. Leer la absorbancia a 490 nm en cubetas de vidrio. El color es estable por horas

Anexo 1, Protocolo N°4. Determinacion de biomasa y polisacaridos en cultivo liquido.

1. Finalizado el periodo de cultivo, colocar los Erlenmeyer en equipo de ultrasonido y
sonicar durante 30 minutos (en 3 ciclos de 10 min) para favorecer la liberacion de

endopolisacaridos mediante lisis celular.
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2. Colar el micelio, separando las semillas. Lavar con agua destilada. Colocar el micelio en
cajas de Petri, secar a 80 °C y pesar hasta peso constante para determinar biomasa. El medio de
cultivo se reparte en tubos Falcon de 50 mL.

3. Agregar al medio de cultivo 4 volimenes de etanol 95 % y centrifugar a 650 x g durante
10 minutos. Descartar el sobrenadante y secar el precipitado a 60 °C (polisacaridos crudos).

Registrar el peso.

4, El precipitado de polisacéridos se resuspende en la minima cantidad de agua destilada

para su posterior cuantificacion mediante el método del fenol-sulfurico.
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ANEXO 2

Anexo 2, Protocolo N°1: Determinacion de contenido de humedad
Método de referencia: AOAC Official Method 934.01. Los son Drying (Moisture)
Procedimiento

Una muestra que contenga alrededor de 2 g en peso seco se somete a secado en estufa a 70 °C
durante 5 horas a presion inferior o igual a 100 mm Hg.

Calculo

El resultado se expresa como pérdida por secado (PPS) o humedad (H) en % (p/p) siguiendo la

siguiente formula:

PPS/H % (p/p) = 100 x peso perdido luego del secado (q)

peso inicial de la muestra (g)

PESO SECO % (p/p) = 100 — PPS % (p/p)

Notas:

1. En el caso de setas donde el contenido de humedad ronda entre un 85 y un 95 % debe
pesarse entre 15 a 25 g de material fresco.
2. Tal como lo recomienda el método oficial, se opta por un secado a 70 °C para evitar la

afeccion de los compuestos sacaridos de la muestra.
Anexo 2, Protocolo N°2: Determinacion de cenizas
Método de referencia: AOAC Official Method 942.05
Procedimiento

Se toma el peso de un crisol de porcelana vacio. Se pesan exactamente alrededor de 2 g de muestra
en el crisol, ambos perfectamente secos, y se someten a incineracion a 600 °C dentro de una mufla
durante 2-4 h. Pasado ese tiempo, los crisoles se enfrian en desecador. El contenido en cenizas se

determina por diferencia de peso con la siguiente férmula:

Cenizas % (p/p) = 100 x peso inicial de la muestra (g) — peso perdido en la incineracion (q)

peso inicial de la muestra (g)
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Protocolo N°3: Determinacion de lipidos crudos

Método de referencia;: AOAC Official Method 960.39.

Materiales

Una muestra de 1.5 g de polvo seco exactamente pesada se coloca en un cartucho de papel
de filtro o dedal (CT2280, 22 mm diametro interno y 80 mm de largo externo, AquaLab®)
y luego este se coloca dentro del extractor.

Dentro de un balén Soxhlet previamente pesado se vierte un volumen de hexano
completamente anhidro tal que cubra 2/3 del recipiente.

Se adosa el sistema de refrigeracion al equipo Soxhlet. Se conecta el matraz al extractor
y se lleva a ebullicién (68° 0 40°) de modo que se produzcan 10 ciclos de reflujo por hora
(entre 2 a 3 horas).

Luego se evapora el solvente a presion reducida en evaporador rotatorio y se deja el
extracto bajo campana de extraccion durante 1 hora.

Se pesa el balon con el residuo y se determina el contenido de lipidos con la siguiente

férmula:

Contenido en lipidos crudos % (p/p) = 100 x peso del matraz con residuo - peso del matraz (g)

Notas:

1.

peso de la muestra (g)

Asegurarse de que el sistema de refrigeracion funcione correctamente para evitar la
acumulacion de exceso de vapor de hexano (altamente inflamable) dentro del balén.

Debe establecerse inicialmente el volumen minimo de solvente requerido. EI mismo
puede determinarse teniendo en cuenta los mililitros necesarios para que dentro del
extractor el tubo capilar ubicado en paralelo a la columna central equipare y luego supere

en volumen a la columna central, de modo que el liquido contenido escurra hacia el bal6n.

Anexo 2, Figura 1. Equipo de extraccion Soxhlet empleado en este estudio.

l B ! ‘
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Anexo 2, Protocolo N°4: Determinacion del contenido de proteinas
Método de referencia: Método semimicro Kjeldahl (Fawcett et al., 1954)
Preparacion de soluciones reactivas

- Sales catalizadoras: pesar 62,5 g de sulfato de potasio (KSOa4) y 6,25 g de sulfato de cobre
pentahidratado (CuSO4.5H,0). Homogeneizar la mezcla.

- Hidroxilo de sodio (40 %): Pesar 400 g de hidréxido de sodio (NaOH), disolver en agua
destilada y aforar a 1 L. El agua para preparar la solucion debe ser hervida previamente
para eliminar el CO,. En un agitador-calentador ir agregando de a poco el hidroxido de
sodio en escamas hasta que se disuelva por completo. Dejar enfriar y aforar.

- Acido borico: pesar 20 g de 4cido bérico y disolver en 750 mL de agua destilada. Calentar
para la completa disolucion del acido. Dejar enfriar y agregar 20 mL de la mezcla de
indicadores mixtos. Completar el volumen a 1 L con agua destilada y mezclar.

- Indicadores mixtos: 0,099 g de verde de bromocresol y 0,066 g de rojo de metilo disueltos
en 100 mL de alcohol etilico 96 %.

- Acido sulfarico 0,1 N: 2,7 mL de 4cido puro llevado a 1 L con agua destilada.

Procedimiento

1. En tubos de ensayo se coloca 0,2 g de muestra exactamente pesada junto con las sales
catalizadoras (1 ¥z cuchara) y 5 mL de 4cido sulfarico concentrado. Se deja bajo campana
de extraccion hasta el dia siguiente.

2. Se colocan los tubos con las muestras en el bloque de digestion tapando la abertura de
cada uno con papel aluminio con un pequefio orificio para permitir la evacuacion de los
vapores.

3. Se comienza la digestion a fuego medio, una vez que el material se haya disuelto se puede
aumentar el calor. La digestion finaliza cuando las muestras se vuelven color verde claro
(Anexo 2, Figura 2).

4. Las muestras se dejan enfriar y se pasa el contenido a los tubos de destilacion del
Kjeldahl, enjuagandolos con agua destilada (aprox. 10 mL) para arrastrar el material del
fondo del tubo de digestion.

5. Se procede luego a la destilacién, donde se utilizan 15 mL de agua destilada, 30 mL de
hidréxido de sodio y 30 mL de &cido bérico. Una vez finalizada la destilacion se titula
con acido sulfurico al 0,1 N.

6. El contenido de proteinas (N %) se calcula de la siguiente manera:
N%=(MmMLM-mLB)x14xF

Peso de la muestra (g)
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Donde:
mL M: mililitros consumidos por la muestra en la destilacion
mL B: mililitros consumidos por el blanco en la destilacion

F: factor de conversién nitrogeno-proteinas (4,38 en hongos, Bano et al., 1988)

Anexo 2, Figura 2. Determinacién de proteinas. A. Tubos correspondientes a una muestra
(color oscuro) y el blanco de reactivos (contenido transparente) al comienzo de la digestion. B.
Tubos al finalizar la digestidn; notese el color verde que adquiere la muestra cuyo material

organico ha sido consumido.

Anexo 2, Protocolo N°5: Determinacidn de contenido de fibra dietaria
Métodos de referencia: Megazyme method 1 (basado en AOAC Method 991.43)
Materiales

- Filtros: Duran® Filter crucible 3X, porosidad 16-40 um, d= 46 mm capacidad 50 mL

- Horno mufla

- Desecador

- Bafio de agua con agitacion

- Solucién de lavado (Tween 20 al 2 % en agua tridestilada)

- Acetona

- Agua tridestilada

- buffer fosfato o MES-TRIS (pH=6,0)

- Celite®

- Amiloglucosidasa, solucién de A. niger (A9913, para su uso en FDT-100A, SIGMA,
Merck KGaA, Darmstadt, Alemania)

- Proteasa de B. licheniformis (P4860, >2,4 U/g, SIGMA, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania)

- a-amilasa (FAA, ANKOM Technology, Macedonia, NY).

Procedimiento

254



1. Preparacion del material

a) Incinerar toda la noche a 525 °C los filtros. Nota: el proveedor indica que la méxima
temperatura a la que puede ser sometido el material es 500 °C, por lo que se realiza el

procedimiento a esta temperatura como limite.

b) Remover el contenido remanente de Celite y cenizas en el filtro usando vacio.

C) Sumergir los filtros en solucién de lavado (Tween 20 al 2 % en agua tridestilada) a TA
durante 1 h.

d) Enjuagarlos con agua y agua destilada-tridestilada.

e) Enjuagarlos finalmente con 15 mL de acetona y dejar secar bajo campana.

f) Agregar aproximadamente 0,5 g de Celite a los filtros secos y colocar en estufa a 130 °C.
0) Enfriar en desecador por aprox. 1 hy registrar el peso (filtro+Celite)

2. Blanco: correr en cada ensayo uno o dos blancos junto a las muestras para medir alguna

contribucion de los reactivos al residuo.
3. Preparacion de las muestras

a) Pesar por duplicado con exactitud 0,500 + 0,0025 g de muestra en un vaso de precipitado
alto de 200 mL.

b) Agregar 25 mL de buffer fosfato (pH= 6,0) y chequear pH. Agregar agitador magnético
y agitar hasta que la muestra esté completamente disuelta (previene la formacién de grumos y la

inaccesibilidad de las enzimas).

4. Incubacion con a-amilasa termoestable

a) Agregar 25 pL de enzima agitando a baja velocidad.

b) Cubrir el vaso con papel aluminio.

C) Colocar el vaso en el bafio con agitacion a 95 °C e incubar por 30 minutos con agitacion
constante.

d) Remover las muestras del bafio y enfriar a 60 °C.

e) Remover el papel aluminio.

f) De formarse anillos alrededor del vaso, remover con una espétula.

0) Enjuagar con pipeta el vaso y la espatula con 5 mL de agua destilada.
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h)

Ajustar la temperatura del bafio en 60 °C.

5. Incubacidn con proteasa.

a) Agregar 50 pL de proteasa a cada muestra.

b) Volver a cubrir con papel aluminio.

c) Incubar en bafio a 60 + 1 °C con agitacidn constante durante 30 minutos. Empezar a contar
el tiempo cuy o la temperatura alcance los 60 °C.

d) Chequear pH.

e) Remover las muestras del bafio.

f) Quitar los papeles aluminio.

0) Agregar 25 mL de HCI 0,561 N con agitacion.

h) Chequear el pH, que deberia rondar en 4,1-4,8. De ser necesario ajustar con NaOH 5 %
0 HCI 5 %.

6. Incubacién con amiloglucosidasa

a) Agregar 50 pL de enzima agitando en agitador magnético.

b) Volver a colocar el papel aluminio.

c) Incubar a 60 °C durante 30 minutos con agitacion constante.

Fibra dietaria insoluble (FDI)

7.
a)
b)

c)

10.

Filtracion

Tarar el filtro conteniendo Celite a cerca de 0,1 mg.

Humedecer y redistribuir el Celite con aprox. 1,5 mL de agua destilada.

Aplicar succién al filtro para que el Celite se distribuya como una capa homogénea.

Precalentar agua a 70 °C y usar dos porciones de 5 mL para enjuagar el vaso de

precipitados y luego lavar el residuo. Guardar el filtrado y enjuagues para determinar fibra dietaria

soluble (FDS). Transferir la solucion a un vaso de precipitados similar pre-tarado (ir a

determinacion de FDS).

8.

a)

Lavar el residuo con:

5 mL x2 de etanol 95 %.
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b) 5 mL x2 de acetona.
9. Secar el filtro toda la noche a 103 °C.
10. Enfriarlo en desecador durante aprox. 1 h. Pesar (filtro + Celite + residuo de fibra)

11. Determinar el contenido de proteinas y cenizas para la correccion del contenido

resultante.
a) Analizar uno de los residuos por Kjeldahl (N x 4,38).
b) Para el andlisis de cenizas, incinerar el segundo residuo por 5 h a 525 °C. Enfriar en

desecador y pesar (filtro + Celite + cenizas).

Fibra dietaria soluble

a) Pesar la solucién combinada de filtrados y enjuagues en el vaso pre-tarado en FDI.

Alternativamente, ajustar a 80 g y agregar 160 mL de etanol 95 % pre-calentado a 60 °C.
b) Dejar precipitar a TA durante 1 h.

12. Filtracion-preparado

a) Tarar el filtro conteniendo Celite a 0,1 mg.
b) Humedecer y redistribuir el Celite con 7,5 mL de etanol 78 %.
C) Aplicar succidn al filtro para que el Celite se distribuya como una capa homogénea.

13. Filtracion
a) Filtrar el digesto enzimatico precipitado de FDS.

b) Colocar etanol 78 % en una piseta y transferir cuantitativamente con ayuda de una

espatula todas las particulas remanentes al filtro.

14, Lavar el residuo aplicando vacio con:

a) 7,5 mL x 2 de etanol 78 %,

b) 7,5 mL x 2 de etanol 95 %,

C) 7,5 mL x 2 de acetona.

15. Secar el filtro a 103 °C toda la noche 103 °C.
16. Determinacion de proteinas y cenizas.

C) Analizar uno de los residuos por Kjeldahl (N x 6,25).
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d) Para el andlisis de cenizas, incinerar el segundo residuo por 5 h a 525 °C. Enfriar en

desecador y pesar (filtro + Celite + cenizas).

Fibra dietaria total

17. Repetir pasos 1-6.
18. Precipitacion de la fibra dietaria con etanol

a) A cada muestra agregar 112,5 mL de etanol 95 % pre-calentado a 60 °C. Medir el
volumen luego de calentar. La relacion de volumen de etanol y volumen de muestra debe ser 4:1.

En caso de sobrecalentar el etanol a 65 °C, agregar 114 mL (expansion de volumen).
b) Cubrir las muestras con papel aluminio.
c) Dejar precipitar a temperatura ambiente durante 1 h.

19. El célculo de cada fraccion de fibra se calcula empleando la hoja de calculo MegaCalc™

(www.magazyme.com).

Anexo 2, Protocolo N°6: Determinacion de polisacaridos hidrosolubles

Método de referencia: United States Pharmacopoeia (USP 41-NF 36, Ganoderma lucidum
fruiting body powder. USP, Rockville, MD, 2: 4632-4635) para la extraccion y Dubois et al.
(1956) para su cuantificacion.

Procedimiento

1 g de muestra exactamente pesada y seca se coloca en un balon y se deja reposar 1 h a temperatura
ambiente con 30 mL de agua destilada. Se extrae a reflujo durante 4 h y luego se filtra
inmediatamente. Se transfiere el residuo y el filtro al mismo baldn, agregandose nuevamente 30
mL de agua destilada. Se extrae a reflujo durante 3 hy se filtra inmediatamente. El balén es lavado
con 3 porciones de 5 mL de agua destilada. Se combinan luego los lavados y el filtrado y se
evapora en bafio Maria hasta sequedad. Se disuelve finalmente el residuo en 5 mL de agua
destilada y se agregan 75 mL de etanol. Se deja reposar 12 h a 4 °C y se centrifuga a 4000 rpm

durante 30 minutos. El precipitado se seca en estufa a 60 °C hasta peso constante.
Cuantificacion: Método del fenol-sulfurico para la determinacion de carbohidratos
Preparacion de soluciones de reactivos

- Solucion 80 % fenol: se prepara por peso, agregar a 20 g de agua destilada 80 g de fenol.

Estable luego de 3-4 meses. Puede tornarse amarillento, considerarlo en el blanco.

Procedimiento
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Preparar la curva de calibrado de glucosa.

Agregar a cada tubo 2 mL de solucion de carbohidrato. Blanco de reactivos: 2mL de agua
destilada.

Agregar 0,05 mL de solucién de fenol.

Agregar tardando entre 10 y 20 segundos 5 mL de &cido sulfurico directamente al centro
del tubo para favorecer el mezclado. Dejar reposar 10 minutos. Agitar y dejar en bafio de
agua a 25-30 °C durante 10-20 minutos.

Leer la absorbancia a 490 nm (amarillo-naranja). El color es estable por horas.

Anexo 2, Protocolo N°7: Determinacion de vitaminas C y del complejo B

Método de referencia: Kall 2003.

Reactivos

Acido félico

Vitamina B1 (Tiamina HCI):
Vitamina B2 (Rivoflavina fosfato):
Vitamina B3 (Nicotinamida):
Vitamina B6 (Piridoxina HCI):
Vitamina B12 (Cianocobalamina)
Vitamina C (acido ascdrbico)
HCI1,0,1y0,01 M

Acetato de sodio 2 M

Fosfatasa alcalina

Filtros hidrofilicos de 0,2 mm

Preparacion de las muestras

1.

N oo gk~ w DN

Se pesa exactamente alrededor de 1 g de muestra seca y pulverizada y se coloca en un
tubo de ensayo.

Se adicionan 10 mL de HCI 0,1 M y se lleva a autoclave durante 5 minutos a 121 °C.
Luego de enfriar a temperatura ambiente se ajusta el pH a 4,5 con acetato de sodio 2 M.
Se agita y se lleva a volumen de 20 mL con agua destilada y se enfriaa 5 °C.

Se centrifuga 10 minutos, luego se filtra y se transfieren 3 mL a un tubo de ensayo.

Se adiciona el equivalente a 5 Ul de fosfatasa cida.

Se incuba toda la noche a 45 °C. La reaccion es frenada agregando 1 mL de HCI 1 M en
frio. Luego se adicionan 1,7 mL de HCI 0,01 M.

Filtrar con filtro de agua de 0,2 um para su andlisis mediante HPLC.
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9. Las longitudes de onda para la cuantificacion de cada vitamina y sus tiempos de retencién

son los siguientes (Anexo 2, Tabla 1):

Anexo 2, Tabla 1. Longitudes de onda de los maximos de absorcion y tiempos de retencion

correspondientes a las vitaminas hidrosolubles analizadas.

Vitamina Méximo de Tiempo de
absorcion (nm) retencion

(min)

Bl 246-247 9,16

B2 267 17,68
B3 260 14,94

B6 290 11,75

B9 246 9,85
B12 230 15,18

C 252-253 13,09

Anexo 2, Protocolo N°8. Determinacion de vitamina D.
Método de referencia: Lumley (1993)

Procedimiento

1. 1 g de muestra exactamente pesada, pulverizada y seca se mezcla con 0,1 g de acido
ascorbico y 15 mL de metanol; asegurandose de quitar el oxigeno del interior del balén,
luego se adicionan 5 mL de KOH 50 %.

2. Lamuestra se extrae a reflujo durante 25 minutos a 82°C, se filtra con papel de filtro y se
enjuaga con 20 mL de agua.

3. Se transfiere el liquido a una ampolla de decantacién y se extrae 3 veces con 20 mL de
hexano (separando la fase inferior que seréa reutilizada y luego quedandose con las tres
fases superiores de hexano).

4. Sejuntan las tres fracciones hexanicas y se lavan en ampolla con 20 mL de agua 3 veces
(descartando en cada paso la fase inferior acuosa).

5. Se colocan los aprox. 60 mL de hexano en balén de fondo redondo, se agrega
aproximadamente 1 (1-3) mg de BHT vy se evaporar el solvente a presion reducida a 45
°C.

6. Seresuspende el residuo en 1,5 mL de metanol HPLC y se filtra con filtro de jeringa para
su andlisis mediante HPLC.

7. Las longitudes de onda para la cuantificacion de cada vitamina y sus tiempos de retencién

son los siguientes (Anexo 2, Tabla 2):
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Anexo 2, Tabla 2. Longitudes de onda de los m&ximos de absorcion y tiempos de
retencion correspondientes a las vitaminas D2 y D3.

Vitamina Maximo de Tiempo de
absorcién (nm) retencion

(min)

D2 265 21,51

D3 265 22,67

Anexo 2, Protocolo N°9: Determinacion de vitamina E.
Procedimiento
Extraccion

1. Transferir 1,0 g de basidioma, finamente pulverizado y exactamente pesado, a un
matraz de fondo redondo de 200 mL, agregar 37,5 mL de etanol. Afiadirlo a un condensador y

dejar a reflujo durante 45 minutos. Enfriar y filtrar.

3. Enjuagar el matraz con 2 alicuotas de 5 mL de etanol. Filtrar y combinar los lavados
con el filtrado.

4. Evaporar a sequedad a presion reducida, luego disolver el residuo en aprox. 20 mL de
alcohol.

Acetilacion de las muestras

1. Secar las muestras con SO4Na; antes de evaporar el solvente (agregar un poco del sélido al
vial y agitar, aprox. 0,01 g) a fin de eliminar agua residual que podria hidrolizar el anhidrido
acético (reactivo acetilante).

2. Transferir el liquido a un eppendorf de 2 mL y centrifugar 2 min a 8000 rpm.

3. Transferir el sobrenadante a otro eppendorf de 2 mL y evaporar el solvente bajo campana de
extraccion.

5. Agregar anhidrido acético y piridina en proporcion segin Hamman et al. (2016): una cantidad
de muestra que contenga entre 0,1 a 0,5 mg de lipidos se coloca en un vial color caramelo, por

cada 0.1 mg de lipidos se agrega 100 uL de piridina y 50 pL de anhidrido acético.

6. El eppendorf cerrado y sellado con parafilm se lleva a la estufa y se deja incubar a 60°C
durante 2 horas.
8. Luego se lleva a 1 mL con hexano y se lava con 1 volumen de HCI 5 %, se centrifuga y se

transfiere la fase organica superior a nuevo eppendorf (de esta manera se elimina la piridina).
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9. La fase hexanica se lava con 1 volumen de NaHCO3 5 %, y nuevamente la fase organica se
transfiere a otro eppendorf conteniendo Na,SO4 (de esta manera se eliminan los restos de
anhidrido acético).

10. Se centrifuga y se transfiere a vial para su analisis mediante CG-EM.

Anexo 2, Protocolo N°10: Determinacion de &cidos grasos y esteroles

Acidos grasos. Método de referencia: AOAC 996.06

Procedimiento

A. Hidrolisis acida

1. Pesar exactamente una cantidad de muestra pulverizada y seca que contenga 100-200 mg
de lipidos.
2. Colocar en un vial la muestra y agregar aproximadamente 100 mg de acido

pirogalico/pirogalol (previene degradacion oxidativa de los acidos grasos), agregar perlas de

ebullicién y 2 mL de etanol. Agitar hasta disolver toda la muestra.
3. Agregar 10 mL de HCI 8,3 M y mezclar.

4. Levar a bafio termostatizado a 70-80 °C con agitacion moderada durante 40 minutos.

Mezclar en vortex cada 10 minutos para incorporar particulas pegadas a las paredes.
5. Luego de la digestion enfriar a temperatura ambiente.
B. Extraccion

6. Agregar igual volumen de solucion CHCIs: MeOH (2:1). El metanol se agrega para

aumentar la afinidad por acidos grasos mas polares.

7. Agitar durante 5 minutos. Dejar reposar 1 h o hasta que la fase sea clara. Separar la fase
inferior (CHCIs) y adicionar al tubo unos mg de Na.S04 para eliminar el agua remanente. Repetir

tres veces.
8. Separar del sélido y evaporar el solvente bajo campana.
C. Metilacion

9. Agregar 1,8 mL de HCI 10 % p/v en MeOH, incubar a 50°C durante 20 minutos.

10. Extraer con 1,8 mL de hexano dos veces, transferir la fase superior organica a un frasco
con NazSO,, agitar y separar el solido.

11. Los tiempos de retencién y los acidos grasos identificados en las muestras analizadas se

presentan en el Anexo 2, Tabla 3.
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Anexo 2, Tabla 3. Tiempos de retencion y pesos moleculares de los acidos grasos
identificados.

Tiempo de retencién (min) Identidad asociada Peso molecular

19,33 Acido pentadecanoico, 256

metil éster
20,68 Acido hexadecanoico, 270

metil éster
23,08 Acido 296

octadecadienoico,

metil éster

23,46 Acido estearico, metil 298
éster

Anexo 2, Protocolo N°11. Perfil de esteroles. Método USP 2018, Ganoderma lucidum fruiting
body powder - COMPOSITION, Content of triterpenoic acids.

1. Transferir aproximadamente 2,0 g de muestra pulverizada a un balon de fondo redondo
de 200 mL.

2. Agregar 75 mL de etanol y calentar a relujo durante 45 minutos. Enfriar.

3. Enjuagar el bal6n dos veces con 10 mL de etanol, filtrar y combinar los lavados con el
filtrado.

4. Evaporar a sequedad bajo presién reducida (45 °C).
Proceder a la acetilacion tal como se indica en el Protocolo N°9 de este anexo.

6. Los tiempos de retencion y los esteroles identificados en las muestras analizadas se

presentan en el Anexo 2, Tabla 4.

Anexo 2, Tabla 4. Tiempos de retencion y pesos moleculares de los esteroles identificados.

Tiempo de retencion (min) Identidad asociada Peso molecular
17,08 Ergosterol 396
17,42 Ergostadienol 398
17,60 Neoergosterol 380
23,08 Neoergosterona 378

263



Anexo 2, Tabla 5. Comparacion entre la composicion porcentual de los basidiomas de los

hongos analizados en este estudio y lo reportado en bibliografia. En caso de no hallarse datos

publicados para la misma especie, se tomaron los valores reportados para el género. Para cada

hongo, las letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas (p<0,05).

G. sessile Referencia P. ostreatus Referencia L. edodes Referencia
Humedad? 86,9+0,6a 84+27a  [1] 82,8%08a 85+1,8a  [1] 83,7+04a 83+19a  [1]
Cenizas 4,58+0,38a 2,80+0,0l1a [2] 9,23+0,06a  7,02+0,04b [3] 6,92+0,14a  5,99+0,02a [3]
Lipidos 3,90+0,14a  3,72#00la [2] 2,62+024a  2,02+#0,02a [3] 1,84#0,16a  0,78+0,0la [3]
Proteinas 15,78+1,71a  15,04+0,01a [3] 22,53+2,30a 21,14+0,04a [3] 21,87+0,95a 22,61+0,02a [3]
Carbohidratos 77,09+1,24a 78,16+0,21a [2] 65,62+3,68a 69,86+,02a [3] 68,63+0,45a 70,62+,03a [3]

1 9% p/p base hiimeda. [1] Nile y Park (2014); [2] Stojkovi et al. (2014); [3] Sharif et al. (2016).

Anexo 2, Tabla 6. Comparacion entre la composicion porcentual de los micelios de los

hongos analizados en este estudio y lo reportado en bibliografia para el micelio de G.

lucidum. De no hallarse datos publicados para la misma especie, se tomaron los valores

reportados para el género. Para cada nutriente, las letras diferentes entre columnas indican

diferencias significativas (p<0,05).

Este estudio

Referencial

G. sessile 5,09+0,47a
Humedad? G. lingzhi 12,53+0,2a
7,4340,01b
G. oregonense  7,00+0,41b
G. sessile 4,59+0,66a
Cenizas G. lingzhi 4,15+0,01a
2,48+0,01b
G. oregonense  2,15+0,74b
G. sessile 4,21+0,25a
Lipidos G. lingzhi 2,90+0,30b
2,62+0,24b
G. oregonense  3,74+0,34a
G. sessile 29,31+1,89a
Proteinas G. lingzhi 14,81+0,42a
11,88+0,01b
G. oregonense  9,40+0,44a
G. sessile 61,89+3,96a
Carbohidratos
G. lingzhi 78,11+0,98b
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G. oregonense

84,70+2,13b 70,51+0,24a

1Sethy et al. (2017); 2 % p/p base himeda

Anexo 2, Tabla 8. Comparacion entre los métodos de analisis de fibra mas empleados.

usp?

ANKOM

AOACP

Método 5

Método 13

<561> Articulos de

991.43
Determinacion de

Fibra acido

Fibra detergente

Método origen botanico- ) detergente en )
] Fibra Total, soluble ) neutro en piensos
Fibra Cruda ) piensos
insoluble
) Acetona durante 10 Acetona durante 10

Agotamiento con . ) ) L

Desengrasado ] No especifica minutos con minutos con agitacion
éter
agitacion leve leve

Recipiente

contenedor de

muestra

o Bolsas filtrantes
Crisol filtrante

Bolsas filtrantes (Fs7)

Tratamiento de

Doble Reflujo con
H2S04 78 %, 30 min,
enjuague intermedio
con NaOH. Filtrado

(Fs7)
Digestion con alfa-
amilasa, proteasa y
amiloglucosidasa. .,
Ebullicion con

El digesto es o )
cetrimida en medio
tratado con alcohol . )
o acido y posterior
para precipitar . =
filtracion y lavado

Pre-digestion con a-
amilasa. Extraccion
con una solucién
caliente de

laurilsulfato de sodio

la muestra o .
e incinerado y secado FDTS; ] y la posterior
. ] del residuo L
all0°C independientemente determinacion
se determina FDI?y gravimétrica del
subsecuentemente residuo
FDS®.
Cantidades
) FDT, FDS y FDI. Celulosa,
Componentes subestimadas de . o )
) ) Puede sobreestimar ~ Celulosa y lignina hemicelulosa y
determinados hemicelulosa y o
laFDT lignina

lignina y celulosa

aUnited States Pharmacopoeia; PAssociation of Official Analytical Chemists; “fibra dietaria total; %fibra dietaria

insoluble; ®fibra dietaria soluble.

Anexo 2, Figura 3. Cromatogramas correspondientes a los estdndares de las vitaminas

detectadas, junto con los espectros de absorcion extraidos en los tiempos de retencion

correspondientes a cada vitamina.
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Anexo 2, Figura 4. Cromatogramas correspondientes al andlisis de vitaminas hidrosolubles
en basidiomas de: A) Ganoderma sessile E47, B) Pleurotus ostreatus P04 y C) Lentinula
edodes L15, con los espectros de absorcion extraidos en los tiempos de retencion

correspondientes a cada vitamina.
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Anexo 2, Figura 5. Andlisis de vitamina E mediante CG-EM. 1) Cromatograma del estandar

de a-tocoferol en su forma acetilada y su correspondiente espectro de masas. 2) Cromatogramas

correspondientes al analisis de vitamina E en basidiomas de: A) Ganoderma sessile E47, B)

Pleurotus ostreatus P04 y C) Lentinula edodes L15, con los espectros de masas correspondientes

al tiempo de retencion de a-tocoferol acetato. En todos los casos, se muestran los cromatogramas

extraidos correspondientes al ion m/z=430.
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Anexo 2, Figura 6. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de: 1) estandar de metil éster de

acido linoleico, y 2) de muestras de acidos grasos correspondientes a basidiomas de: A)

Ganoderma sessile E47, B) Pleurotus ostreatus P04, y C) Lentinula edodes L15.
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Anexo 2, Figura 7. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los perfiles de esteroles y
espectros de masas extraidos a los tiempos de retencion correspondientes al basidioma de
Ganoderma sessile E47.
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Anexo 2, Figura 8. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los perfiles de esteroles y los

espectros de masas extraidos a los tiempos de retencion correspondiente al basidioma de
Pleurotus ostreatus.
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Anexo 2, Figura 9. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los perfiles de esteroles y los

espectros de masas extraidos a los tiempos de retencion correspondiente al basidioma de

Lentinula edodes.
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Anexo 2, Protocolo 12. Cuantificacion de pesticidas provenientes del sustrato en basidiomas.

Preparacidn y extraccion de las muestras

1. Morterear y homogeneizar una cantidad suficiente de setas organicas pulverizadas (control) o

de muestra de basidioma para pesar 0,3 g.

2. Extraer con ultrasonido 2 veces con 20 mL de una mezcla de hexano: diclorometano 2:1 durante

15 minutos a temperatura ambiente.

3. Centrifugar los extractos a 2600 x g por 10 minutos a temperatura ambiente.

4. Colectar los sobrenadantes y evaporar el solvente bajo campana de extraccion.

Clean-up
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1. Para el acondicionamiento de las columnas (STRATA C18-E 1g/éml), cada cartucho es
cargado con 25 mL de acetonitrilo. Luego del pasaje del solvente, debe asegurarse quitar el

excedente de manera que cese el goteo.

2. Carga de la muestra: Los extractos son resuspendidos en el minimo volumen de acetonitrilo

(hasta 500 pL) y cargados en la columna con pipeta Pasteur.

3. La muestra es eluida con 30 mL de acetonitrilo. Luego se evapora el solvente bajo campana y

se resuspende en 100 pL de acetato de etilo.
4. Analizar mediante CG-EM.
Test de recuperacion

1. Morterear y homogeneizar una cantidad suficiente de setas organicas pulverizadas (control),
pesar 0,3 g.

2. Adicional a la matriz 0,02 g de cada pesticida a analizar. Dejar equilibrar durante 24 h.

3. Realizar los pasos 2-4 del procedimiento de extraccion.

Anexo 2, Figura 10. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los estandares de pesticidas
determinados sobre la matriz de trabajo (A), y los correspondientes espectros de masas
extraidos a los tiempos de retencion de cada compuesto (B). En rojo se extrajo el
correspondiente al ion 181 (m/z) de cipermetrina (Cyp) y en azul, al del ion 314 (m/z) de
clorpirifés (CI).
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Anexo 2, Figura 11. Cromatogramas obtenidos por CG-EM de los basidiomas de: A. G.
sessile E47, B. P. ostreatus P04 y C. L. edodes L15 luego del analisis de pesticidas. En rojo se

extrajo el correspondiente al ion 181 (m/z) de cipermetrina (Cyp) y en azul, al del ion 314 (m/z)
de clorpirifds.
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Anexo 2, Tabla 9. Comparacién entre los requerimientos microbioldgicos establecidos en la
Farmacopea Estadounidense (USP) en su monografia para el polvo del basidioma de G.
lucidum y en su apartado para suplementos dietarios no estériles, y por la Farmacopea

Argentina (FNA) en su seccidn para productos no estrictamente estériles.

Requerimientos (UFC g?)
Atributo USP-NF G. lucidum? USP-NF NE-N&DSP FNA-PNE®

microbioldgico

Recuento de <10° <10® <10°

heterétrofos aerobios

totales

Recuento de Mohos y No exigido <102 <102
levadura

Enterobacterias <103 Ausencia de E. <10?

colien10g

aUSP-NF 2018, 41-NF 36, G. lucidum fruiting body powder; ® USP-NF 2006 (USP 29-NF 24). Microbiological
attributes of non-sterile Nutritional and Dietary Supplements, other raw materials and dietary supplements
ingredients <2023>. Rockville, MD, 3087; ¢ FNA-7ma Edicion 2018, Control higiénico de productos no

obligatoriamente estériles, via oral <90>.

Anexo 2, Tabla 10. Microrganismos analizados y medios de cultivo comerciales empleados
en el andlisis de calidad microbioldgica, segun indicado en USP- USP-NF 2006 (USP 29-NF

24), Microbial enumeration tests, nutritional and dietary supplements <2021>.

Microorganismos Medio de cultivo Incubacién Método

Caldo digerido de caseina

de soja-polisorbato 20 Preparacién-dilucion de -
Heterotrofos aerobios (Britania) la muestra
mesoéfilos totals Tubos maltiples-
Medio fluido de digerido 37 °C, 48-72 h NMPp?

de soja-caseina (Britania)

Medio fluido de digerido Pre-incubacion: 25 °C,

de soja-caseina (Britania) 2-5h

Enterobacterias Caldo para Tubos multiples-
enriquecimiento de Enriquecimiento: NMP2
Enterobacterias segun 37 °C, 24-48 h

Mossel (Britania)

Recuento en placa

274



Agar Cristal Violeta-Rojo-
Neutro-Bilis-Glucosa
(Britania)

En placa: 37 °C, 18-24
h.

Mohos y levadura (no
exigido en la monografia
de Ganoderma lucidum)

Agar Dextrosa-Sabouraud
(Britania)

25 °C, 5-7 dias

Recuento en placa
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ANEXO 3

Anexo 3, Protocolo N°1. Cromatografia de intercambio anidnico
- Columna: DEAE-celulosa (Sigma)

- Preparacion de la resina: Suspender la resina en 80 mL (2 volimenes de columna, VC) de una
solucion NaOH 0,1 M y NaCl 0,5 M durante 10 min. Verter en un embudo Buchner (capacidad 3
V/C). Continuar lavando con 2 VVC de la solucion anterior. Repetir el lavado usando 0,5 M NaCl
y luego una solucién 0.1 M HCI que contiene 0.5 M NaCl. Finalmente, lavar con agua destilada
0 desionizada. Continuar lavando con 5 a 10 CV de agua destilada o desionizada o hasta que el
pH del efluente sea 5 0 mayor. Suspender la resina en 2 CV de NaCl 1 M y ajustar el pH de la

suspensién a 7-8 con NaOH. Almacenar en heladera.

- Preparacion de la columna cromatogréfica: Suspender 1,5 g de resina en 40 mL de agua
destilada. Colocar en una columna de vidrio de 2 cm didmetro por 21 cm de largo. La altura final

de laresina en la columna es de 11 cm.

- Equilibrado: equilibrar agregando 30 mL de agua destilada.

- Adicion de muestra: 1 mL (aproximadamente 54 mg).

-Elucion: la muestra eluye con el siguiente gradiente, colectando fracciones de 2 mL.:
1. 60 mL de agua destilada.

2. 40 mL de NaCl 0,05 M.

3. 20 mL de NaCl 0,2 M.

4. 20 mL de NaCl 0,5 M.

Anexo 3, Figura 1. A. Secuencia de la separacion de las fracciones A-D en columna de
DEAE-celulosa. B. Aspecto de las fracciones A-D.
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Anexo 3, Protocolo N°2. Cromatografia de filtracion en gel
- Resina: Sephadex G-200 40 (Sigma), 40-120 um tamafio de poro.
- Preparacion de la columna cromatogréafica:

Suspender 0,5 g de resina en 15 mL de buffer TRIS 30 mM pH 8,0, dejar reposando overnight.

Colocar en una jeringa de 5 mL, 1,6 cm largo x 1,3 cm de didmetro.
- Equilibrado: agregar 12 mL de NaCl 0,2 M (4 VC).

- Adicion de muestra: suspender las fracciones en 200-250 yL de NaCl 0,2 M y proceder a

su carga en la columna.
- Elusion: eluir con 40 mL (20 VC) NaCl 0,2 M. Se colectan alicuotas de 0.6 mL.

Anexo 3, Figura 2. Cromatograma de los estdndares de dextrano empleados para la
calibracion en la determinacion de peso molecular por GPC.
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Anexo 3, Tabla 1. Valores de Mp, Mn, Mw y Mz de las fracciones A-D obtenidas mediante

cromatografia en DEAE-celulosa de los polisacaridos de G. sessile E47 en cultivo liquido.

Fraccion Tiempo (min) Mp Mn Mw Mz Mw/Mn Mz/Mw
A 33,180 3808 3573 32186 2175842 9,01 67,6
B 29,206 39508 10872 435 130118 4,00 2,98
C 30,117 23104 16382 763 379809 4,65 4,97
D 31,645 9399 18224 154 1122824 8,46 7,27

Anexo 3, Protocolo N°3. Analisis de monosacaridos.

1.Agregar 1 mg de polisacéridos o de estandar de monosacéarido a un frasco de vidrio con tapa a

rosca.

2. Agregar 1 mL de acido trifluoracético 2 M. Sellar bien con Parafilmy teflon. Incubar 8 h a 100

°C en estufa.

3. Evaporar a sequedad a presion reducida a <40 °C para eliminar el &cido.
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4. Reducir el residuo con 125 pL de NaBH; (2.5:1; preparar 10 mL de solucién 0,02 g ml*t NaBH4

en agua destilada al momento de uso) en oscuridad durante 90 min a 40 °C.

5. Secar el residuo en evaporador rotatorio.

6. Eliminar el exceso de NaBH. agregando 12,5 L de acido acético glacial.

7. Evaporar a sequedad a presién reducida a <40 °C.

8. Acetilar con 2 mL anhidrido acético-piridina (1:1) v/v a temperatura ambiente durante 12 h.
9. Remover la piridina con igual volumen (1 mL) de solucidn acuosa de 5 % CuSOs..

10. Eliminar el sulfato con 4 mL EDTA (186 mg L%).

11. Pasar a un tubo de vidrio de 20 mL con buen cierre. Los acetatos de alditoles se extraen con
igual volumen de cloroformo dos veces, o hasta obtener una solucién de color transparente (de
Jesus 2018). Pasar la fase cloroférmica a un vial con NaSO4. Mezclar, pasar el liquido a un nuevo

vial y secar bajo campana.
8. Al momento de analizar cromatograficamente, agregar 1 mL de cloroformo.

Anexo 3, Protocolo N°4. Extraccion de los polisacaridos a partir de capsulas de G. lucidum

comercial.

Producto: cada capsula contiene 500 mg de polvo, 175 mg (35 %) de PS, estearato de magnesio,

polvo de arroz, éxido de silicio.

1. Vaciar el contenido de una capsula y tomar el peso.

2. Desengrasar con acetona en frio para eliminar estearato. Dejar secar en campana.

3. Agregar 15 mL de agua destilada por capsula y extraer a reflujo segin método USP.

4, Secar el filtrado a bafio Maria. Resuspender y precipitar con 15 volimenes de etanol;

centrifugar.
5. Secar el precipitado y tomar el peso.

6. Incubacidon con amilasa: a fin de eliminar el almidén presente en la preparacion, cada 0,2
0, agregar 8 mL de buffer MES-TRIS (pH 8,2) y 10 pL de amilasa. Incubar 30 min a 90 °C.

7. Desproteinizacion: incubacion con igual volumen de TCA 24 % durante 1 h a 4 °C.

Centrifugar y quedarse con el sobrenadante. Concentrar volumen.

8. Dializar con agua corriente y luego destilada. Finalmente liofilizar y registrar el peso.
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Anexo 3, Figura 3. Analisis de monosacaridos. A) Cromatograma de los estandares de
monosacaridos obtenido mediante GC-EM de los derivados acetilados, y B) sus espectros de

masas correspondientes.
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Anexo 3, Figura 4. Andlisis de monosacaridos. Espectros de masas correspondientes a los
monosacaridos identificados en los polisacaridos purificados del cultivo liquido de G. sessile

E47.
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Anexo 3, Figura 5. Espectro HSQC completo de polisacaridos purificados de G. sessile

E47. Se presenta en un recuadro una region del espectro *C-NMR para més detalle.
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Anexo 3, Figura 6. Espectro HSQC completo de las fracciones A-D de los polisacaridos

purificados de G. sessile E47. Se presenta en recuadros regiones de los espectros *C-NMR

para mas detalle.
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Anexo 3, Figura 7. Posible estructura de los PS extraidos del cultivo liquido de GS. Se presenta
la posible cadena principal (1) y los fragmentos propuestos (2-6). Las conectividades entre los
fragmentos deben confirmarse mediante RMN HMBC y anélisis de metilacién.
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Anexo 3, Figura 8. A. Aspecto del extracto de triterpenos aislados de los basidiomas de G.
sessile E47 disueltos en el solvente deuterado. B. Sus correspondientes espectros de *H-
NMR y BC-NMR.
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Anexo 3, Figura 9. Espectros HSQC y HMBC completos de los triterpenos aislados de los

basidiomas de G. sessile E47.
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ANEXO 4

Anexo 4, Tabla 1. Datos asociados a los individuos donantes de materia fecal. IMC: indice de

masa corporal, M: masculino, F: femenino.

Identificacion Sexo Edad IMC
P02 M 64 31,8*
P04 M 45 233
P05 M 24 24,7
P06 F 26 26,1
Po7 M 32 21,3
P08 F 31 29,3
P09 M 33 21,6
P10 F 48 27,7
P11 F 39 21,3
P12 F 55 24,6

“La muestra, pese a presentar criterios de exclusion, fue igualmente incluida en
el analisis, previa consulta con el comité de ética pertinente.

Anexo 4, Detalle de Figura 40. Miembros de los filos Bacteroidetes (B) y Firmicutes (F)
metabolizan polisacaridos complejos generando oligosacaridos extracelulares que pueden ser
luego metabolizados por especies de Bifidobacterium. Este consorcio microbiano genera acetato
y lactato a partir de la oxidacién de hexosas y pentosas via glicélisis, previa oxidacion a
fosfoenolpiruvato (FEP) y posterior desfosforilacién a piruvato. El acetato se produce
principalmente a partir del piruvato a través de la acetilcoenzima A (1) (Kaoutari et al., 2013).
Otro producto intermediario de fermentacion, el succinato, se origina a partir del oxalacetato
convertido a partir del piruvato (3). Junto al lactato (2) no se acumulan en niveles elevados en el
colon, al incorporarse a vias de cross-feeding bacterianas y sirviendo como sustratos para los
productores de butirato y propionato (Rios-Covian et al., 2016). El propionato es producido
mediante tres vias metabolicas alternativas que comienzan con succinato (4), lactato (5) o
propanodiol (6). Este ultimo intermediario se forma en algunas bacterias como producto del

catabolismo de los desoxiazlcares ramnosa y fucosa, y puede participar en el cross-feeding entre
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los degradadores de desoxiazlcares (como especies de Firmicutes y Bacteroidetes) y los
productores de propionato que codifican la via del propanodiol (como especies de Roseburia y
Blautia) (6). La via del succinato se encuentra principalmente en Bacteroidetes y en la clase
Negativicutes de Firmicutes (4). Otras bacterias Negativicutes convierten el lactato en propionato
mediante la via del succinato (como Veillonella spp.) o mediante la via del acrilato (Megasphaera
elsdenii). También se ha demostrado que la via del acrilato funciona en la especie Coprococcus
catus (Lachnospiraceae) (5) (Reichardt et al., 2014). Especies como Eubacterium hallii y
Anaerostipes spp. producen butirato a partir de lactato y acetato en un proceso de cross-feeding
(7) (Gasaly et al., 2021). Roseburia spp. constituye uno de los géneros mas importantes en la
produccion de butirato a partir de acetato utilizando la via del acetil-CoA (9) (Frolova et al.,
2022). El butirato también puede ser producido a partir de succinato via succinil-CoA, ruta
metabolica presente en varias especies de Firmicutes y de Bacteroidetes (Prevotellaceae)
(Frolova et al., 2022; Wei et al., 2023) (8).

Anexo 4, Protocolo N°1. Procesamiento de muestras de materia fecal.

A. Elaboracion del in6culo: En condiciones asépticas, pesar en un recipiente colector estéril
10 g de materia fecal. Afiadir al frasco 50 mL de medio estéril BCM (Long et al., 2015)
para obtener una suspensién inicial al 10 % p/v. Sonicar durante 7 minutos para lograr la
homogeneizacion.

B. Agregar 2,5 mL de suspension fecal a cada grupo de tubos. Completar con volumen segun

corresponda:

1. Control de medio de cultivo: afiadir 5 mL de medio BCM

2. Controles a0y 8 h: afiadir 2,5 mL de medio BCM estéril a cada uno de los 3 tubos.

3. PS-GS'y PS-GL: agregar 2,5 mL de la solucién de PS (160 mg en 8 mL de medio
BCM).

C. Fermentacion: Colocar los tubos (exceptuando los controles a 0 h) en jarra de
anaerobiosis, agregar el sobre de anaerobiosis, el papel con colorante indicador de
anaerobiosis, cerrar e incubar en estufa a 37 °C durante 8 h. Luego, extraer alicuotas para

los siguientes procedimientos.

Anexo 4, Protocolo N°2. Extraccién de ADN de muestras de materia fecal.

1. Centrifugar los tubos a 12000 rpm durante 10 min o hasta obtener un sedimento bien
formado y un sobrenadante claro.

2. Retirar el sobrenadante. Si no se procesa en el dia, almacenar a -20 °C.
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3. Triturar con 500 L de nitrdgeno liquido dentro del mismo tubo. Luego, disolver en 250
UL de tampon SET.

4. Afadir 25 pL de solucién de lisozima de 10 mg mL™. Mezclar en vortex e incubar a 37
°C en un bafio con agitacion durante 30 min, invirtiendo los tubos cada 5 min.

5. Retirar los tubos del bafio y setear la temperatura de incubacién a 55 °C.

6. Agregar a cada tubo 25 pL de solucion de proteinasa K (10 mg mL?) y 30 uL de SDS 10
%. Mezclar en vortex e incubar a 55 °C con agitacion durante 1 hora.

7. Agregar 109 pL de NaCl 6 M y 878 pL de una solucion de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1). Mezclar bien y centrifugar a 11000 rpm durante 5 min.

8. Transferir la fase superior a un tubo nuevo. Repetir la adicion de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico y centrifugar. Combinar las fases.

9. Afadir una parte (aprox. 800 pL) de isopropanol previamente enfriado en hielo y

10. mezclar cuidadosamente. En este paso deben observarse las hebras de ADN.

11. Centrifugar a 5000 rpm durante 5 min.

12. Lavar el sedimento dos veces con etanol al 70 %, centrifugando a 5000 rpm durante 10
min. Dejar secar.

13. Afadir 50 pL de agua de calidad HPLC estéril, dejar hidratar y almacenar a -20 °C.
Anexo 4, Protocolo N°3. Extraccion de &cidos grasos de cadena corta (SCFA)

1. Descongelar el contenido del tubo y agregar 2 perlas de vidrio, mezclar en vortex 3 veces
durante 20 segundos.

2. Incubar en hielo con agitacion durante 30 minutos (120 rpm). Centrifugar 5 min a 10000
rpm.

3. Pasar 100 pL de sobrenadante a un tubo nuevo de 1,5 mL que contenga 10 puL. de HCI 5
M (pH final= 2).

4. Extraer con 100 uL de éter dietilico anhidro (1:1, v/v), mezclar en vortex e incubar en
hielo durante 5 minutos.

5. Centrifugar 5 min a 10000 rpm.

6. Transferir la fase etérea superior (contiene los SCFA) a un nuevo tubo que contiene
Na.SO; anhidro (para eliminar el agua residual).

7. Repetir dos veces la extraccion con éter dietilico anhidro.

8. Reunir las fases etéreas, mezclar y proceder a la derivatizacion.

B. Derivatizacion: Transferir 100 uL de la fase etérea a viales de vidrio. Agregar 5 puL del reactivo

BSTFAy agitar durante 5 segundos. Dejar incubando a temperatura ambiente (22 °C) overnight.
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Anexo 4, Figura 1. Geles de agarosa de las muestras extraidas de ADN. L: marcador de
peso molecular. A: P02, B: P04; C: P05; D: P06; E: PO7; F: P08; G: P09; H: P10; I: P11,y J:
P12. 1-3: controles a 0 h; 4-6: controles a 8 h; 7-9: post fermentacién con los PS de G. sessile
E47,y 10-12: post fermentacion con los PS de G. lucidum. Pueden observarse las bandas
correspondientes al ADN gendmico por encima de 2000 pb.
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Anexo 4, Tabla 2. Resultados de la cuantificacion y andlisis de calidad del ADN, niumero de
unidades taxonomicas y numero de lecturas (reads) por muestra analizada post

secuenciacion de la region V3-V4 del gen 16S.

Individuo Grupo ADN A260/ A260/ Tamafiodel N°ZOTUs  N°lecturas
ng pL-1 A280 A230 inserto
P02 CONTROL OH 19 1,1 3,0 250 783 56341
P02 CONTROL OH 12 1,3 2,8 250 785 45463
P02 CONTROL OH 67 1,8 1,8 250 789 54429
P02 CONTROL 8H 20 14 2,3 250 826 71169
P02 CONTROL 8H 18 14 35 250 680 39565
P02 CONTROL 8H 28 1,2 1,6 250 731 46371
P02 GS 88 1,9 1,9 250 696 71118
P02 GS 49 1,6 1,6 250 738 68220
P02 GS 167 1,8 1,7 250 726 75271
P02 GL 103 1,8 1,7 250 718 62621
P02 GL 109 15 1,0 250 446 17891
P04 CONTROL OH 264 19 2,0 250 645 52101
P04 CONTROL 0H 313 2,0 2,0 250 690 65583
P04 CONTROL OH 178 1,4 34 250 733 27775
P04 CONTROL 8H 222 19 2,1 250 661 36087
P04 CONTROL 8H 237 2,0 2,2 250 650 54603
P04 CONTROL 8H 295 2,0 2,1 250 561 30286
P04 GS 399 2,0 2,1 250 705 43531
P04 GS 447 2,0 2,0 250 614 45970
P04 GS 337 2,0 2,2 250 726 60465
P04 GL 467 2,0 2,1 250 891 37365
P04 GL 462 2,0 2,1 250 722 56240
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P04 GL 477 2,0 2,3 250 712 25150
P05 CONTROL OH 109 19 2,6 250 1158 14181
P05 CONTROL OH 87 1,8 2,6 250 979 11350
P05 CONTROL OH 39 18 3,0 250 1663 25128
P05 CONTROL 8H 162 13 13 250 710 64970
P05 CONTROL 8H 108 2,6 3,5 250 1181 15348
P05 CONTROL 8H 118 2,4 33 250 1047 12749
P05 GS 149 2,9 2,2 250 1663 19075
P05 GS 205 2,2 2,2 250 1147 33448
P05 GS 134 2,5 29 250 1238 26739
P05 GL 190 2,4 2,8 250 759 46186
P05 GL 143 2,4 3,6 250 913 14736
P05 GL 152 2,4 2,9 250 527 53912
P06 CONTROL OH 59 15 1,4 250 1056 61473
P06 CONTROL OH 57 1,6 15 250 1234 73506
P06 CONTROL OH 41 1,6 1,7 250 1039 56557
P06 CONTROL 8H 53 1,7 1,6 250 1061 58220
P06 CONTROL 8H 43 1,6 15 250 1050 62603
P06 CONTROL 8H 49 1,7 1,8 250 1155 78426
P06 GS 42 15 13 250 858 44404
P06 GS 49 15 1,7 250 1032 72281
P06 GS 68 1,7 18 250 960 57533
P06 GL 136 1,8 1,7 250 937 70136
P06 GL 104 1,8 2,1 250 928 61787
P06 GL 146 18 19 250 934 73417
P07 CONTROL OH 539 19 1,7 250 343 71470
P07 CONTROL OH 526 19 1,7 250 931 54424
P07 CONTROL 8H 416 19 1,7 250 1065 57830
P07 CONTROL 8H 476 19 18 250 1043 60045
P07 CONTROL 8H 420 19 1,7 250 1082 66429
P07 GS 510 19 1,7 250 1044 81609
P07 GS 462 19 1,7 250 845 71082
P07 GS 534 19 1,8 250 1020 83374
P07 GL 403 18 1,7 250 872 63519
P07 GL 249 19 1,7 250 1013 68842
P08 CONTROL OH 219 19 1,7 250 625 69839
P08 CONTROL OH 147 19 19 250 1003 37787
P08 CONTROL 0OH 24 19 3,1 250 717 47160
P08 CONTROL 8H 269 19 19 250 747 46662
P08 CONTROL 8H 199 19 19 250 1057 18957
P08 CONTROL 8H 220 19 18 250 612 44094
P08 GS 235 19 19 250 719 38635
P08 GS 166 19 2,0 250 1122 18300
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P08 GS 218 19 1,7 250 769 41209
P08 GL 227 19 1,7 250 749 27091
P08 GL 269 19 1,8 250 671 48473
P08 GL 171 19 19 250 1245 21306
P09 CONTROL OH 80 19 2,7 250 1015 27660
P09 CONTROL OH 62 2,1 2,8 250 1246 16178
P09 CONTROL OH 29 1,7 19 250 676 8896
P09 CONTROL 8H 88 2,0 2,6 250 838 47173
P09 CONTROL 8H 98 2,0 2,3 250 949 46747
P09 CONTROL 8H 91 2,0 2,8 250 663 30231
P09 GS 173 2,0 2,2 250 825 45513
P09 GS 151 2,0 2,3 250 1245 33967
P09 GS 160 2,0 2,1 250 801 27129
P09 GL 152 1,8 19 250 748 44009
P09 GL 291 1,8 1,6 250 819 57459
P09 GL 249 1,8 1,7 250 889 42099
P10 CONTROL OH 12 15 1,7 250 200 3874
P10 CONTROL OH 12 15 1,7 250 182 2820
P10 CONTROL OH 26 1,7 1,2 250 167 2288
P10 CONTROL 8H 15 1,6 2,3 250 280 17916
P10 CONTROL 8H 21 18 1,7 250 203 14303
P10 GS 46 2,0 2,0 250 395 37929
P10 GS 37 1,8 2,2 250 507 48097
P10 GS 42 19 19 250 366 61444
P10 GL 86 15 13 250 303 55637
P10 GL 87 13 1,0 250 261 27700
P11 CONTROL OH 87 2,0 2,1 250 912 68923
P11 CONTROL OH 73 2,0 2,3 250 888 76471
P11 CONTROL OH 94 2,0 2,5 250 952 74154
P11 CONTROL 8H 90 19 2,1 250 798 38375
P11 CONTROL 8H 66 19 2,3 250 991 73745
P11 CONTROL 8H 86 19 2,4 250 1070 82941
P11 GS 91 2,0 19 250 781 77165
P11 GS 38 19 2,6 250 745 67895
P11 GS 40 18 2,6 250 861 79105
P11 GL 104 19 19 250 795 89642
P11 GL 122 19 18 250 631 70352
P11 GL 91 19 2,0 250 746 73539
P12 CONTROL 0OH 22 1,8 4,9 250 728 79427
P12 CONTROL OH 24 18 3,0 250 671 66754
P12 CONTROL OH 15 1,7 3,2 250 709 64292
P12 CONTROL 8H 44 2,0 3,3 250 871 74315
P12 CONTROL 8H 35 2,0 4,9 250 864 76473
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P12 CONTROL 8H 3 1,0 13 250 848 74696
P12 GS 2 1,5 13 250 669 61880
P12 GS 5 2,2 15 250 741 67118
P12 GS 11 18 0,8 250 263 61600
P12 GL 64 19 2,5 250 629 79732
P12 GL 48 1,8 2,7 250 522 53069
P12 GL 57 1,8 2,3 250 546 44615

Anexo 4, Tabla 3. Abundancias relativas de los géneros determinantes de los enterotipos en

los individuos analizados seguin Arumugam et al. (2011) y Yang et al. (2019).

AR % AR % AR % Enterotipo
Bacteroides  Prevotella ~ Ruminococcus asignado
P02 9,8 2,9 15,5 3
P04 48 0,0 10,5 3
P05 10,1 3,0 124 3
P06 2,8 0,0 6,4 3
P07 1,0 26,4 5,4 2
P08 13,0 0,0 12,4 3
P09 0,1 23,6 6,6 2
P10 11 15,3 5,2 3
P11 11,2 0,0 6,1 3
P12 7,6 0,0 8,0 3

Anexo 4, Figura 2. Cromatogramas correspondientes a la separacion de SCFA mediante

cromatografia gaseosa. STD: estandar de &cidos derivatizados. PSGS: muestra correspondiente

a un extracto de SCFA post fermentacion con los polisacaridos de G. sessile E47. PSGL: muestra

correspondiente a un extracto de SCFA post fermentacion con los polisacaridos de G. lucidum.
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Anexo 4, Figura 3. Indices A y B, calculados para cada individuo en relacion a los niveles

de SCFA antes y después de la fermentacion. Medias con una letra coman, para cada indice,

no difieren significativamente (p>0.2). GS: fermentacion con polisacéridos de G. sessile E47,;

GL.: fermentacion con polisacéridos de G. lucidum.
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Anexo 4, Tabla 4. Enzimas relacionadas con la sintesis y/o el metabolismo de los acidos
grasos de cadena corta (SCFA) y con el metabolismo de los carbohidratos (CARB) cuyas
contribuciones dentro del microbioma, predichas por PICRUSt, mostraron incrementos en

la fermentacién con los PS de G. sessile E47.
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Cédigo Ruta

Enzima . Link
EC metabdlica
alcohol https://www.keqq.jp/pathway/ec00010+1.1.1.2
1112 deshidrogenasa SCFA
(NADP+)
3-hidroxibutirato https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map00650+1.1.1.30
1.1.1.30 . SCFA
deshidrogenasa
metilmalonil-CoA https://www.keqq.jp/pathway/ec00640+2.1.3.1
2.1.3.1 ) SCFA
carboxitransferasa
formil-CoA https://www.kegg.jp/pathway/spun00660
2.8.3.16 SCFA
transferasa
2.7.2.15 propionato quinasa SCFA https://www.keqqg.jp/pathway/ec00640+2.7.2.15
glutaconato-CoA https://www.genome.jp/kega-bin/show_pathway?map00650+2.8.3.12
2.8.3.12 SCFA
transferasa
propionil-CoA https://www.keqgg.jp/pathway/ec00640+6.4.1.3
6.4.1.3 ] SCFA
carboxilasa
acil-CoA https://www.brenda-enzymes.org/pathway index.php?pathway=acetate
3.1.2.20 . . SCFA ]
hidrolasa/tioesterasa %20fermentation&ecno=3.1.2.20
2721 acetato quinasa SCFA https://www.kegg.jp/pathway/ec00640+2.7.2.1
formato C- https://www.keqq.jp/pathway/ec00650+2.3.1.54
2.3.1.54 SCFA

acetiltransferasa

3.5.3.8 formimidoilglutamasa SCFA https://www.keqgg.jp/pathway/ec00340+3.5.3.8

desoxiguanosina https://www.kegg.jp/pathway/ec00230+2.7.1.113
2.7.1.113 ] CARB
quinasa
desoxicitidina https://www.keqq.jp/pathway/ec00240+2.7.1.74
2.7.1.74 . CARB
quinasa
2'-desoxiadenosina https://www.keqg.jp/pathway/ec00230+2.7.1.76
2.7.1.76 ) CARB
quinasa
2.4.1.8 maltosa fosforilasa CARB https://www.keqq.jp/pathway/ec00500+2.4.1.8
dTDP-L-ramnosa 4- https://www.kegg.jp/pathway/ec00523+5.1.3.25
5.1.3.25 ] CARB
epimerasa
3.1.11 Carboxilesterasa CARB https://metacyc.org/gene?orgid=META&id=G7853-MONOMER

Anexo 4, Tabla 5. Contribuciones microbianas a enzimas involucradas en la sintesis y/o
metabolismo de los SCFA, y sus incrementos respecto a los controles en los individuos en

las fermentaciones con los polisacaridos de G. sessile E47 (PSGS) y G. lucidum (PSGL).

Enzimas
Donor 2721 27215 23154 28312 2131 6413 31220 1112 11130 28316
P02  PSGS - 3,0 - - - - - - - -
PSGL - - - - = = = - - =
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https://www.kegg.jp/pathway/ec00010+1.1.1.2
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map00650+1.1.1.30
https://www.kegg.jp/pathway/ec00640+2.1.3.1
https://www.kegg.jp/pathway/spun00660
https://www.kegg.jp/pathway/ec00640+2.7.2.15
https://www.genome.jp/kegg-bin/show_pathway?map00650+2.8.3.12
https://www.kegg.jp/pathway/ec00640+6.4.1.3
https://www.brenda-enzymes.org/pathway_index.php?pathway=acetate%20fermentation&ecno=3.1.2.20
https://www.brenda-enzymes.org/pathway_index.php?pathway=acetate%20fermentation&ecno=3.1.2.20
https://www.kegg.jp/pathway/ec00640+2.7.2.1
https://www.kegg.jp/pathway/ec00650+2.3.1.54
https://www.kegg.jp/pathway/ec00340+3.5.3.8
https://www.kegg.jp/pathway/ec00230+2.7.1.113
https://www.kegg.jp/pathway/ec00240+2.7.1.74
https://www.kegg.jp/pathway/ec00230+2.7.1.76
https://www.kegg.jp/pathway/ec00500+2.4.1.8
https://www.kegg.jp/pathway/ec00523+5.1.3.25
https://metacyc.org/gene?orgid=META&id=G7853-MONOMER

P05  PSGS - - - - 4,8 - - -
PSGL - - - - - - - .
P06  PSGS - - - - - - - - 67,4
PSGL - - - - - - - -
P07  PSGS - - - - - - - 33
PSGL - - - - - - - -
P07  PSGS - - - - - - - - - 33
PSGL - - - - - - - - - - -
P09  PSGS - - - 46 - 3,2 38,7 -
PSGL - - 3,6 - - 22,7 -
P10 PSGS 34 - 3,2 - - 8,7 - -
PSGL - - - - - 8,3 - -
P12  PSGS - - - - - - 37
PSGL - - - - - -
Anexo 4, Tabla 6. Contribuciones microbianas a enzimas involucradas en el metabolismo
de carbohidratos, y sus incrementos respecto a los controles en los individuos en las
fermentaciones con los polisacaridos de G. sessile E47 (PSGS) y G. lucidum (PSGL).
Donor Enzimas
2.7.1.113 2.7.1.74 2.7.1.76 2418 51325 3.1.11
P04  PSGS - - 3,2 3,7 -
PSGL - - - - - -
P05  PSGS - - - - - 8,1
PSGL - - - - - -
P11  PSGS 43 43 43 - - .
PSGL - - - - - -
Anexo 4, Tabla 7. Incrementos promedio de SCFA acetato (Acet.), propionato (Prop.),
butirato (But.), isobutirato (Isobut.), isovalerato (Isoval.) y valerato (Val.), por individuo,
observados luego de la fermentacion con los polisacaridos de G. sessile E47 (PSGS) y de G.
lucidum (PSGL). Los valores se presentan en orden decreciente en cada columna.
PSGS
Donor  Acet. Donor Prop. Donor  But. Donor Isobut. Donor Isoval. Donor Val.
P10 4,61 P09 6,22 P12 3,97 P04 10,31 P04 5,49 P02 5,45
P09 3,85 P12 4,01 P02 3,62 P02 9,22 P02 3,96 P09 2,16
P12 3,28 P02 2,60 P05 3,10 P12 2,11 P09 1,76 P04 2,13
P08 3,19 P07 2,24 P09 2,64 P10 1,01 P12 1,45 P07 1,46
P02 2,38 P05 1,78 P11 1,65 P11 0,87 P05 1,34 P12 1,36
P11 2,32 P04 1,70 P04 1,45 P05 0,62 P06 1,15 P11 1,29

292



P04 2,26 P06 1,50 P08 0,99 P07 0,58 P08 1,10 P05 0,99
P05 2,05 P11 1,41 P06 1,09 P09 0,45 P10 1,01 P10 0,96
PO7 1,91 P10 1,29 P10 0,99 P08 0,33 P07 0,89 P08 0,60
P06 1,50 P08 1,57 PO7 0,90 P06 0,06 P11 0,78 P06 0,16

PSGL

Donor  Acet. Donor Prop. Donor  But. Donor Isobut. Donor Isoval. Donor Val.
P04 1,19 P02 2,88 P02 4,59 P04 5,34 P04 1,83 P04 2,62
P10 1,05 P04 1,77 P05 1,92 P02 3,00 P09 0,35 P02 2,35
P08 0,88 P05 1,05 P04 1,70 P10 0,04 P02 1,83 P09 0,50
P02 0,78 P09 0,95 P06 0,61 P05 0,21 P05 0,95 P10 0,67
P05 0,51 P06 0,63 P08 0,57 PO7 0,27 P10 1,61 P05 0,60
P06 0,46 P12 0,58 P09 0,60 P12 0,20 P06 0,42 P12 0,78
P09 0,43 PO7 0,31 PO7 0,50 P09 0,05 P07 0,37 PO7 0,50
PO7 0,30 P08 0,27 P10 0,49 P11 0,20 P12 0,21 P11 0,52
P12 0,30 P10 0,25 P12 0,46 P06 0,15 P08 1,61 P08 1,10
P11 0,15 P11 0,13 P11 0,23 P08 0,12 P11 0,21 P06 0,41
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