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Resumen

Colombia es un pais megadiverso con una gran riqueza fungica por descubrir y en los
ultimos afios el interés sobre este reino en particular ha aumentado no solo a nivel nacional
sino también a nivel mundial; esto se evidencia en nuevos registros en las colecciones
biolégicas, nuevos desarrollos a partir de sus metabolitos y aumento en el nimero de
grupos de investigacién y publicaciones con este objeto de estudio. Tradicionalmente las
colecciones bioldgicas de hongos son deshidratadas y almacenadas en anaqueles, sin tener
en cuenta el poder generar colecciones bioldgicas de cepas de importancia en diferentes
areas. Por lo anterior, existe una necesidad creciente de generar nuevas colecciones
bioldgicas de cepas vivas conservadas, que reflejen la diversidad de nuestra funga y a la vez
gue cubran la demanda actual de las investigaciones, y para su aplicacidon en el sector
industrial, farmacéutico, cosmético, alimentario y sector agro, asi como también que estén
disponibles para la docencia. El Laboratorio de Microbiologia Aplicada es un nuevo espacio
de la Facultad de Ciencias y Biotecnologia de la Universidad CES, dedicado a la biotecnologia
con microorganismos. Mi pasantia en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada fue una
excelente oportunidad de trabajo multidisciplinario, necesario para afrontar nuevos retos
en un planeta cambiante. El objetivo consistido en desarrollar habilidades en los procesos
biotecnoldgicos relacionados con el cultivo y conservacion de hongos filamentosos con
potencial biotecnolégico. Entre los resultados obtenidos se destaca la creacion de un
cepario de hongos filamentosos con potencial biotecnoldgico.
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1. Presentacion

Los hongos son organismos de gran importancia ecosistémica, desarrollando diferentes
papeles importantes, no solo como micorricicos y/o patdgenos si no también como
descomponedores, este ultimo es esencial en el establecimiento de las especies vegetales,
siendo un elemento crucial en el ciclado y transporte de nutrientes (Mata 2003). Adicional
a esto muchas especies son biocontroladores y las podemos encontrar en estrechas
relaciones simbidticas con otras especies (Cepero et al., 2012). Los hongos son también de
gran importancia econdmica, algunos con un impacto positivo en las actividades humanas
como lo son los fermentados, panaderia, medicamentos y aplicaciones biotecnoldgicas,
otros con un impacto negativo como lo son las enfermedades y los patégenos en cultivos
(Lodge et al., 2004).

Colombia es considerado como uno de los paises de Suramérica mas biodiverso en cuanto
a hongos, sin embrago, se considera que su estudio e investigacidon en este grupo de
organismo ha sido subestimado (Gaya et al., 2021), principalmente en cuanto la obtencion
y mantenimiento de cepas silvestres que puedan ser utilizadas en diferentes areas y hasta
la fecha son muy pocos los trabajos sobre aislamiento de cepas de hongos silvestres y su
domesticacion (Ortiz-Moreno et al., 2022). Por lo tanto, se hace evidente la necesidad de
investigar sobres diferentes métodos del cultivo y conservacién de hongos filamentosos con
potencial biotecnoldgico

La pasantia fue realizada en el Laboratorio de Microbiologia Aplicada (LabMiA), un nuevo
espacio de docencia, investigacion e innovacién en la Universidad CES. Los procesos
biolégicos que se llevan a cabo en la unidad son en el area de la ciencia aplicada. En la
unidad se hace uso tanto de tecnologias emergentes como de tecnologias tradicionales para
la solucidon de problemas de la sociedad, asi como el acompanamiento y desarrollo de
ingredientes, métodos para la industria y productores locales. La unidad es un espacio
interdisciplinario y actualmente se trabaja con microalgas y hongos.

El enfoque de la pasantia fue primordialmente en el campo de los hongos filamentosos con
potencial biotecnolégico, donde se utilizd diferentes métodos para el cultivo y la
conservacién para su preservacion y futuro uso.

2. Resefa de la institucion

La Universidad CES es una Universidad ubicada en la ciudad de Medellin, Colombia. Fundada
el 5 de julio de 1977, es una fundacidn privada de educacién superior, que ofrece carreras
de pregrado y posgrado en multiples areas del conocimiento; desarrolla actividades de
docencia, investigaciéon, innovacion, empresarismo y extension. La calidad estd
representada en la acreditacion y reacreditacién por parte del Ministerio de Educacién
Nacional y del cual recibié un reconocimiento como institucion educativa de alta calidad y



en 2014 fue acreditada por primera vez seguin Resolucion No. 2675 del 28 de febrero, y
recibid la renovacion de la acreditacion institucional en alta calidad a través de la Resolucion
013602 del 9 de diciembre de 2019.

El Laboratorio de microbiologia aplicada se encuentra ubicado en los exteriores del Bloque
A. Tiene capacidad para 20 estudiantes y apoya la formacion en investigacién en las areas
de microbiologia aplicada y Biotecnologia. Por la dotacidn que tiene este espacio, se pueden
desarrollar diferentes proyectos de investigaciéon experimental. En él los estudiantes
pueden ejecutar trabajos investigativos relacionados con el cultivo de microorganismos,
procesos de fermentacion, obtencién de biomasa y sus metabolitos activos, ensayos de
actividad bioldgica, entre otros relacionados. Tiene una infraestructura, encaminada al
cultivo sumergido y convencional de hongos, cultivo de microalgas, disrupcion celular y a
obtener ingredientes bioactivos que puedan ser incorporados a diferentes matrices
alimentarias, cosméticas, fitoterapéuticas o para el sector agro.

3. Objetivos

3.1 Objetivo general

Desarrollar habilidades en los procesos biotecnolégicos relacionados con el cultivo y
conservacién de hongos filamentosos con potencial biotecnolégico en el laboratorio de
microbiologia aplicada en la Universidad CES.

3.2 Objetivos especificos

e |Implementar técnicas de métodos de conservacién y mantenimiento de hongos
filamentosos tanto en cultivo liquido como en sdlido, que permitan el
establecimiento del cepario en LabMiA.

e Generar una capacidad instalada, técnica y metodoldgica para la produccion de
semilla de hongos comestibles en LabMiA.

e Participar de los procesos de divulgacion del laboratorio tanto con comunidad
interna como externa.

4. Logros alcanzados

Se lograron desarrollar diferentes habilidades en procesos de laboratorio y divulgacion de
la ciencia, como son:

e Busqueda de informacidn especializada:



La informacion acerca de cultivo de hongos para el establecimiento de ceparios, es un
tema que aun esta en desarrollo. Sin embargo, utilizando palabras clave seleccionadas,
en los diferentes buscadores, se analizaba la informacion obtenida y se procedia a
utilizar y almacenar en el gestor de referencias Mendeley. Las palabras claves utilizadas
fueron: “Spawn”, “Micelium”, “Culture Medium”, “Liquid Culture”, “Agar médium”,
“Consevation”, “Mushrooms Strain”. Adicionalmente, se consultaron autores
reconocidos en esta temdatica como es Paul Staments y sus libros de cultivo de hongos
y mantenimiento de cepas. Los articulos consultados fueron obtenidos haciendo uso de
Google Scholar.

e Elaboracién de medios de cultivo, solidos y liquidos para el cultivo y conservacién
de cepas.

Se logro implementar cultivos sélidos y liquidos tanto para conservacion como

mantenimiento de las cepas. Los medios desarrollados contenian diferentes fuentes

complejas como lo son: harina de cebada, salvado de trigo, malta, levadura nutricional,

peptona. Adicionalmente se establecid un cepario de conservacién en agua estéril, del

cual se obtenian cepas de trabajo.

e Aislamiento de cepas a partir de cuerpos fructiferos. Para algunos hongos de interés,
los cuerpos fructiferos eran procesados en el laboratorio para obtener micelio
axénico. Debido al trabajo continuo en el laboratorio en cdmara de flujo laminar con
instrumental estéril, se logré obtener mayor cantidad de éxitos en los aislamientos.

e Mantenimiento de cepas de hongos filamentosos con potencial biotecnolégico: Se
logré el establecimiento del cepario con 16 cepas (Tabla 1), las cuales se
encontraban disponibles en todo momento para docencia, semilleros y produccién
de semilla. Es de resaltar que, hasta antes de la ejecucién de esta pasantia, LabMiA
no contaba con un cepario establecido y que pudiera ofrecer diferentes cepas y
semillas constantemente para el desarrollo de actividades ya sea a nivel de
investigacion, produccién o docencia.

e Programacion y desarrollo de actividades de divulgacién tanto como para la
comunidad universitaria como para la comunidad externa. Se realizaron tres tipos
de divulgacion:

o Honguisas: Compartir con la comunidad académica diferentes platos donde
el ingrediente principal fueron los hongos. Este fue un espacio para
estudiantes profesores, personal administrativo e invitados, donde el
objetivo era dar a conocer las actividades del laboratorio, adicional a esto,
gue las personas asistentes tuvieran la oportunidad de familiarizarse con el
sabor de los hongos en preparaciones conocidas y de esta forma puedan ser
incluidas en su dieta.



o Recorridos guiados: Se realizaron recorridos con aspirantes a la Universidad
CES, visitantes y semilleros vocacionales. En estos recorridos se hablaba de
las actividades e investigaciones que se realizaban en LabMiA. También se
realizaban recorrido para el reconocimiento de la funga en las zonas
aledafias al laboratorio.

o Talleres de sensibilizacion sobre el reino de los hongos, su biologia, cultivo y
aplicaciones. Los talleres consistian en una charla, observacién de material
fresco y seco, practica de cultivo y actividades ludicas.

e Generacién de nuevos contactos para que la unidad comenzara a comercializar sus
productos o vender servicios. Debido al cepario establecido se logré comercializar
semilla a productores locales y restaurantes.

5. Dificultades

La principal dificultad que se encontré en el desarrollo de la pasantia fue el estado del
laboratorio ya que se encontraba aun en construccion y la obra no se habia entregado a
cabalidad, lo que se convirtid en un aspecto critico para este proceso. Como fue el cuarto
de siembra y el mantenimiento de las cepas, compartian espacio con otros procesos del
laboratorio, lo cual ocasiond la contaminacion de varios cultivos. Otra dificultad fue que el
laboratorio en su parte instrumental no es aun robusto, por lo tanto, existian factores
limitantes, como el volumen de la auto clave y la duracién de sus ciclos, que dificultaba la
ejecucidn de algunas actividades planeadas. Por otra parte, algunos insumos y reactivos que
se requerian para los procesos se demoraban en llegar, debido a agentes externos. Entre
las razones principales de la demora fueron, la escases de contenedores y la subida del
ddlar. Esto ocasiond que algunos proveedores ya no querian vender debido a que el precio
por el cual se habia cotizado, una vez aprobada la compra, ya habia variado.

6. Resultados

6.1 Mantenimiento y Conservacion

Se realizd la conservacion de cepas de interés para el laboratorio o para productores.

El cultivo y mantenimiento de cepas de trabajo, se realizdé en platos Petri con medios de
cultivos estandares, como son agar malta y PDA, enriquecidos con salvado de trigo y harina
de cebada.

La conservacion de todas las cepas se realizd en agua estéril. Para esto se partié de un plato
de Petri con medio de cultivo, donde el hongo de interés ya habia colonizado en su
totalidad, se cortaron cuadrados de 0.5 cm2 de este agar colonizado, los cuales se
depositaron (10 aproximadamente), en tubos de ensayo de tapa rosca, que contenian agua



desionizada estéril. Se eligio el método de conservaciéon en agua estéril debido a su bajo
costo y su alta efectividad (Panizo et al., 2005)

Tabla 1. listado de las cepas conservadas

Banco de Cepas

Numero | Nombre cientifico Nombre comun Fuente Material de
aislamiento
1 Cyclocybe aegerita Pioppino Proyecto Umay | Micelio
(Comercial)
2 Pholiota adiposa Seta de la nuez Proyecto Umay | Micelio
(Comercial)
3 Stropharia Wine cap Proyecto Umay | Micelio
rugosoannulata (Comercial)
4 Lentinus tigrinus Tiger saw Proyecto Umay | Micelio
(Comercial)
5 Hericium erinaceus | Melena de leén Proyecto Umay | Micelio
(Variedad US) (Comercial)
6 Hericium erinaceus Melena de ledn Proyecto Umay | Cuerpo
fructifero
7 Lentinus edones Shiitake Proyecto Umay | Cuerpo
fructifero
8 Pleurotus eryngii Seta de cardo Proyecto Umay | Cuerpo
fructifero
9 Flammulina velutipes Enoki BioVeg UdeA Semilla
(Comercial)
10 Pleurotus columbinus Orellana azul BioVeg UdeA Semilla
(Comercial)
11 Pleurotus citrinopileatus | Orellana amarilla | BioVeg UdeA Semilla
(Comercial)
13 Pleurotus ostreatus Orellana Café BioVeg UdeA Semilla
(Comercial)
14 Pleurotus pulmonarius Orellana blanca BioVeg UdeA Semilla
(Comercial)
15 Pleurotus djamor Orellana rosada BioVeg UdeA Semilla
(Comercial)
16 Ganoderma lucidum Ganoderma Recolectada Cuerpo
fructifero
15 Auricularia auricula- | Oreja de Judas Recolectada Cuerpo
judae fructifero
16 Laetiporus sulphureus Pollo del bosque | Recolectada Cuerpo

fructifero
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Figura 1. A- Cepas conservadas en agua. B- Cepas en cultivo sélido, liquido y semillas de
hongos. C- Cepas en medio sélido.

6.2 Produccion de semilla

El uso de la semilla de hongos como medio de cultivo ha sido utilizado por décadas y es
considerado el estdandar actual en la industria del cultivo de hongos comestibles, esto es
debido a su eficacia y facilidad de uso. El proceso de elaboracidn de la semilla para el cultivo
de hongos filamentosos se realiz6 de acuerdo con la metodologia propuesta y
estandarizada por Stamets & Chilton en el libro "Mushroom Cultivator™ (1983). Los pasos
principales en la elaboracion de semilla para el cultivo de hongos comestibles consisten en:



Figura 2. A-Semilla de trigo rehidratada extendida lista para empacar. B-Bolsas con grano
estéril listas para inocular. C-Semilla inoculada en incubacion.

1. Seleccidon de la cepa: Se seleccioné una cepa de hongo de alta calidad, con buena
capacidad de crecimiento y produccién de cuerpos fructiferos.

2. Preparacion del medio de cultivo: Se prepard un medio de cultivo adecuado para el
hongo seleccionado. Este medio podia variar dependiendo del tipo de hongo y podia
contener nutrientes como glucosa, extracto de levadura, sales y otros componentes
necesarios para el crecimiento del hongo.

3. Inoculacién del medio de cultivo: Se inoculd el medio de cultivo con esporas o
micelio de la cepa seleccionada. El medio de cultivo se esterilizaba para eliminar
cualquier microorganismo no deseado y luego se inoculaba con una pequefia
cantidad de micelio.

4. Incubacion: Los medios de cultivo inoculados fueron puestos en un ambiente
adecuado para la incubacién, es recomendable incluir temperatura y humedad
controladas. Durante la incubacidn, el micelio del hongo se propagd y crecié en el
medio de cultivo.

5. Mantenimiento de cepas de trabajo: Una vez que el micelio habia crecido lo
suficiente, se transferia a otro medio de cultivo de forma seriada para aumentar su
concentracion.

6. Produccion de semilla: se implementd como inéculo la mitad del micelio de cultivo
axénico de un plato de Petri por kilogramo de semilla estéril, esto debido a que una



buena cantidad de micelio de partida aceleraba el tiempo de colonizacidn y por lo
tanto bajaba la incidencia de contaminacion.

Incubacién de la semilla: Las bolsas de granos fueron incubadas en oscuridad por 20
a 30 dias, hasta que estuvieran completamente colonizados por el hongo. El tiempo
requerido para la colonizacién completa de la semilla depende de la relacidn inéculo
sustrato.

6.3 Divulgacion

Se participd en diferentes actividades del laboratorio relacionadas con la investigacion,
innovacion y la docencia, entre las cuales se destacan:

Preparaciones de recetas con hongos para la comunidad CES.

Participacion en los semilleros vocacionales de la facultad.

Participacion en el semillero de biotecnologia de hongos comestibles y medicinales.
Recorridos a aspirantes CES.

Capacitacion en el cultivo a chefs y staff del grupo gastrondmico Carmen.

Figura 3. Fotos en las diferentes actividades de divulgacion cientifica en diferentes
escenarios.



7.

9.

Conclusiones

Se fortalecio el Laboratorio de Microbiologia Aplicada a través de la creacion de una
coleccién bioldgica con 16 especies de hongos de interés biotecnoldgico, lo que
permite tener disponibilidad de material bioldgico de facil acceso para la docencia,
investigacion, innovacion y potencial comercializacion.

Se amplio la visibilidad del Laboratorio mediante las actividades de divulgacion.

Se generaron contactos de alto valor para el laboratorio, tanto para llevar a cabo
procesos de docencia continua, investigacion, extension y divulgacion.

La participacion de ecdlogos en pasantias en areas de ciencia aplicada es una
excelente oportunidad de trabajo multidisciplinario, necesario para afrontar nuevos
retos en un planeta cambiante.

Recomendaciones

Desarrollar e implementar un sistema de calidad para el mantenimiento de la coleccidn de
hongos.

Gestionar ante los entes regulatorios la Coleccidon Biolégica, con el objetivo de tener un
banco de cepas al servicio de la Universidad y de la comunidad.

Mejorar las condiciones del laboratorio en lo relacionado a la produccién de semillay
manejo de las cepas, que reduzca la incidencia de contaminaciones.
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