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Aprovechamiento de vinaza para produccion de lipidos y biomasa microbiana median-
te cultivo mixto de Yarrowia lipolytica (Wickerham, Kurtzman & Herman) van der Walt
& von Arx y Chlorella vulgaris Beijerinck. Estudios recientes sefialan los beneficios de
los cultivos mixtos de microalgas y levaduras para obtener compuestos de interés industrial
como el biodiesel. A fin de evaluar la produccién de biomasa y lipidos se estudio el crecimien-
to de Yarrowia lipolytica y Chlorella vulgaris utilizando vinaza de cafia dulce como sustrato
evaluando tres proporciones de vinaza en agua destilada (75, 50 y 25% v/v) y cuatro propor-
ciones de indculo inicial de Y. lipolytica y C. vulgaris (100%, 98%, 95% y 0% de Y. lipolytica
en células totales del inéculo). Se cultivaron en reactores aireados a 3 L.min"', pH 6,7, tem-
peratura de 25 °C durante 240 horas, se realizaron curvas de crecimiento mediante recuento
celular, y de biomasa mediante peso seco. Los lipidos fueron extraidos de la biomasa seca
mediante el método de Bligh y Dyer. Se determiné la productividad de biomasa y el porcen-
taje de lipidos en base a biomasa seca. Las mejores condiciones fueron un cultivo puro de Y.
lipolytica con 50% de vinaza que alcanzé 20,92+12,39% de lipidos, productividad de biomasa
de 54,58+4,49 mg.L".d""; y un cultivo mixto con indculo inicial de 98% Y. lipolytica, 25% de
vinaza con una productividad de biomasa de 102,67+32,07 mg.L".d"" con un porcentaje de
lipidos de 7,06+1,76%. Aunque se observd en algunas ocasiones el efecto favorable del cul-
tivo mixto entre estas especies, el monocultivo Y. lipolytica obtuvo mejores resultados en las
variables evaluadas. Se logro cultivar cepas oleaginosas en un efluente diluido en agua sin
agregado de fuente de carbono.

Palabras claves: Lipidos microbianos, microorganismos oleaginosos, cultivo mixto, biodie-
sel, vinaza

Use of vinasse for the production of microbial lipids and biomass by mixed cultures
of Yarrowia lipolytica (Wickerham, Kurtzman & Herman) van der Walt & von Arx and
Chlorella vulgaris Beijerinck. Recent studies have shown the benefits of mixed cultures
between microalgae and yeasts to obtain compounds of industrial interest, such as biodiesel.
In order to evaluate the production of biomass and lipids, the growth of Yarrowia lipolytica and
Chlorella vulgaris using sugarcane vinasse as substrate was studied. Three different propor-
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tions of vinasse in distilled water (75, 50, and 25% in volume) were evaluated, and four initial
inoculum proportions of Y. lipolytica and C. vulgaris (100%, 98%, 95% y 0% of Y. lipolytica
of total cells inoculum). They were cultured in aerated reactors at a constant flow rate of 3
L.min"", pH 6.7, 25 °C for 240 hours, cell growth curves were made by direct cell counting
under a microscope, and biomass curves by dry weight. Lipids were extracted from the dry
biomass according to Bligh and Dyer’s method. Dry biomass productivity and lipid percentage
were determined. The best conditions were a pure culture of Y. lipolytica with 50% vinasse
that reached 20.92+12.39% of lipids, and a biomass productivity of 54.58+4.49 mg.L"".d""; and
a mixed culture with an initial inoculum of 98% Y. lipolytica and 25% vinasse, with biomass
productivity of 102.67+32.07 mg.L"".d"" and a lipid percentage of 7.06 + 1.76%. Although the
favorable effect of a mixed culture among these species was observed under some condi-
tions, the monoculture of Y. lipolytica provided better results in the evaluated conditions. It
was possible to cultivate oleaginous strains in an effluent diluted in water without adding an

organic carbon source.

Keywords: Single cell oil, oleaginous microorganism, mixed culture, biodiesel, vinasse

INTRODUCCION

El incremento en la demanda energé-
tica de combustibles que se ha generado
hace décadas ocasiona una problematica
global por el agotamiento de las fuentes
de combustibles fosiles y las emisiones
de gases de efecto invernadero. A con-
secuencia de esto, en los ultimos afos
fueron apareciendo varios sustitutos de
combustibles fosiles y algunos de ellos
inclusive fueron establecidos como
fuentes alternativas de energia limpia
(Marchetti et al., 2007; Nautiyal et al.,
2014).

Los biocombustibles pueden cla-
sificarse como de primera, segunda,
tercera y cuarta generacion: aquellos
producidos a partir de materia prima de
origen vegetal destinados al consumo
humano, como azucares comestibles y
aceites, son denominados como de pri-
mera generacion; los biocombustibles
de segunda generacion son obtenidos a
partir de sustratos no empleados para la
alimentacion humana, como los residuos
agricolas y forestales, y aceites usados

(Cortés-Sanchez et al., 2019). Los bio-
combustibles de tercera generacion son
aquellos que no compiten en la industria
de alimentos por el uso del suelo, ni por
la utilizacion de los cultivos con fines
alimentarios debido a que generalmen-
te provienen de organismos que pueden
cultivarse en reactores fotoquimicos o
en piletones al aire libre (Ramos et al.,
2016). Los biocombustibles de cuarta
generacion implican el uso de organis-
mos genéticamente modificados capaces
de disminuir el contenido de gases de
efecto invernadero y al mismo tiempo
generar una fuente de energia alternativa
(Ramos et al., 2016).

El biodiesel de tercera generacion va
cobrando protagonismo ¢ importancia
en las industrias gracias a los avances en
la biotecnologia. La obtencion de lipidos
aptos para la elaboracion de biodiesel,
y al mismo tiempo, de biomasa a par-
tir de los microorganismos, son puntos
de enfoque de varios estudios recientes
orientados a conocer el potencial uso
biotecnologico como fuente sustituta de
combustible fosil (Nautiyal et al., 2014).
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Se han realizado numerosos estudios
para mejorar la produccion de lipidos
microbianos apuntando a la obtencion
de biodiesel de tercera generacion. En-
tre los microorganismos que demostra-
ron mayores porcentajes de lipidos en
base a biomasa seca, se encuentran las
levaduras, como las del género Rhodos-
poridium, Rhodotorula, Cryptococcus
y Yarrowia (Faife-Pérez et al., 2012).
También las microalgas fueron obje-
tos de varios estudios, siendo Chlorella
vulgaris una de las especies mas prome-
tedoras en la obtencion de biocombus-
tibles debido a su rapido crecimiento y
produccion de lipidos de 30 a 40% en
peso seco bajo condiciones naturales
(Cheirsilp et al., 2011).

Se ha encontrado que la simbiosis en-
tre microalgas y levaduras, es decir, la
combinacién de los cultivos en un mis-
mo proceso, muestra ventajas significa-
tivas sobre los monocultivos de algas al
presentar mayores rendimientos de pro-
ductos de alto valor, como los lipidos,
mayores tasa de crecimiento y concen-
tracion de biomasa, ademas de una ma-
yor remocién de materia organica y nu-
trientes de efluentes, como consecuencia
de la mayor concentracion de dioxido de
carbono disponible para la fotosintesis
de la microalga y la mayor disponibili-
dad de oxigeno para la levadura hetero-
trofica (Qin et al., 2018; Cheirsilp et al.,
2011).

Los efluentes industriales pueden ser
aprovechados por estos cultivos mix-
tos para la obtencion de bioproductos
de valor como los lipidos, presentando
ventajas economicas y ambientales en
la produccion de biodiesel, mediante el
desarrollo de nuevas fuentes de energia,

la proteccion de ambientes acuaticos y
la reduccion del efecto invernadero de
origen antropogénico (Cheirsilp et al.,
2011).

Un efluente de interés para la utili-
zacion como sustrato en la produccion
de biocombustibles es la vinaza, que, a
nivel nacional y regional, es uno de los
mayores efluentes producidos, y es obte-
nido a partir de la destilacion del alcohol
procedente de la fermentacion, princi-
palmente, de subproductos del azucar
de cafia (Gonzalez et al., 2018; Aquino,
2017; Valeiro y Portocarrero, 2017). La
vinaza consiste en un liquido café os-
curo, de pH acido, rico en compuestos
organicos como el glicerol, acido lacti-
co, nitrogeno, fosforo, potasio, calcio y
magnesio (Brasil et al., 2017; Santana
et al., 2017). Las cantidades de vinaza
obtenidas afio a afio se incrementan por
la demanda creciente de alcohol etilico,
siendo el exceso de vinaza un problema
para su disposicion (Gonzalez et al.,
2018). El Departamento de Agricultura
de los Estados Unidos (USDA) proyec-
taba para el 2016 una produccion de 215
millones de litros de etanol en el Para-
guay (Aquino, 2017). Por cada litro de
alcohol generado, se producen 13 litros
de vinaza como efluente. En caso del al-
cohol de segunda generacion a partir de
bagazo y residuos de cosecha, la vinaza
producida llega a 20 litros. El destino
mayoritario de este residuo en la region
es el fertirriego en zonas aledafias a las
alcoholeras, por tanto, una mala dispo-
sicion de este residuo podria cambiar la
composicion del suelo y tener un impac-
to ambiental negativo (Valeiro y Porto-
carrero, 2017).

En esta investigacion se propuso eva-
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luar la utilizacion de diversas concentra-
ciones de vinaza como sustrato para la
produccion de lipidos y biomasa micro-
biana a partir de cultivos mixtos de Chlo-
rella vulgaris y Yarrowia lipolytica, para
comprobar el aumento en el porcentaje
de lipidos y en la productividad de bio-
masa debido al crecimiento en conjunto
de estos microorganismos utilizando el
efluente como unica fuente de carbono,
lo cual supondria el aprovechamiento de
residuos industriales para obtener sub-
productos de interés y mejoraria la ca-
lidad de los efluentes de las destilerias.

MATERIALES Y METODOS
Tipo de investigacion y distribucion

experimental
El disefio empleado fue experimen-

tal, analitico de enfoque cuantitativo
con arreglo factorial 4x3x3, en el que se
evaluo el efecto de la concentracion del
sustrato (vinaza) en tres niveles de mez-
cla con agua estéril (25, 50 y 75 % sobre
volumen del medio), y la proporcion de
cultivos de levadura:microalga, en cua-
tro niveles de acuerdo a sus concentra-
ciones de inoculacién en base al volu-
men del indculo de cada cultivo (cultivo
puro de Y. lipolytica, cultivo puro de C.
vulgaris, y dos proporciones de mezclas
de cultivos entre estos valores de 98%
en células de Y. lipolytica, y 95% en cé-
lulas de Y. lipolytica), como variables
independientes, sobre la cantidad de
biomasa y lipidos producidos (variables
dependientes) (Tabla 1). Todos los expe-
rimentos se realizaron en tres réplicas.

Tabla 1. Distribucion de condiciones de experimentos

Diluciéon de

Dosificacion de cultivos puros iniciales

. Condicién

vinaza Yarrowia lipolytica Chlorella vulgaris ©)
(% volumen) (1,3.10° cel.mL™") (3,4.10° cel.mL"™")

0 mL 15mL C1
5 mL 10 mL C2
& 10 mL 5SmL C3
15 mL 0 mL C4
0 mL 15 mL Cs
5 mL 10 mL Ceé
% 10 mL SmL C7
15 mL 0 mL C8
0 mL 15 mL C9
5mL 10 mL C10
2 10 mL S mL Cl1
15 mL 0 mL C12
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Conservacion y mantenimiento de ce-
pas

La cepa estandar de Y. lipolytica
ATCC™ 9773™ fye adquirida de la em-
presa Microbiologics®, fue transferida
a un medio agar YPD (Conda Lab S.A,
Espaia) (composicion: glucosa 20 g.L-
!, extracto de levadura 10 g.L"!, peptona
20 gL'y 15 gL' agar) y conservada
en medio caldo YPD (Conda Lab S.A,
Espafia) (composicion: glucosa 20 g.L”,
extracto de levadura 10 g.L! y peptona
20 g.L'") (Qin et al., 2019).

La cepa de C. vulgaris, UTEX 265
fue donada por el Departamento de Bio-
tecnologia de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales (FACEN-UNA), fue
conservada en medio Bristol modificado
(Starr y Zeikus, 1993; Silveira-Font et
al., 2018), ¢ incubada a 25 °C, contro-
lando dia a dia su crecimiento (Qin et
al., 2016; Qin et al., 2018).

Crecimiento de in6culos puros

La cepa de Y. lipolytica fue inoculada
en medio caldo YPD, e incubada en un
agitador orbital a 25 °C y 150 rpm du-
rante 36 horas (Qin et al., 2018).

La cepa de C. vulgaris fue cultiva-
da en un fotobiorreactor de columna de
vidrio conteniendo 500 mL de medio
Bristol, fue cultivada a 25 °C e ilumi-
nada con una lampara fluorescente de
luz blanca (intensidad de la luz de 100
umol fotones.m?2.s') y suplementada
con aireacion a un caudal de 3 L.h! en el
fondo del fotobiorreactor por diez dias
(Santana et al., 2017; Qin et al., 2018).

Los cultivos fueron centrifugados a
955 RCF por cinco minutos a 25 °C y se
ajustd la concentracion con agua desti-
lada estéril para obtener indculos de alta

densidad mediante el recuento celular en
camara Neubauer (Qin et al., 2016; Qin
etal., 2018).

Preparacion de la vinaza

La vinaza cruda de cafia de azucar fue
obtenida de un ingenio azucarero orga-
nico de la ciudad de Arroyos y Esteros,
Paraguay y transportada a temperatura
ambiente al Laboratorio de Biotecnolo-
gia Ambiental de la Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales para ser refrigerada
hasta su uso. La vinaza cruda fue cen-
trifugada a 4800 RCF durante diez mi-
nutos para remover los soélidos suspen-
didos. Para clarificar las soluciones de
vinaza se afiadié hidroxido de calcio en
proporcion de 3 g.L”!, se mantuvo en re-
poso durante 40 minutos y luego se cen-
trifugd a 4800 RCF por diez minutos. Se
colect6 el sobrenadante. Posteriormente
todas las formulaciones fueron esterili-
zadas tres veces por autoclave a 121°C
por 30 minutos con periodos de enfria-
miento de seis horas para eliminar los
microorganismos resistentes. Se diluye-
ron las formulaciones de vinaza median-
te la adicion de agua destilada estéril en
las proporciones de 25%, 50% y 75%
con respecto a volumen (Santana et al.,
2017).

Inoculacion de cultivos

El pH de las soluciones de vina-
za estéril fue ajustado a 6,7 £ 0,01 con
solucion de HC1 4 M bajo campana de
flujo laminar antes de la adicion de los
inéculos. La concentracion de los sustra-
tos fue ajustada en los tres niveles estu-
diados (Tabla 1). Se llevo a cabo cada
cultivo en fotobiorreactores de columna
de vidrio de 1 L de capacidad, con 500
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mL de volumen de trabajo, incubadas a
25°C durante diez dias, con 100 umol de
fotones.m™.s! y aireadas a una tasa de 3
L.h!, cada experimento se llevo a cabo
por triplicado (Qin ef al., 2018).

Construccion de curva de crecimiento

De cada experimento fueron reco-
lectados 41 mL de cultivo a las 48, 96,
144, 192 y 240 horas. Un volumen de
1 mL de esa muestra fue utilizado para
observacion microscopica y conteo ce-
lular en camara de Neubauer. El resto
de la muestra, se centrifugé a 3820 RCF
por cinco minutos y los sedimentos fue-
ron empleados para la determinacion de
biomasa (método gravimétrico por peso
seco a 60 °C) (Qin et al., 2016; Qin et
al., 2018).

Extraccion de lipidos

El volumen final remanente en el
décimo dia de crecimiento fue medido,
y centrifugado a 3820 RCF por cinco
minutos para recuperar la biomasa, rea-
lizandose el proceso de secado a 60 °C
hasta peso constante. Los lipidos totales
fueron medidos mediante extraccion
por solvente cloroformo:metanol:agua
(2:2:1,8), por el método estandarizado
de Bligh y Dyer adaptada a la cantidad
de la muestra de biomasa (Bligh y Dyer,
2011) y asistida con disrupcion fisica
con mortero (Zeng et al., 2018).

Calculo de parametros de biomasa y
lipidos

Siguiendo lo sefialado por Qin et
al. (2016) la concentracion y producti-
vidad de biomasa fue calculada con las
siguientes ecuaciones:

10

Productividad de biomasa:

(gL' dia' 6 mg. L-1 dia') = Bs
V.t
Procentaje de lipidos (%):

Ls
Bsl

X 100

Donde:

Bs es el peso de la biomasa seca obteni-
da por gravimetria hasta peso constante,
V es el volumen de la muestra del que
se extrajo la biomasa, t es el tiempo de
cultivo en dias. Ls es el peso del lipido
extraido seco, Bsl es el peso de la bio-
masa de la cual se extrajo el lipido.

Analisis estadistico de datos

Los datos obtenidos en los experi-
mentos, tanto la produccion de lipidos,
asi como la obtencion de biomasa fueron
analizados mediante la prueba de Krus-
kal-Wallis (5% de nivel de significan-
cia) para determinar diferencias entre
los tratamientos realizados, y la prueba
post-hoc de Conover (5% de nivel de
significancia) para determinar diferen-
cias entre las medias (Kruskal y Wallis,
1952; Conover, 1998).

Para los mismos se empleo el paque-
te estadistico InfoStat (Di Rienzo et al.,
2015). Los graficos estadisticos se rea-
lizaron empleando los programas Excel
(Microsoft Office, 2016) y PAST 4.03
(Hammer et al., 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Construccion de curvas de crecimien-
to en cultivos mixtos y puros

Las curvas de crecimiento de cada
especie (Figura 1 y Figura 2) para Y.
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lipolytica y para C. vulgaris respecti-
vamente. Puede observarse que para Y.
lipolytica los conteos mas elevados co-
rresponden a cultivos puros en la mayo-
ria de los tiempos evaluados (condicio-
nes C4, C8 y C12). Sin embargo, a partir
de las 192 horas los conteos celulares de
los cultivos mixtos empiezan a elevarse,
momento en el cual la concentracion de
microorganismos en los cultivos puros
empieza a disminuir. Las condiciones
Cl11 y CI12 presentan un comportamien-
to diferente a las demas al exhibir picos
positivos y negativos entre los tiempos
96 a 144 horas, sin embargo, su tenden-
cia a partir de este momento se asemeja

a la de los cultivos mixtos en el caso de
C11 que va acrecentandose, y monocul-
tivos en el caso de C12, en descenso.

En el caso de C. vulgaris (Figura 2)
las lineas de crecimiento se muestran
mas uniformes, incrementandose el nu-
mero de células a partir de las 192 horas
en todas las condiciones. Las condicio-
nes mas prometedoras son provenientes
de cultivos mixtos, como en el caso de
C11 y C10. Existe una propension de
crecimiento para C. vulgaris en cultivo
puro (C1, C5 y C9), sin embargo, las
pendientes de las curvas se observan li-
geramente menores que sus contrapartes
en cultivos mixtos.

Curva de crecimiento de Yarrowialipolytica

8,0.107

8.0.10°

Conteo (Células.mL1)

-C3

C4

e 1)

(10

8,0.10°
0 48 926

144 192 240

Tiempo (horas)

Figura 1. Curva de crecimiento de células de la Yarrowia lipolytica bajo diferentes condiciones de
cultivo. Conteo celular realizado en camara de Neubauer. Detalles de las condiciones en Tabla 1
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Curva de crecimiento de Chlorellavulgaris

1,0.107 4
1,0.106 |

1,0.105 |

Conteo (Células.mL?)

1,0.10*

e=—=C10
=C11

48 96

144

192 240

Tiempo (horas)

Figura 2. Curva de crecimiento de las células de la microalga C. vulgaris bajo diferentes condiciones
de cultivo. Conteo celular realizado en camara de Neubauer. Detalles de las condiciones en Tabla 1

Al evaluar todas las condiciones de
cultivo respecto al peso seco a las 240
horas, tres de ellas fueron significati-
vamente superiores al resto, especifica-
mente las condiciones C11, C3 y C2, que
presentaron concentraciones maximas
de 1026,67 + 320,69 mg.L!, 815,00 +
649,12 mg.L'y 717,50 £ 262,71 mg.L!,
respectivamente (Tabla 2).

Entre las condiciones que presenta-
ron menor concentracion de biomasa
se encuentran la C1, C5 y C9, con valo-
res de 438,33 + 61,46 mg.L!, 155,83 +
38,43 mg.L!, y 212,50 = 52,20 mg.L!,
respectivamente. Estas corresponden a
monocultivos de C. vulgaris, cuya ten-
dencia se observo en todos los tiempos
de muestreo.

Esto se debe probablemente a la me-
nor concentracion de células en el ino-
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culo inicial, a la probable baja disponi-
bilidad de nutrientes esenciales como
las vitaminas y al estrés generado por el
exceso de luz, condiciones que suelen
prolongar una etapa de adaptacion y ra-
lentizar el crecimiento (Cheirsilp et al.,
2011; Ling et al.,2014; Qin et al., 2018).

La biomasa obtenida (peso seco) en
las demas condiciones de cultivo evalua-
das se mantuvieron en un rango interme-
dio entre las condiciones anteriormente
mencionadas.

Es importante resaltar que en varios
estudios se demostrd el aumento de la
produccion de biomasa en los cultivos
mixtos en comparacion a sus contrapar-
tes monocultivadas (Xue et al., 2010;
Cheirsilp et al., 2011, 2012; Qin et al.,
2018, 2019). En estos cultivos se obser-
varon efectos sinérgicos entre algas y
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levaduras asociadas principalmente al
balance O,/CO,, intercambio de sustra-
tos, oxigeno disuelto, ajuste de pH y la
liberacion de elementos traza. Ademas,
la microalga recibe de parte de la leva-
dura proteccion ante el exceso de luz,
incrementando el contenido de pigmen-
tos, o la sobre proteccion a causa del
excesivo crecimiento de la levadura, lo
que dificulta el paso de luz. Estas inte-

rrelaciones demuestran las ventajas de
relacion simbiotica alga-levadura (Qin
etal.,2016; Qin et al., 2018; Zeng et al.,
2018; Qin et al., 2019).

Las condiciones que aportaron canti-
dades diferencialmente mayores de bio-
masa (C11, C3 y C2), fueron seleccio-
nadas para la produccion de lipidos y su
transesterificacion.

Tabla 2. Datos de concentracion de biomasa en peso seco (mg.L') a lo largo del
tiempo de acuerdo a las condiciones de estudio (media =+ desviacion estandar)

Condiciones Tiempo de muestreo (horas)
© 48 96 144 192 240
c1 80,83 + 180,83 + 230,00 + 145,83 + 438,33 +
30,55 32,15 27,04 57,79 61,46
2 207,50+ 285,00 + 412,50 + 265,00 + 717,50 =
40,93 54,14 19,53 2,50 262,71
3 286,67+ 34333+ 385,83 + 277,50 + 815,00 =
34,67 86,07 68,98 108,77 649,12
C4 257,50+ 490,83 + 432,50 + 567,50 = 659,17 +
124,32 104,89 69,06 84,30 101,68
cs 72,50 + 143,33 + 197,50 + 137,50 + 155,83 +
22,50 10,41 10,90 165,13 38,43
c6 156,67+ 254,17+ 365,00 + 194,17 + 547,50 +
24,66 27,88 60,67 49,33 46,84
7 254,17+ 288,33+ 369,17 + 23333 + 590,83 +
17,56 10,10 20,21 10,10 117,80
cs 185,00+ 480,00 + 453,33 + 488,33 + 545,83 +
133,06 127,74 119,30 146,21 44,88
C9 48,33 + 83,33+ 179,17 + 114,17 + 212,50 +
8,04 22,68 20,97 111,17 52,20
C10 260,00+ 290,00 + 347,50 + 172,50 + 565,83 +
32,50 110,76 29,47 146,61 92,24
Cl1 552,50+ 487,50 + 539,17+ 222,50 + 1026,67 =
67,64 63,10 74,34 112,58 320,69
c12 390,00+ 360,00 + 276,67 + 360,00 = 487,50 +
68,05 34,73 81,41 52,50 118,22
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Seleccion de las mejores condiciones
de cultivo

Las mayores concentraciones de bio-
masa se cosecharon a las 240 horas, por
lo que los calculos de porcentaje de li-
pidos en base a biomasa seca, y las pro-
ductividades de biomasa y de lipidos se
realizaron teniendo en cuenta este tiem-
po (Tabla 3).

Las diferentes condiciones de cultivo
(proporcion de vinaza y proporciones
de microorganismos) no demostraron
efectos sobre la concentracion de lipidos
(P=0,0623), lo cual se puede observar
en la Figura 3. Sin embargo, si se pudo
registrar cambios significativos en las
concentraciones de biomasa a conse-
cuencia de las diferentes condiciones de
cultivo evaluadas en esta investigacion

(P=0,0182).

Los tratamientos que presentaron
una concentracion de biomasa signifi-
cativamente mayor (P=0,0182) fueron
las condiciones C2, C3, C4, C6, C7,
C8, C10 y Cl11, los cuales reportaron
valores promedios de 717,50 + 262,71
mg.L", 815,00 + 649,12 mg.L"!, 659,17
+ 101,68 mg.L", 547,50 + 46,84 mg.L",
590,83 + 117,80 mg.L"', 545,83 + 44,88
mg.L"!, 565,83 £ 92,24 mg.L'y 1026,67
+ 320,69 mg.L! respectivamente. A su
vez, los tratamientos que demostraron
una menor produccion de biomasa fue-
ron las condiciones C1, C5, C9 y C12,
con 438,33 + 61,46 mg.L!, 155,83 +
38,43 mg.L!, 212,50 + 52,20 mg.L', y
487,50 + 118,22 mg.L' respectivamen-
te.

Tabla 3. Media y desviacion estandar de la concentracion de lipidos, concentracion
de biomasa, porcentaje de lipidos y productividad de biomasa calculados a las 240

horas
. . Porcentaje ~ Productividad
. Lipidos Biomasa . .

Condicion (m L'l) (m L'l) de lipidos de biomasa
& g (%)* (mg.L".dia™)

1 59,17423,09 438,33+61,46 13,50+5,27 43,83+6,15

2 60,00+38,49 717,50+262,71 8,36+5,36 71,754£26,27

3 66,67+1,44 815,00+£649,12 8,18+0,18 81,50+64,91

4 96,67+27,88 659,17+101,68 14,66+4,23 65,92+10,17

5 8,33+1,44 155,834+38,43 5,35+0,93 15,58+3,84

6 84,17+11,55 547,50+46,84 15,3742,11 54,75+4,68

7 68,33+11,27 590,83+117,80 11,57+1,91 59,08+11,78

8 114,17+67,65 545,83+44,88 20,92+12,39 54,58+4,49

9 40,83£16,65 212,50+52,20 19,22+7,83 21,25+5,22

10 58,33+31,46 565,83+92,24 10,31+5,56 56,58+9,22

11 72,50+£18,03  1026,67+£320,69 7,06+1,76 102,67+32,07

12 105,00+£37,75  487,50+118,22  21,54+7,74 48,75+11,82

* Porcentaje en base a biomasa seca
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También se encontraron cambios
significativos en el porcentaje de lipi-
dos especifico, en base a biomasa seca
obtenida, en las diferentes condiciones
(P=0,0200), siendo las de mayor pro-
porcion las obtenidas en las condicio-
nes C1, C4, C6, C8, C9 y C12, en las
cuales se registraron porcentajes prome-
dio de 13,50 + 5,27 %, 14,66 + 4,23 %,
15,37+£2,11 %, 20,92 = 12,39 %, 19,22 +
7,83 % y 21,54 + 7,74 respectivamente.
Las ultimas tres condiciones menciona-
das, C9 cultivo puro de C. vulgaris, C8
y C12 cultivos puros de Y. lipolytica,
permitirian a los microrganismos clasi-
ficarse como oleaginosos al producir un
contenido de al menos 20% de lipidos
totales en base a biomasa seca (Beopou-
los et al., 2011).

La productividad de biomasa de las
distintas condiciones sigue la tendencia
de concentraciéon de biomasa, es decir
que esta asociada al crecimiento. La pro-
porcion de vinaza empleada no ejercio
una influencia sobre las concentraciones
de lipidos, o biomasa, lo que puede ob-
servarse en la Figura 3, donde las condi-
ciones en las que se utilizaron diferentes
proporciones de vinaza, pero iguales
proporciones de indculos, no demostra-
ron diferencias significativas entre si.

Las condiciones de mejor concentra-
cion de lipidos fueron C8 y C12 ambos
cultivos puros de Y. lipolytica, y las con-
diciones mejores para obtener bioma-
sa fueron C11, C3 y C2, todos cultivos
mixtos.

En el trabajo de Qin et al. (2018)
en el que se cultivo el mismo consor-
cio de microorganismos en un efluente
de digestion anaerobia, se consiguieron
resultados de 1560 mg.L! de biomasa y
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183 mg.L" de lipidos a las 48 horas me-
diante cultivos mixtos. Asi también, Qin
et al. (2019) obtuvieron una concentra-
cion de biomasa maxima de 5770 mg.L"!
y una productividad de 760 mg.L'.d"! de
biomasa y 770 mg.L"! de lipidos en sus
cultivos mixtos de Y. lipolytica y Chlo-
rella pyrenoidosa en un medio de culti-
vo sintético. Sin embargo, estos ensayos
fueron mediante la adicion de fuentes de
carbono tradicionales.

Los efluentes derivados de destila-
dos podrian presentar inhibidores de
crecimiento para levaduras, como es el
caso del furfural, si estos componentes
estuvieran presentes, podrian explicar en
parte el bajo desarrollo de Y. lipolytica
en el medio estudiado (Ling ez al., 2013).

Ademas del furfural, se pueden ci-
tar inhibidores como vainillina, acido
formico y acido acético, cuya accion en
solitario hasta concentraciones de 0,5,
1,5, 2 y 5 gL', respectivamente, per-
miten una alta acumulaciéon de biomasa
de levadura. No obstante, los efectos si-
nérgicos entre estos compuestos podrian
disminuir contundentemente las concen-
traciones minimas inhibitorias que con-
ducirian a reducciones significativas del
crecimiento y la produccion de lipidos
(Zhao et al., 2012). Al ser la vinaza un
efluente complejo, se sugiere la investi-
gacion de estos componentes inhibito-
rios en futuros estudios.

A pesar de que los valores obteni-
dos son muchos menores que otras in-
vestigaciones que utilizan el consorcio
microalga-levadura, en donde los rendi-
mientos y productividades de biomasa y
lipidos se observan superiores en com-
paracion a los cultivos de una sola de las
especies, debe considerarse que en este
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estudio no se suplementd con ninguna
fuente de carbono adicional. Es de re-
saltar que estas condiciones podrian ser
optimizadas mediante el suplemento de
fuentes de carbono provenientes de sus-
tratos de bajo costo para conducir a los
ensayos a mejores resultados, teniendo
como base el comportamiento que se ob-
servo en esta investigacion.

CONCLUSIONES

Los resultados hallados sugieren

que las mejores condiciones para la ob-
tencion de una mayor concentracion y
productividad de biomasa a partir de la
vinaza en las concentraciones emplea-
das fueron, C2, C3 y C11, todas estas de
cultivos mixtos. Sin embargo, las condi-
ciones que demostraron ser favorables
para un mayor porcentaje de lipidos fue-
ron C8, C9 y C12, estas condiciones a
diferencia de las anteriores pertenecen
a cultivos puros, siendo C8 y C12 culti-
vos de Y. lipolytica y C9 de C. vulgaris.
También es importante destacar que no
se observo una influencia en las varia-
bles evaluadas con las diferentes propor-
ciones de vinaza estudiadas.
Si bien la concentracion de lipidos y
productividad de biomasa son bajos en
comparacion a otros estudios, en el pre-
sente trabajo se resalta la obtencion de
porcentajes de lipidos tipicos de cepas
oleaginosas utilizando como tinica fuen-
te de carbono al efluente.
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Identificacion de agentes causales de la contaminacion microbiana durante la micro-
propagacion de Musa spp. La investigacion se realiz6 en el Laboratorio de Biologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de Asuncion, con la finalidad de
identificar los agentes causales de la contaminacion microbiana durante la micropropagacion
del banano (Musa spp.). Se utilizaron 80 hijuelos de 30 - 40 cm de los cuales se extrajeron los
apices meristematicos que fueron sembrados en medios MS (Murashige y Skoog, 1962) con
el agregado de 1 g.L" de carbon activado como antioxidante. El tratamiento de desinfeccion
consistio en la inmersion en una solucién de NaClO (10 %) durante cinco minutos. El disefio
experimental utilizado fue completamente al azar con ochenta repeticiones, constituyendo
cada apice una unidad experimental. Las variables evaluadas fueron: porcentaje de sobre-
vivencia, porcentaje de contaminacion de explantes y agente causal. Para la identificacion
de los microorganismos fungicos se utilizé el microscopio 6ptico, por su parte, las bacterias
fueron repicadas en placas de Petri conteniendo el medio de rutina 523 de Kado y Heskett
(1970), siendo incubadas a 25-30 °C en posicion invertida durante tres dias. Posteriormente,
se realizo la técnica de tincién de Gram. Los géneros Asperqgillus, Penicillium, Fusarium y las
bacterias Gram negativas son los causantes de la contaminacion, en la fase de estableci-
miento in vitro, de apices meristematicos de banana.

Palabras clave: bacterias, contaminacion, cultivo in vitro, hongos, micropropagacion

Identification of causal agents of microbial contamination during the micropropaga-
tion of Musa spp. The research was carried out in the Biology Laboratory of the Facultad de
Ciencias Agrarias of the Universidad Nacional de Asuncion, to identify the causal agents of
microbial contamination during the micropropagation of banana (Musa spp.). Eighty shoots
of 30-40 cm were used, from which the meristems were extracted and grown in MS culture
media (Murashige and Skoog, 1962) with the addition of 1 g.L" of activated carbon as antioxi-
dant. The disinfection treatment consisted of immersion in a NaClO solution (10%) for five
minutes. The experimental design used was completely randomized with eighty repetitions,
each apex constituting an experimental unit. The variables evaluated were: percentage of
survival, percentage of contamination of explants, and causal agent. For the identification
of the fungal microorganisms the optical microscope was used.The bacteria were passaged
into Petri dishes containing the routine medium 523 by Kado and Heskett (1970), and incu-
bated at 25-30 °C in an inverted position during three days. Subsequently, the Gram staining
technique was performed. The genera Asperqgillus, Penicillium, Fusarium and Gram negative
bacteria were found to be the cause of contamination, in the in vitro establishment phase, of
meristematic banana apices.

Keywords: bacteria, contamination, in vitro culture, fungi, micropropagation
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INTRODUCCION

La banana (Musa spp.) es la fruta mas
comercializada en todo el mundo en tér-
minos cuantitativos, ademas de las man-
zanas y los citricos (FAO, 2016). En el
periodo 2014-2016 la produccion anual
de banana a nivel mundial fue de 113 mi-
llones de toneladas (FAO, 2019), siendo
los principales paises productores China
e India que conjuntamente representaron
poco mas de un tercio de la produccion
total en el periodo 2010-2016. Un se-
gundo grupo de paises productores, con
participacion en torno al 6% cada uno,
son Filipinas, Ecuador, Brasil, Indonesia
y Tanzania (Enciso, 2019).

Paraguay ha pasado de ser importa-
dor de banana a exportador, cambio que
se dio a principios del presente siglo
(Enciso, 2019). En este sentido, segtn el
MAG (2015) en la zafra 20162017 la
produccion fue de 72,3 t, en una superfi-
cie de 7,3 ha teniendo un rendimiento de
9,2 t/ha. Entre los principales departa-
mentos productores se encuentran Caa-
guazq, San Pedro, Caazapa y Cordillera.

La busqueda de variedades resisten-
tes a plagas y enfermedades ha sido una
de las principales acometidas en la his-
toria de los programas de mejoramien-
to del banano (FAO, 2004). Debido al
escaso numero de variedades locales y
su reproduccion asexual, el banano tie-
ne una reducida reserva genética que
lo hace vulnerable a plagas y enferme-
dades. Los cultivares son susceptibles a
enfermedades como la Sigatoka negra
(Mycospharella fijiensis), (Ralstonia so-
lanacearum), y el Mal de Panama (Fu-
sarium oxysporum f. sp cubense) que
ocasiona pérdidas en la produccion de
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frutas y afecta la disponibilidad de ma-
terial vegetal de propagacion sano en
campo (Ancasi et al., 2016).

El banano tradicionalmente se propa-
ga en forma vegetativa por cormos, que
son separados para sembrarlos y uno de
los principales problemas que presenta
propagarlos con este método es que la
tasa de multiplicacion es muy baja, pero
ain mas grave es el aumento de la po-
blacion de insectos y otras plagas en la
plantacion. Por esta razén la propaga-
cion in vitro es una de las alternativas
para la obtencion de plantas sanas libres
de patogenos, a diferencia del método
tradicional que pueden traer problemas
fitosanitarios (Sandoval et al., 1991).

La propagacion in vitro de Musa spp.
generalmente se la realiza por meriste-
mos apicales extraidos de los cormos,
debido a que estos meristemos tienen un
crecimiento longitudinal y también por
su totipotencia. Los meristemos se esta-
blecen en un medio de cultivo adecuado
donde puede crecer una nueva planta
(Ortega et al., 2010).

Por ello, resulta necesaria la inves-
tigacion sobre los aspectos relacionados
a los patdgenos que afectan al estable-
cimiento in vitro del banano con la fi-
nalidad de controlar la contaminacion
microbiana en el protocolo de micropro-
pagacion. El objetivo del trabajo fue la
identificacion de agentes causales de la
contaminacion microbiana durante en
la micropropagacion del banano (Musa

spp.).
MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevo a cabo en el
Laboratorio de Biologia de la Facultad
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de Ciencias Agrarias de la Universidad
Nacional de Asuncién en San Lorenzo,
Paraguay; durante los meses de abril y
mayo del 2018.

El medio cultivo utilizado fue el de
Murashige y Skoog (MS) suplementado
con 15 g.L'! de sacarosa y gelificado con
4 g L' de agar, ademas del agregado de
1 g.L'! de carbon activado, 50 mg.L"' de
mioinositol y 10 ml.g"' de glicina, el pH
del medio fue ajustado a 5,8 y posterior-
mente de autoclavado a 121 °C, 1 atm
de presion durante 20 minutos. El mis-
mo fue propuesto por Diaz Lezcano et
al. (2016) para la micropropagacion de
Musa spp. variedad Nanicao.

Los materiales vegetales fueron ad-
quiridos del campo experimental de la
Facultad de Ciencias Agrarias de la Uni-
versidad Nacional de Asuncion, ubicado
en latitud y longitud 25°21°54.80” Sy
57°30°8.77” O.

Se utilizaron 80 apices provenientes
de hijuelos de 30 - 40 cm de altura. In-
mediatamente, se procedio a la remocion
de las hojas del pseudotallo y los tejidos
blancos de la base del cormo. Con ayuda
del estereoscopio, los semicormos fue-
ron sometidos a reducciones hasta obte-
ner un cono aproximadamente de 1 cm,
formado por el meristema central y un
minimo del tejido de rizoma para facili-
tar la manipulacion.

En la camara de flujo laminar los ex-
plantes fueron sometidos al protocolo de
desinfeccion, propuesto por Mongelos
Franco et al. (2020) que consisti6 en su-
mergir los explantes por 30 segundos en
alcohol etilico al 70 %, posteriormente
a hipoclorito de sodio al 10 % durante 5
minutos y finalmente sometidos a triple
enjuague con agua destilada estéril.
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Estos explantes fueron sembrados
en tubos de vidrio (75 x 10 mm) en vo-
Iimenes de 2,5 ml de medio de cultivo
y mantenidos en la sala de crecimiento
a 25 °C, 70 % de humedad relativa, en
condiciones de fotoperiodo 16:8 horas
luz/oscuridad.

Los explantes se observaron a los 15
dias posteriores a su inoculacion en el
medio de cultivo. Las variables medidas
fueron porcentaje de sobrevivencia, con-
taminacion y agente causal.

Porcentaje de sobrevivencia: se reali-
z6 mediante la observacion del desarro-
1lo de brotes, siendo considerados como
tales si presentan un tamafio aproxima-
do de 2 mm con una coloracion blanca
verdusca.

Porcentaje de contaminacion y agen-
te causal: se basd en la identificacion
visual del crecimiento micelial de los
hongos o la apariencia lechosa de color
blanquecino o amarillo, caracteristico
de las bacterias, pudiéndose manifestar
ambos patogenos: dentro del medio de
cultivo, alrededor del explante en con-
tacto con el medio de cultivo o saliendo
del meristemo del explante.

Para la identificacion del patdogeno
con crecimiento micelial, se prepararon
laminas de vidrio con micelio para ser
observado bajo microscopio 6ptico.

Para identificar la colonia bacteria-
na, con ayuda de un ansa de laboratorio,
previamente flameado, se retir6 una gota
dela colonia bacteriana y fue depositada
en el borde de la placa de Petri esterili-
zada conteniendo el medio de rutina 523
de Kado y Heskett (1970) para realizar
estrias equidistantes a 0,5 cm. Poste-
riormente, las placas fueron etiquetadas
e incubadas en posicion invertida a 25-
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30 °C durante tres dias. Finalmente, se
realizé la técnica de tincion de Gram,
observandose bajo microscopio dptico
la coloracién rojiza de las células bac-
terianas.

RESULTADOS Y DISCUSION

A los 15 dias de evaluacion se regis-
tr6 20,8% de sobrevivencia y 25,7% de
contaminaciéon microbiana atribuible a
hongos y bacterias.

En ese contexto, uno de los proble-
mas en la sobrevivencia fue relacionado
con los efectos de toxicidad causados
por la alta concentracion del hipoclori-
to de sodio, seguido por la contamina-
cion microbiana. En ese sentido, segun
Montano et al. (2004), la concentracion
de hipoclorito de sodio ideal, para des-
infectar sumergiendo los explantes de
banana durante 10 minutos es del 3 %.

Por su parte, Ramirez et al. (2014) re-
gistraron que con aplicacion 2 % de hi-
poclorito de sodio, durante 15 minutos,
se produce la mejor desinfeccion de los
explantes de Guadua angustifolia, ade-
mas de la mayor sobrevivencia. Diver-
sos autores (Ancasi et al. (2014); Maru-
landa et al. (2005); Monzoén (2005), etc.)
mencionan que, en general, la concen-
tracion del hipoclorito de sodio a ser uti-
lizada debe ser del lal 3 % para activar
la diferenciacion celular de los explantes
y lograr una buena desinfeccion.

De lo antes mencionado, las concen-
traciones superiores al 3 % ocasionan
dafios fitotoxicos a los tejidos del ex-
plante, lo que se traduce en explantes
muertos (Marulanda et al., 2005). De
acuerdo con varios autores (Abdelnour
et al., 2011; Borges et al., 2004; Borges
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et al., 2009; Del Angel et al., 2014), el
hipoclorito de sodio es un producto re-
comendado normalmente para la desin-
feccion in vitro de explantes, pero para
algunas especies este compuesto puede
ser toxico.

Ademas, Del Angel ef al. (2014) han
reportado que semillas esterilizadas con
dicho compuesto, pueden retener sufi-
cientes cantidades del agente reactivo
como para interferir con la germinacion
y que, aun lavando el tejido varias veces
con agua no se elimina por completo, de
esta manera, el cloro residual es absorbi-
do por el tejido.

En ese contexto, el cloro residual
afecta la permeabilidad celular de las cé-
lulas vegetales, impidiendo el adecuado
desarrollo celular de las células meriste-
maticas y por lo tanto no genera la bro-
tacion del explante (Borges et al., 2004).

Por otro lado, una de las dificultades
para el establecimiento de cultivos in vi-
tro, es la presencia de microorganismos
contaminantes tanto endogenos como
exogenos que afectan la viabilidad y el
desarrollo de los explantes una vez que
se han establecido in vitro, por lo tan-
to se requiere establecer protocolos que
conlleven a minimizar o eliminar dichos
microorganismos sin afectar la viabili-
dad de los explantes (Roca y Mroginski,
1991).

A este respecto, Pereira et al. (2003)
mencionan que la contaminacién fin-
gica en el cultivo in vitro de tejidos
vegetales procede principalmente del
ambiente, mientras que las bacterias
generalmente acompafian al explante y
son un indicador de una desinfeccion
deficiente. Asi mismo, estos autores afir-
man que la contaminacion bacteriana es
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mas perjudicial, ya que no se detecta de
forma temprana y los agentes contami-
nantes pueden ser trasferidos durante los
sub cultivos.

En este ensayo se identifico la pre-
sencia de los géneros Aspergillus, Pe-

ad : M

Figura 1. Contaminacion fingica durante el establecimiento in vitro de Musa spp. A)

nicillium y Fusarium como contami-
nantes en la etapa de establecimiento in
vitro de explantes de banano (Figura 1).

Conididforo y conidios de Aspergillus spp. B) Conidioforo y conidios de Penicillium spp.
C) Macro y micro conidios de Fusarium spp. FCA-UNA. San Lorenzo, Paraguay. 2018

Alvarado (1998) y Hernan (1987)
sostienen que como contaminantes in
vitro de plantas se han aislado microor-
ganismos fungosos de los géneros Cla-
dosporium, Aspergillus, Penicillium,
Curvularia y Fusarium.

Garcia et al. (2015) registraron los
porcentajes mas altos de contaminacion,
al utilizar hipoclorito de sodio al 5 %,
principalmente por la aparicion de hon-
gos. Asimismo, resultados similares fue-
ron obtenidos por Arbeléez et al. (2016),
quienes evaluaron diferentes protocolos
de desinfeccion para el establecimiento
in vitro de meristema apical de Musa
spp., y constataron que la probabilidad
de contaminacion por hongos y bacterias
es 8,65 veces mayor cuando se utiliza hi-
poclorito de sodio al 5 %, en contraste
con la utilizacion de hipoclorito de sodio
al 10 %.

En ese sentido, Sanchez et al. (2009)
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mencionan que las soluciones de hipo-
clorito de sodio que contienen 5 % dis-
ponible de cloro, se descomponen rapi-
damente a 24 °C, por lo cual se pudieron
presentar altos niveles de contaminacion
fingica.

En el presente experimento se obser-
varon finas peliculas de crecimiento bac-
teriano a partir del explante formando
camino y rodeando el borde del frasco,
con coloracion blanquecina, haciéndose
visible por la base del mismo (Figura 2).

Se comprobo que el crecimiento bac-
teriano pertenece a una bacteria Gram
negativa, atendiendo que son las mas
abundantes en las plantas y en otros
ambientes. En ese marco, Leifert et al.
(1994) mencionan que las bacterias co-
lonizan los espacios intercelulares y asi
escapan de la desinfeccion y manifiestan
crecimiento en el medio de cultivo, en
situaciones de estrés para el explante.
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En ese marco, la contaminaciéon mi-
crobiana y la oxidacion del tejido dona-
dor han sido los problemas mas severos

que se han enfrentado en la micropropa-
gacion de plantas (Castro et al., 1993).

o it 4
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Figura 2. A) Crecimiento de bacterias en medio de cultivo in vitro; B) Aislado bacteriano,
C) Tincion de Gram. FCA-UNA. San Lorenzo, Paraguay, 2018

CONCLUSIONES

Los géneros Aspergillus, Penicillium,
Fusarium y las bacterias Gram negati-
vas son las causantes de la contamina-
cién microbiana en la micropropagacion
de apices meristematicos de banano.
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Comparacion de parametros proximales entre aislados comerciales y Arthrospira
platensis Gomont, especie cultivada en condiciones controladas en Paraguay. En la
actualidad, las microalgas han ganado un gran interés, ya que son fuente de importantes
sustancias naturales y producen biomateriales que presentan diversas aplicaciones indus-
triales. Se han analizado los parametros proximales de tres aislados de especies del género
Arthrospira, de diferentes origenes geograficos, de las cuales dos de ellas fueron de origen
Chileno y Argentino, el tercer aislado se obtuvo del cultivo en condiciones controladas de la
Arthrospira platensis nativa del Paraguay, en un fotobiorreactor tipo batch con medio Zarrouk
en condiciones de 24 horas luz, 0,45 vvm e intensidad luminica de 12.500 Im durante 75 dias,
que genero un rendimiento de 5,82 gramos de biomasa por litro de cultivo. Las determina-
ciones realizadas para evaluar la composicién proximal de los tres aislados fueron humedad,
cenizas, proteinas y grasas totales. Para la cepa de Arthrospira platensis nativa paraguaya se
obtuvieron los valores de porcentaje de proteina de 67,40%, grasas totales 5,69%, humedad
20,02% y cenizas de 9,11 %. Estos resultados de los parametros analizados dan indicio de
que esta microalga podria ser utilizada como suplemento alimenticio o complemento nutri-
cional.

Palabras clave: Arthrospira platensis, cultivo, caracterizacion proximal

Comparison of proximal parameters between commercial isolated and Arthrospira pla-
tensis Gomont, a specie cultivated under controlled conditions in Paraguay. At present,
microalgae have become the object of great interest, since they are a source of important
natural substances and produce biomaterials that present various industrial applications. The
proximal parameters of three isolated species of the genus Arthrospira of different geographi-
cal origins were analyzed, out of which two were of Chilean and Argentine origin; the third iso-
late was obtained from the cultivation under controlled conditions of the Arthrospira platensis
native of Paraguay, in a batch-type photobioreactor with Zarrouk medium under 24-hour light
conditions, 0.45 vvm and luminous Intensity of 12,500 Im for 75 days, which generated a yield
of 5.82 grams of biomass per liter of culture. Determinations made to evaluate the proximal
composition of the three isolated were moisture, ash, proteins and total fats. For the strain
of Arthrospira platensis native to Paraguay, the value of the percentage of protein obtained
was about 67.40%, total fats 5.69%, humidity 20.02% and ash 9.11%. These results of the
parameters analyzed suggests that this microalga could be used as a nutritional supplement.
Keywords: Arthrospira platensis, cultivation, proximal characterization
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INTRODUCCION

Las microalgas conforman un ali-
mento conocido y usado por los seres
humanos hace siglos. Su consumo diario
es recomendado desde ya hace algunos
aflos por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) y la Organizacion de las
Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacion (FAO). Ultimamente han
adquirido un creciente interés comercial,
debido a que tienen la capacidad de pro-
ducir varios compuestos nutracéuticos
que facilitan la prevencion de diferentes
patologias o alteraciones de la salud, por
lo cual las microalgas son una ejemplifi-
cacion de los denominados superalimen-
tos (Wollina et al., 2018). Las especies
del género Arthrospira son organismos
procariotas fotosintéticos con morfolo-
gia filamentosa que pertenecen al filo
Cyanobacteria y poseen un valor comer-
cial excepcional en la industria alimen-
taria por su alto valor nutricional (Soni
etal.,2017).

Tienen una gran capacidad de alma-
cenar nutrientes, su contenido de pro-
teinas es de aproximadamente el 65%,
5% de lipidos, 7% de minerales, 12%
de carbohidratos y 8% de vitaminas
(Gutiérrez et al., 2017), y también po-
seen poderosos compuestos antioxidan-
tes (Wollina et al., 2018). Las proteinas
que forman parte de la estructura de la
Arthrospira tienen el poder de eliminar
radicales libres, se ha demostrado que el
extracto de estas proteinas es efectivo en
la inhibicion del crecimiento de células
cancerigenas y evita la migracion de las
mismas, inhibiendo la metastasis (Mar-
kovéa et al., 2020). También, esta espe-
cie es muy rica en vitaminas, minerales,
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B-caroteno y acidos grasos esenciales
(Capelli et al., 2010). Su adicion como
suplemento de muchos productos como
ingrediente funcional ayuda a generar un
producto de adecuada calidad nutricio-
nal, favoreciendo a los parametros es-
tandar del producto (Torres et al., 2014).

Otro aspecto no menos importante
que la caracteriza, es que actualmente es
cultivada industrialmente en varios lu-
gares del mundo debido a su capacidad
de reproduccion, ya que la Arthrospira
se divide en dos cada siete horas, y en
condiciones ideales podria generar hasta
15.000 kg/ha anuales de biomasa seca,
y con la aplicacion de tecnologia apro-
piada los rendimientos pueden mejorar
(Camacho, 2017), también las sales que
se utilizan como medio para poder cul-
tivarlas en condiciones de laboratorio,
pueden ser reemplazadas por sales gra-
do comercial y asi disminuir los costos
del cultivo, reemplazandolas por sales
como la urea, bicarbonato de sodio y
sal marina cruda, y tener un buen ren-
dimiento en la generacion de biomasa
(Madkour et al., 2012).

En este trabajo se realizo la caracteri-
zacion de parametros proximales de ais-
lados de especies del género Arthrospira
de tres origenes geograficos diferentes,
de los cuales inicialmente la Arthrospi-
ra platensis fue aislada por Villalba et
al (2018) de la region del Chaco Para-
guayo, y para la obtencion del aislado
de la misma fue cultivada en condicio-
nes controladas, en cuanto a los aislados
de Arthrospira sp. de origen argentino y
chileno fueron de grado comercial.

MATERIALES Y METODOS
Aislados de estudio
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Para realizar este trabajo se utilizaron
tres aislados de especies del género Ar-
throspira de origenes geograficos dife-
rentes. Un aislado de Arthrospira de ori-
gen argentino de grado comercial, y otro
aislado de origen chileno donado por el
INIDEP (Instituto Nacional de Desarro-
llo Pesquero) de Mar del Plata-Argenti-
na. Ambos aislados se encontraban lio-
filizados al momento de su utilizacion
para la determinacion de los parametros
proximales.

La Arthrospira platensis Gomont
(Figura 1) del Paraguay fue aislada del
Chaco paraguayo e identificada mole-
cularmente por Villalba et al. (2018), la
cual fue posteriormente donada a la Fa-
cultad de Ciencias Exactas y Naturales
de la Universidad Nacional de Asuncion.

D
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Figura. 1. Arthrospira platensis nativa del
Paraguay

Cultivo de Arthrospira platensis

La Arthrospira platensis de origen
paraguaya, fue cultivada en el labora-
torio de biotecnologia ambiental de la
Facultad de Ciencias Exactas y Natura-
les de la Universidad Nacional de Asun-
cion. La condicion de cultivo fue con un
fotoperiodo de 24 horas luz a una tem-
peratura de 25 °C + 2 °C, con un pH 9
en medio de cultivo Zarrouk (Zarrouk,
1966) (Tabla 1 y 2), la cual fue cosecha-
da centrifugando el medio de cultivo a
7000 rpm durante 5 minutos.
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Tabla 1. Componentes del medio Za-
rrouk para 1 L

Nombre Contenido (g/L)
NaHCOs 16,8
K.HPO 0,5
NaNO; 2,5
K2S04 1
NaCl 1
MgSO4 0,2
CaCl, 0,04
FeSO, 0,01
EDTA 0,08
Solucion AS ImL

Tabla 2. Componentes de la solucion

A5
Nombre Contenido (g/L)
H;BO; 2,86
MnCl,.4H,0 1,81
ZnS04. TH,O 0,22
Na;MoOs. 2H,0 0,39
CuS0;. SH,0 0,08

Al fotobiorreactor utilizado para el
cultivo de la Arthrospira platensis (Figu-
ra 2) se le suministr6 una aireacion cons-
tante de 0,45 vvm, previamente filtrada
con nylon de membrana de 0,22 pm con
un volumen de 13 litros de cultivo, con
iluminaciéon de 12500 Im, y tiempo de
cultivo de 75 dias.

Figura 2. Fotobiorreactores utilizados para
el cultivo de Arthrospira platensis
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Analisis proximal

Para la caracterizacion proximal se
utilizd 1 g en peso seco de cada uno
delos aislados. Todas las determinacio-
nes fueron realizadas al mismo tiempo
y y en las mismas condiciones para los
tres aislados. La humedad se cuantifico
mediante desecacion en estufa a tem-
peratura de 105°C hasta peso constante
(AOAC, 952.08; 1990) y también las
cenizas se determinaron por calcinacion
en mufla a 550 °C de temperatura, hasta
la obtencion de cenizas blancas y peso
constante (AOAC, 938.08; 1990). Las
proteinas se determinaron por el método
Kjeldahl usando el factor de conversion
6,25 (AOAC, 24.027; 1984). Se realiz6
la determinacion de grasas por el méto-
do de Randall (AOAC, 1990) y los lipi-
dos fueron extraidos y cuantificados por
el método de Bligh y Dyer (1959) con
modificaciones.

Determinacion de proteinas totales
Para la determinacion de proteinas
totales se empled el método Kjeldahl
usando el factor de conversion 6,25
segun la técnica de la AOAC, 24.027
(1984) que se basa en la destruccion de
la materia organica con acido sulfurico
concentrado en presencia de un cata-
lizador metalico a una temperatura de
digestion de 400°C. Para la digestion se
utilizé 1 g de biomasa seca de cada uno
de los aislados, que fueron colocaros en
un tubo de digestion con 4 g de cataliza-
dor en una proporcion de 1:10 sulfato de
potasio y sulfato ctprico con 10 mL de
acido sulfurico concentrado, que poste-
riormente fue conectado al digestor con
los tiempos de 30 minutos a 150°C lue-
go otros 30 minutos a 205°C y por ulti-
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mo 60 minutos a 420°C. Los productos
de la digestion fueron neutralizados con
80 mL de NaOH al 30% hasta el viraje a
marrén oscuro, posteriormente se destilo
la muestra con 40 mL de acido borico
al 4% y 5 gotas de fenolftaleina como
indicador, durante 4 horas y 30 minutos
hasta el viraje a un color celeste palido.

Luego fueron valorados con HCI al
0,1 N hasta un viraje de color violeta pa-
lido y se anot6 los mililitros de HCI con-
sumidos para determinar el porcentaje
de proteinas presentes en cada muestra
analizada.

Para la determinacion el porcentaje
de las proteinas totales se utilizo la si-
guiente formula:

% N: (V. HCI — V blanco) x N HCI x 0.014 x 100
Peso muestra (gramos)
% Proteina: % N x factor de conversion.

(1)

Factor: 6.25: para carne, pescado, huevo, leguminosas y
proteinas en general

V HCI: Volumen de HCL consumido en la valoracioén por
la muestra

V blanco: Volumen de HCL consumido en la valoracion por
el blanco

N HCI: Normalidad de la solucion de HCI1

(1%): (AOAC, 24.027; 1984)

Determinacion de lipidos totales

La determinacion de lipidos totales
presentes se se realizé por medio de la
metodologia de Bligh y Dyer (1959)
con ligeras modificaciones. Se utilizd
1 g de biomasa de los aislados, con una
humedad de aproximadamente 80%, se
agregaron 16 mL de agua destilada y se
modificé la técnica agregando 0,5 gra-
mos de NaCl, posteriormente fue homo-
geneizada por unos 30 segundos, luego
se agregaron unos 40 mL de metanol y
20 mL de cloroformo y nuevamente se
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homogeneiz6 por 1 minutos. Luego de
este procedimiento se agregaron 20 mL
de cloroformo y se homogeneizo du-
rante unos 30 segundos, se agregaron
20 mL de agua destilada y nuevamente
se homogeneizd por unos 30 segundos,
luego toda la muestra fue centrifugada
a 2500 rpm por 20 minutos a 5 °C en
donde se formaron dos fases, se tomo la
fase inferior, que corresponde a la fase
cloroférmica, y se coloco en un balon de
fondo plano que previamente fue secado
y pesado. El cloroformo se evapord en
un evaporador rotatorio a una tempera-
tura constante de 60 °C durante dos ho-
ras, la cantidad de lipidos se obtuvo por
diferencia de peso.

Para la determinacion del porcentaje
de lipidos totales se utiliz6 la siguiente
formula:

A (g/100g)=VT x P2
VaxPl1

Bligh y Dyer (1959)

A: Concentracion en g/100g (%) de lipidos
P 1: Peso de la muestra

P 2: Peso de la grasa seca obtenida

V T: Volumen total de cloroformo

V a: Volumen de la fase cloroférmica

Determinacion de Humedad

Para la determinacion de la humedad
(AOAC, 952.08; 1990), la biomasa em-
pleada de 1 g, fue colocada en una placa
de petri de vidrio previamente secada y
pesada, la muestra se mantuvo en estufa
durante 24 horas a 100 °C £ 5 °C hasta
obtener un peso constante.

Para la determinacion del porcentaje
de humedad se utilizo la siguiente for-
mula:
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H %=m-m x 100
o

(AOAC, 952.08; 1990)

ST%=100-H

H: humedad %
m: masa de la muestra inicial (g)
ml: masa de la muestra seca o residuo (g)

ST: solidos totales (incluidas las grasas) en %

Determinacion de Cenizas

Para la determinacion de cenizas to-
tales (AOAC, 938.08; 1990), se empled
1 g de biomasa que se coloco en crisoles
de porcelana previamente pesada. Los
crisoles fueron colocados sobre meche-
ro hasta carbonizar las muestras, luego
se llevo a mufla 500 °C £ 50 °C por seis
horas. Una vez transcurrido este tiempo,
se pesaron los crisoles y por diferencia
de peso se obtuvo la cantidad de cenizas
presentes en cada muestra.

Para la determinacion el porcentaje
de humedad se utilizo la siguiente for-
mula:

% Cenizas= PC - P x 100
m

(AOAC, 938.08; 1990)

P: Peso del crisol
m: Peso de la muestra
PC: Peso del crisol mas las cenizas

RESULTADOS Y DISCUSION

Cosecha de biomasa de Arthrospira
platensis

La biomasa generada (Figura 3) lue-
go de 75 dias de cultivo con luz continua
arroj6 un rendimiento de 5,82 g/L. La
tasa de crecimiento y la productividad
de la biomasa en las microalgas verdes
difieren en el modo de reproduccion si
son expuestas a diferentes fotoperiodos,
aumentando la produccién de biomasa
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cuando se las exponen a mas horas de
luz (Krzeminska et al., 2013). De acuer-
do con el reporte de Alvarez (2018) en
donde el cultivo de Arthrospira platen-
sis se ha expuesto a variaciones de foto-
periodo, el rendimiento maximo se obtu-
vo con luz continua, entonces se podria
afirmar que existe una relacion entre la
cantidad de horas de exposicion a la luz
y la tasa de crecimiento de Arthrospira
platensis con luz continua. Jacob Lopez
et al. (2009) evaluaron el crecimiento de
la cianobacteria Aphanothece microsco-
pica a diferentes periodos de luz y bajo
luz continua, y constataron que existe
una reduccion en la produccion de bio-
masa en paralelo con la reduccion de los
periodos de luz, de forma similar a lo
registrado para la Arthrospira platensis
estudiada por Alvarez (2018).

Para otras microalgas como Chlore-
lla vulgaris se puede obtener una maxi-
ma produccion de biomasa aumentando
las horas de luz en el fotoperiodo (Ruiz,
2014), en cambio para Scenedesmus
acutus el aumento de las horas de luz
en el fotoperiodo inhibe su crecimiento
(Valle y Tirado, 2018).

Figura 3. A) Biomasa de Arthrospira platensis
luego de la centrifugacion del medio de cultivo.
B) Biomasa de Arthrospira platensis cosechada

Analisis proximal

Los valores obtenidos en los aislados
en estudio mediante el analisis proximal
se pueden observar en la tabla 3.

Tabla 3. Composicion proximal de ais-
lados de Arthrospira

Arthrospira  Arthrospira

Arthrospira

. sp. cepa sp. cepa
platensis Argentina Chilena

Proteinas 67.40 63,55 73,60
totales

Grasas 5,69 3,11 6,85
totales

Humedad 20,02 9,11 6,37
Cenizas 9,11 7,43 6,31

Los valores de la tabla estan expresados en porcentajes

Proteinas totales

El porcentaje de proteinas totales
obtenido se encontrd en el rango de 63-
74%. Este valor, es considerado signifi-
cativo, ya que en promedio los alimen-
tos de origen vegetal considerados como
buenas fuentes proteicas contienen al-
rededor del 35% de proteinas (Becker,
2007). Ademas, estos datos son con-
cordantes con reportes previos de otras
cepas de la Arthrospira sp. (Molino et
al., 2018; Duongbia et al., 2019). Moli-
no et al., (2018) reportaron un valor del
46,76% para un aislado de Arthrospira
comercial de origen italiano. Las dife-
rencias obtenidas pueden deberse a las
condiciones de cultivo, al fotoperiodo
empleado durante su cultivo (Peixoto et
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al., 2020) y también a que las condicio-
nes de crecimiento y al origen geografi-
co de cada cepa, que si bien pertenecen
al mismo género, exhiben diferencias
relevantes en la composicion nutricional
(Parra et al., 2019).

Para Arthrospira sp. existe una rela-
cion directamente proporcional en el au-
mento de la fase luminica en relacion al
rendimiento del cultivo y la cantidad de
proteinas (Pedro, 2015). Las proteinas
totales de Arthrospira platensis se cuan-
tificaron en un 67,40 %. Este valor mos-
tr6 una diferencia respecto a los datos re-
portado por Villalba et al. (2018) para la
misma cepa que obtuvo un 58,6%. Esta
diferencia podria deberse principalmen-
te a las condiciones de cultivo, ya que
Villalba et al. (2018) empled condicio-
nes disimiles, a saber 12 horas luzy 12
horas oscuridad con el medio de cultivo
Schlosser (1982) con aireacion de 0,025
vvm y luz artificial fluorescente de 5600
Iimenes a 26° C, durante 90 dias. Ade-
mas, la cantidad de sales disponible en
los diferentes medios de cultivos utiliza-
dos y el fotoperiodo al que fueron ex-
puestas pudo contribuir a esta divergen-
cia (Peixoto et al., 2020). Las proteinas
son muy importantes en la composicion
quimica de las microalgas ya que estan
involucradas en el crecimiento, la repa-
racion y el mantenimiento de las células
(Rosales et al., 2021).

Grasas totales

Reportes previos indican que Ar-
throspira sp. muestra un contenido de li-
pidos de 4 a 9% (Hernandez et al., 2019),
la cantidad de grasas totales que produce
la Arthrospira sp. esta fuertemente liga-
da a la disponibilidad de nitrégeno en el
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medio de cultivo, la temperatura y el pH
(Ogbonda et al., 2007).

Los valores de la extraccion de las
grasas totales de los aislados analizadas
se observan en la Tabla 3. La Arthros-
pira platensis demostro un 5,69%, este
valor indicaria que aislado objeto de
estudio del presente trabajo podria ser
investigado para la produccion de bio-
diesel a través de transesterificacion de
acidos grasos (Almeida et al., 2017).

Las grasas totales reportadas por Vi-
llalba et al. (2018) para la misma cepa
de Arthrospira platensis fue de 0,4%,
mucho menor en comparacion con la ob-
tenida en este trabajo que fue de 5,69%.
El aumento del volumen de aireacion en
el cultivo mejora el rendimiento gene-
ral del reactor, es decir, la tasa de cre-
cimiento especifica, y el contenido de
acidos grasos producidos por las células
de Arthrospira platensis (Srinivasa et
al., 2012). Esto se evidencia ya que la
aireacion y el fotoperiodo del cultivo de
Arthrospira platensis en este trabajo fue
de 0,45 vvm y 24 horas luz, en compara-
cion a la de Villalba ef al. (2018) con una
aireacion de 0,025 vvm y un fotoperiodo
de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad.
También la produccion de acidos grasos
depende del crecimiento de algas (bio-
masa), influenciada por la aireacion y el
fotoperiodo empleado (Ruiz, 2014).

De acuerdo con el reporte de Alvarez
(2018) para la cepa de Arthrospira pla-
tensis se registr6 un aumento del 27%
de produccion de acidos grasos bajo luz
continua frente a una condicion control
de 12 horas de luz y 12 horas de oscuri-
dad lo cual coincide con los resultados
obtenidos en este trabajo para la misma
especie.
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Humedad y cenizas

La determinacion de humedad es
una de las técnicas mas importantes y
de mayor uso en el procesado, control
y conservacion de los alimentos, puesto
que la mayoria de los productos alimen-
ticios poseen un contenido mayoritario
de agua. También las cenizas son las
sustancias inorganicas presentes en el
alimento original, como los minerales
que constituyen a las células (Tirado et
al., 2015).

El mayor contenido de humedad,
expresado como porcentaje del peso hi-
medo fue para la Arthrospira platensis
con un valor de 20,91% en comparacion
a los aislados analizados. A su vez los
reportes de Villalba et al. (2018) para
el parametro de humedad de Arthrospi-
ra platensis fue de 7,6%. Estos valores
concuerdan con los reportados por Moli-
no et al. (2018) y Ogbonda et al. (2007)
que fueron en promedio de 21% y 6,3%.

Para el parametro de las cenizas el
mayor porcentaje fue para Arthrospira
platensis conun 9,11%, en comparacion
con los aislados Arthrospira sp. de ori-
gen argentino y chileno. Valores simila-
res a este reporte se han registrado por
Molino et al. (2018) y Ogbonda et al.
(2007) los cuales mostraron un prome-
dio entre 7,65% y 10,8%.

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obte-
nidos, la Arthrospira platensis posee
contenido proximal apropiado para uti-
lizarla como suplemento alimenticio por
su alto porcentaje proteico y de grasas
totales en comparacion con los aislados
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comerciales analizados.

Los pardmetros proveen un aporte
a la comunidad cientifica acerca de las
bondades de esta microalga, de manera
tal de abrir nuevos espacios a futuras in-
vestigaciones dentro de esta linea y asi
poder utilizarlas en desarrollos de nue-
vos productos en el pais.
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Diversidad floristica en pastizales de la Reserva para Parque Nacional San Rafael,
Paraguay. El area de San Rafael se localiza en los departamentos de Itapua y Caazapa,
con 70.000 has aproximadamente. Las principales formaciones vegetales observadas son
bosques y pastizales, éstos Ultimos se desarrollan en suelos saturados y/o temporalmente
inundados. El estudio tuvo por objetivo la caracterizacion de los pastizales de la Estacion
Biolégica Kanguery. Para el analisis de la riqueza y diversidad de especies se seleccionaron
sitios de muestreo teniendo en cuenta la topografia del terreno. Se instalaron seis parcelas
de muestreo de 100 m? cada una. En cada parcela se colectaron ejemplares de herbario y se
anotaron las especies presentes. Se caracterizaron dos tipos de pastizales segun la topogra-
fia del suelo y la composicion floristica: campos altos y campos bajos. Se identificaron un total
de 32 familias de Angiospermas, 86 géneros y 139 especies. Se presenta un listado floristico
del érea de estudio, detallando para cada especie el habito, el habitat, su distribucién geogra-
fica en Paraguay y un ejemplar de referencia.

Palabras clave: areas protegidas, composicion floristica, campo alto, campo bajo

Floristic diversity in grasslands of the San Rafael National Park Reserve, Paraguay.The
San Rafael area is located in the departments of ltapia and Caazapa, with approximately
70,000 ha. The main types of plant communities observed in the park area are forests and
grasslands, the latter growing on saturated and/or temporarily flooded soils. The objective
of the study was to characterize the grasslands of the Kanguery biological station. For the
analysis of the richness and diversity of species, sampling sites were selected taking into
account the topography of the land. Six sampling plots of 100 m? each were installed. In each
plot, herbarium specimens were collected and the species present were recorded. Two types
of grasslands were characterized according to soil topography and floristic composition: high
fields and low fields. A total of 32 Angiosperm families, 86 genera and 139 species, were
identified. A floristic list of the study area is presented, detailing for each species the habit, the
habitat, its geographical distribution in Paraguay and a reference specimen.

Keywords: protected areas, floristic composition, high field, low field

INTRODUCCION

Los pastizales del Rio de la Plata son
el complejo mas grande del Ecosistema
de pastizales templados en Sudamérica,
comprendiendo un area de 750.000 km?.
Estos pastizales incluyen La Ecorregion
Pampa de Argentina (540.000 km?) y la
Ecorregion Campos de Uruguay, Nores-
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te de la Argentina y sur del Brasil (Mi-
farro et al., 2008). Estos ecosistemas
tienen alta diversidad de plantas vascu-
lares, donde los arbustos estan mas esca-
samente representados, su presencia se
deberia a las perturbaciones de las que
son objeto estos tipos de ecosistemas.
Los pastizales proporcionan innume-
rables beneficios al hombre, brindan fo-
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rraje, suelos fértiles, diversidad de vida
y contribuyen al balance de los gases de
la atmosfera; los esfuerzos para conser-
varlos son insuficientes, porque muchos
campos son transformados en cultivos o
forestaciones (Conservacion de los pas-
tizales del Mercosur, 2004).

En la Region Oriental del Paraguay
concurren diferentes tipos de linajes
floristicos (Spichiger et al., 1995); en
algunos casos forman verdaderos mo-
saicos de unidades muy pequefias de
vegetacion; en tanto que las grandes
unidades estan conformadas por la Flo-
ra Paranaense, la del Chaco Humedo, la
del Chaco Seco, el Cerrado y la Flora re-
sidual del pleistoceno. La Reserva para
Parque Nacional San Rafael se consi-
dera como perteneciente a la region de
la Flora Paranaense, también conocida
como Bosque Atlantico del Alto Parana.

Es importante mencionar que el Bos-
que Atlantico del Alto Parana forma
parte del Bosque Atlantico, el mismo es
una de las 200 Ecorregiones prioritarias
para la Conservacion Mundial, segun el
ranking Global 200 (Olson y Dinerstein,
2002) y uno de los ocho hotspots mas
urgentes para las prioridades de conser-
vacion (Myers et al., 2000).

A nivel nacional, el Centro de Datos
para la Conservacion (1990) conside-
r6 al area de Reserva para Parque San
Rafael como “Area Prioritaria para la
Conservacion de la Region Oriental del
Paraguay”, debido a que este sitio alber-
ga especies de fauna y flora considera-
das endémicas del Bosque Atlantico del
Alto Parana.

Por Decreto N° 13.680/92, el Estado
Paraguayo declar6 al area de la cordi-
llera y cerro San Rafael como “Reserva
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para Parque Nacional San Rafael” (De
Egea y Balbuena, 2011). En el area se
encuentran numerosas propiedades con
actividades agro-ganaderas y comunida-
des indigenas. Las actividades agricolas
son frecuentes, asi como la caceria de
subsistencia; los incendios son fenome-
nos presentes en la zona, asi como la
extraccion ilegal de madera, de plantas
medicinales y lefa, actividades humanas
que han cambiado la vegetacion natural
(Acevedo et al., 1993; Esquivel y Peris,
2011).

El area perteneciente a San Rafael
esta localizado en dos departamentos de
Paraguay, Itaptia y Caazapa con 70.000
has aproximadamente, forma parte de
la cuenca alta del rio Tebicuary y se en-
cuentra entre las coordenadas 26°25°S,
55°40°0. Por tratarse de una ecorregion
altamente amenazada, la riqueza biolo-
gica de San Rafael se encuentra actual-
mente bajo una gran presion. La reserva
es el segundo mayor remanente del Bos-
que Atlantico del Alto Parana en Para-
guay, de ahi su importancia para la con-
servacion tanto a nivel nacional como
regional y global.

La Reserva alberga una amplia di-
versidad de ambientes que varian desde
densos bosques sobre grandes pendien-
tes, hasta extensos pastizales naturales
apenas ondulados, e incluye rios, arro-
yos, nacientes y saltos de agua. (Cartes
y Yanosky, 2006; De Egea y Balbuena,
2011; Esquivel y Peris, 2011).

Es importante remarcar que el area
de San Rafael fue identificado ademas
como la primera “Area de Importancia
para las Aves del Paraguay” (IBAs) se-
gun reporte de la BirdLife International
en el afio 2010 citado en Esquivel y Peris
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(2011).

Las principales comunidades vegeta-
les presentes en San Rafael son: Bosque
Denso Semideciduo Subhtimedo (con
algunas areas muy degradadas), Bosque
Denso Semideciduo Estacionalmente
Saturado, Bosque Denso Semideciduo
Estacionalmente Inundado, Pastizal en
Suelo Temporalmente Inundado, Pas-
tizal en Suelo Saturado, Vegetacion no
Graminoidea y Vegetacion Hidromorfi-
ca Permanente (Secretaria del Ambien-
te, 2002).

En el area de estudio se desarrollan
pastizales naturales que pertenecen a los
Pastizales del Sur o Mesopotamia (Guy-
ra Paraguay, 2005), areas que han sido
poco estudiadas, asi como los bosques
mencionados anteriormente. Por esta
razon, el objetivo de este estudio es la
caracterizacion de los pastizales de la
Estacion Biologica Kanguery

MATERIALES Y METODOS

Sitio de estudio

El area de estudio se ubica en la Re-
gion Oriental del Paraguay, Departa-
mento de Itaptia, Reserva de Recursos
Manejados San Rafael, entre las coorde-
nadas: 26°27°05” S, 55°43°54” W (Fi-
gura 1).

Colecta de Datos

Se seleccionaron sitios de estudio en
campos bajos y altos donde se instala-
ron seis parcelas de muestreo de 100 m?
cada una (Mostacedo y Fredericksen,
2000). Para los fines de este trabajo se
definio el término “pastizales” como
“comunidades de plantas herbaceas con
predominio de Poaceae, presencia de
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algunas arbustivas y pequerios drboles
escasamente representados”. Segun la
topografia del terreno los sitios de co-
lecta se clasifican en “campos altos”
y “campos bajos”. En cada parcela se
registraron las especies presentes y se
colectaron ejemplares de herbario que
fueron procesados, determinados taxo-
némicamente y depositados en el Her-
bario FACEN. Ademas, en las planillas
de campo fueron registradas la cobertura
y la abundancia de cada especie.

Para la caracterizacion de las comu-
nidades de plantas se tuvo en cuenta las
asociaciones, la cobertura de las espe-
cies y las caracteristicas del relieve.

Se elabord un listado floristico del
area de estudio, detallando para cada
especie la forma de vida, el habitat, su
distribucion geografica en Paraguay y
un ejemplar de referencia. La forma de
vida fue clasificada en hierba, arbusto,
sub arbusto, liana y palma. Para cada es-
pecie se registra ademas las referencias
bibliograficas y las Bases de Datos con-
sultadas.

Material bibliografico y Bases de Da-
tos consultados para la identificacion:

Para la identificacion taxonomica y
cuestiones nomenclaturales, sinonimias
y distribucion se utilizaron las Bases
de Datos de Flora del Cono Sur-Darwi-
nion, TROPICOS-Missouri Botanical
Garden, The International Plants Names
Index, The Plant List. Se consultd el
Herbario FCQ para la confrontacion de
las determinaciones. Se utiliz6 la clasi-
ficaciéon teniendo en cuenta el APG IV
(2016)



Benitez, B. et al. Floristica de la Reserva San Rafael

W Campo alto
0 Campo bajo

Figura 1. Localizacion del sitio de estudio y
ubicacion dentro de la Reserva para Parque
Nacional San Rafael

RESULTADOS

Diversidad de especies encontradas en
los pastizales

Un total de 34 familias de Angios-
permas fueron identificadas, 94 géneros
y 139 especies (Tabla 1); pertenecientes
a las siguientes familias: Acanthaceae
Juss. (2 spp), Amaranthaceae Juss. (3
spp), Anacardiaceae R. Br. (1 sp), Apia-
ceae Lindl. (3 spp), Apocynaceae Juss.
(3 spp), Arecaceae Bercht. & J. Presl
(1sp), Asparagaceae Juss. (1 sp), Astera-
ceae Bercht. & J. Presl (15 spp), Con-
volvulaceae Juss. (3 spp), Cyperaceae
Juss. (13 spp), Euphorbiaceae Juss. (7
spp), Fabaceae Lindl. (10 spp), Gesne-
riaceae Rich. & Juss. (1 sp), Iridaceae
Juss. (2 spp), Lamiaceae Martinov (4
spp), Lythraceae J. St.-Hill. (5 spp),
Malvaceae Juss. (9 spp), Melastomata-
ceae Juss. (2 spp), Myrtaceae Juss. (2
spp), Onagraceae Juss. (2 spp), Orchida-
ceae Juss. (2 spp), Orobanchaceae Vent.
(1 sp), Oxalidaceae R. Br. (2 spp), Phy-
llanthaceae Martinov (1 sp), Plantagin-
aceae Juss. (1 sp), Poaceae Barnhart (19
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spp), Polygalaceae Hoffmanns. & Link
(4 spp), Rubiaceae Juss. (7 spp), Sapo-
taceae Juss. (1 sp), Smilacaceae Vent. (1
sp), Solanaceae Juss. (3 spp), Verbena-
ceae J. St.-Hil. (7 spp), Vitaceae Juss. (1
sp). Las familias botanicas que contie-
nen al 44% de las especies registradas
son Poaceae, Cyperaceae, Asteraceae y
Fabaceae.

Caracterizacion floristica del area de
estudio

Los pastizales se encuentran en un
area con una topografia ondulada en el
suroeste de la Reserva para Parque Na-
cional San Rafael y estan rodeados por
bosques altos semicaducifolios y bos-
ques en galeria.

Fitogeografia

Desde el punto de vista fitogeografi-
co el area de estudio pertenece a los pas-
tizales de los campos que se encuentran
distribuidos en el sur de Brasil, Noreste
de Argentina, este de Paraguay Oriental
y Uruguay (Martinez-Crovetto, 1963;
Bilenca y Mifaro, 2004; Pallarés et al.,
2005). Datos fitogeograficos y paleoe-
coldgicos sugieren que los campos son
remanentes de los pastizales que existian
en condiciones mas secas y frias durante
los ultimos periodos glacial y post-gla-
cial. Los mismos fueron estabilizados
por herbivorismo y fuego y expuestos
relativamente reciente a la invasion fo-
restal (Behling, 2002; Overbeck y Pfa-
denhauer, 2007).

Caracterizacion de comunidades:

Los pastizales presentan un estra-
to herbaceo relativamente continuo
dominado por gramineas y ciperaceas
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cespitosas. Entre las especies acompa-
nantes se destacan las hierbas postra-
das y apoyantes, gedfitas y subarbustos
pertenecientes a las familias asteraceas,
verbenaceas, labiadas, leguminosas, en-
tre otras de menor importancia. Los ar-
bustos aparecen Unicamente en forma
dispersa.

El gradiente floristico principal se
encuentra relacionado a un gradiente de
humedad, que depende principalmente
del relieve y las propiedades edaficas.
En base a relevamientos fitosociologi-
cos fueron diferenciadas dos comunida-
des de pastizales: los campos altos en las
zonas elevadas y los campos bajos en las
zonas bajas saturadas con agua. En las
pendientes se observan frecuentemente
pastizales de transicion entre ambas co-
munidades. Los campos altos presentan
el mayor nlimero de especies y la mayor
cantidad promedio de especies por par-
cela (Tabla 1).

1) Campos altos: Los pastizales
de los campos altos alcanzan una altu-
ra de 1,5 m y se encuentran ubicados en
las zonas elevadas sobre suelos areno-
so-limosos. Las especies predominantes
son Axonopus suffultus (J. C. Mikan ex
Trin.) Parodi, Eryngium pristis Cham.
& Schiltdl. y Erygium horridum Malme.
Entre las especies herbaceas diferen-
ciales aparecen Aspilia montevidensis
(Spreng.) Kuntze, Chaptalia integerri-
ma (Vell.) Burkart, Mandevilla longi-
flora (Desf.) Pichon, Schizachyrium
glaziovii Peichoto, Setaria parviflora
(Poir.) Kerguélen, Sisyrinchium vagina-
tum Spreng., Galium atherodes Spreng.
y Desmodium barbatum (L.) Benth.
Entre las especies lefiosas diferenciales
se encuentran los subarbustos Mimosa
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dolens Vell., Lippia sclerophylla Briq.,
Desmodium cuneatum Hook. & Amn. y
Butia sp. y los arbustos Vernonia cha-
maedrys Less. y Psidium australe Cam-
bess (Figura 2).

Figura 2. Campo alto

2)  Campos bajos: En los sitios ba-
jos, que se encuentran asociados a na-
cientes y cursos de agua, aparecen pasti-
zales dominados por especies adaptadas
ala humedad edafica (Figura 4). En estos
pastizales, que se desarrollan sobre sue-
los limo-arcillosos, dominan especies
herbaceas cespitosas y rizomatosas per-
tenecientes a los géneros Rhynchospora
Vahl y Eleocharis R. Br. (Cyperaceae)
y Sorghastrum Nash (Poaceae). Espe-
cies diferenciales de esta comunidad son
Andropogon virgatus Desv. ex Ham.,
Rhynchospora globosa (Kunth) Roem.
& Schult., Sorghastrum viride Swallen,
Eleocharis sp., Eriochrysis cayennen-
sis P. Beauv. y Ludwigia sericea (Cam-
bess.) H. Hara. Especies acompaiiantes
son Rhynchospora corymbosa (L.) Brit-
ton, Tibouchina gracilis (Bonpl.) Cogn.
y Vernonia cuneifolia Gardner. A medi-
da que aumenta la humedad edafica des-
aparecen los elementos lefiosos dando
lugar a las especies herbaceas palustres
(Figura 3).
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Figura 3. Campo bajo

Diversidad de especies por tipo de ha-
bitat y habito

La mayor diversidad de especies se
observo en campo alto, con el 63 % de
las especies, mientras que el campo bajo
contiene 18 % de las mismas; sin em-
bargo el campo bajo y alto comparten el
19 %. En cuanto al tipo de habito el 64
% son herbaceas, 22 % son subarbustos,
13 % son arbustivas y el 1 % restante
corresponden a una especie de liana y
palma (Figura 4y 5).

Campo alto 87 especies

species

Campo bajo

Campo alto y bajo pecies

0 20 40 60 80 100

Figura 4. Diversidad de especies por habitat

Hierba 89 especies

Liana 1 especie
1 especie

Palmas

Arbusto 18 especies

Sub arbusto 30 especies

4 &

0 20 40 60 80 100

Figura 5. Diversidad de especies por habito

DISCUSION

Desde el punto de vista fitogeografi-
co el area de estudio pertenece a los pas-
tizales de los campos que se encuentran
distribuidos en el sur de Brasil, Noreste
de Argentina, este de Paraguay Oriental
y Uruguay (Martinez-Crovetto, 1963;
Bilenca y Mifaro, 2004; Pallarés et al.,
2005). Datos fitogeograficos y paleoe-
coldgicos sugieren que los campos son
remanentes de los pastizales que existian
en condiciones mas secas y frias durante
los ultimos periodos glacial y post-gla-
cial. Los mismos fueron estabilizados
por herbivorismo y fuego y expuestos
relativamente reciente a la invasion fo-
restal (Behling, 2002; Overbeck y Pfa-
denhauer, 2007).

Los patrones estructurales y ecologi-
cos observados en los pastizales depen-
den de las interacciones entre el régimen
hidrico, la cobertura vegetal y las pertur-
baciones causadas por fuego y pastoreo
(Pillar y Quadros, 1997). En los pasti-
zales estudiados predominan las formas
de vida que resisten el fuego, como son
las hemicriptofitas cespitosas, las geofi-
tas y los subarbustos. La mayoria de las
especies presentan dindmicas de creci-
miento particulares que permiten una
brotacion rapida después de episodios
de perturbacion. Las caracteristicas mor-
fo-funcionales de los pastizales pueden
ser consideradas estrategias adaptadas
para soportar las condiciones de estrés y
perturbaciones en el habitat (Sarmiento,
1992).

La fenologia de las especies pre-
sentes en los pastizales depende princi-
palmente de las estaciones y la dispo-
nibilidad de agua en el suelo. Durante
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los meses de primavera y verano, que
corresponden a la estacion humeda, la
mayoria de las especies se encuentra en
estado reproductivo. En la estacion seca,
que abarca de abril a octubre, la vege-
tacion herbacea estd mayormente seca,
formando una importante biomasa inerte
en pie. A medida que el suelo también se
seca, aparecen incendios periodicos que
pueden ser de origen natural o antropico.

Numerosas areas ocupadas al inicio
por los pastizales dentro de San Rafael,
han sido transformadas en cultivos o
pasturas artificiales. Para las areas de
los pastizales estudiados las principales
amenazas para la conservacion son el
manejo inapropiado de los mismos que
conducen al sobrepastoreo y a la degra-
dacion del suelo; es importante senalar
que la integridad del ecosistema de-
pende de una delicada interdependencia
entre los siguientes elementos, propieda-
des hidrofisicas del suelo, estructura de
la vegetacion y disponibilidad adecuada
del agua (Cuesta y De Bievre, 2008).

Se observo ademas la presencia de
factores que influyen en el equilibrio
del ecosistema, como ejemplos se men-
cionan la fragmentacion del paisaje, la
construccion de carreteras, practicas
agricolas y ganaderas intensivas cons-
tituyendo éstas barreras que impiden
el natural movimiento de las especies.
Los incendios son uno de los factores
preponderantes para la seleccion de la
sobrevivencia de las especies y la pre-
vencion de la invasion forestal en los
pastizales. Los incendios muy frecuen-
tes degradan el suelo y conducen al em-
pobrecimiento de los pastizales.

Los pastizales de campo alto son los
que presentan mayor diversidad, el re-
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levamiento arrojé un total de 139 espe-
cies, en su mayoria herbaceas. L.a mayor
diversidad se debe a que existen mejores
condiciones edaficas dado que son sitios
o suelos con menor grado de saturacion
de agua. Segin Sarmiento (1992), los
suelos de las sabanas se situan entre los
menos fértiles. Unicamente cuando las
condiciones de drenaje restringen el la-
vado de nutrientes, el status nutritivo del
suelo puede llegar a ser algo mejor como
en el caso de los campos altos.

Los pastizales de campo bajo presen-
tan suelos saturados de agua, lo que seria
un factor limitante para la presencia de
mayor diversidad de especies. Las espe-
cies presentes son en su mayoria higrofi-
las, con numerosos representantes de la
familia Cyperaceae. Una de las caracte-
risticas estructurales mas resaltantes de
este tipo de sabanas es la total inexisten-
cia de elementos lefiosos.

CONCLUSIONES

Los pastizales de la Reserva San Ra-
fael albergan altos niveles de biodiver-
sidad. El estrato herbaceo relativamen-
te continuo se encuentra dominado por
Poaceae y Cyperaceae cespitosas. Otras
formas de vida importantes que fueron
encontradas son hierbas postradas y
apoyantes, geofitas y subarbustos perte-
necientes principalmente a las familias
Asteraceae, Verbenaceae y Fabaceae.

Se caracterizaron dos comunidades
vegetales distintas, el campo alto con
una mayor riqueza de especies (87) y el
campo bajo, con menor nimero (25). La
cantidad total de especies registradas fue
de 139.

Los pastizales, son sitios de alta bio-
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diversidad, importantes en el ecosistema
para la regulacion y la disponibilidad
del agua y en la cadena trofica por for-
mar la plataforma primaria para la ali-
mentacion de la fauna herbivora nativa,
ademas de ser fuente de alimentacion
para el ganado, efectivizandose de esta
manera el aprovechamiento sustentable
donde la conservacion y el uso pueden
converger en un sentido amplio.

Es necesaria la implementacion de
otros estudios de flora y vegetacion, en
especial en bosques y pastizales, ya que
los primeros constituyen una formacion
vegetal altamente amenazada por el
avance de las fronteras agricolas y an-
tropogénicas.
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Funga del Parque Nacional Ybycui: listado preliminar de especies de macrohongos y
nuevas citas para Paraguay. El auge del estudio de macrohongos en el Paraguay en los ulti-
mos afios ha marcado un antes y un después en la historia micoldgica del pais. La necesidad
de informacion cientifica de base en micologia, incentiva el estudio y relevamiento de areas
protegidas con la finalidad de dar a conocer la funga del pais. Se realizaron cuatro campafas
de colectas en el Parque Nacional Ybycui (comienzo de Bosque Atlantico del Alto Parana y
finales de Chaco Humedo) durante el periodo 2019-2020, y como resultado se registraron
77 especies de macrohongos distribuidos en 31 familias. La familia con mas representantes
fue Polyporaceae con 15 especies. Se citan 14 especies por primera vez para el Paraguay.
Palabras claves: diversidad fungica, Funga, micobiota, Polyporaceae, Bosque Atlantico del
Alto Parana

Funga of the Ybycui National Park: preliminary list of species of macrofungi and new
citations for Paraguay. The peak in the study of macrofungi in Paraguay in recent years
has marked a before and an after in the fungal history of the country. The need for scientific
information in mycology encourages the study of protected areas in order to publicize the
funga of the country. Four field campaigns were carried out during 2019-2020 in the Ybycui
National Park, resulting in the identification of 31 families and 77 species of basidiomycetes
and ascomycetes. The family with the most representative members was Polyporaceae, with
15 species. Fourteen new species were cited for Paraguay.

Keywords: Fungal diversity, Funga, mycobiota, Polyporaceae, Alto Parana Atlantic Forest

INTRODUCCION

El Parque Nacional Ybycui (PNY) es
un area silvestre protegida de 5000 ha
y fue establecido en 1973 a 150 km de
Asuncion en el departamento Paraguari
y protege la zona de inicio de la ecorre-
gion del Bosque Atlantico del Alto Para-
na (Dinerstein et al., 2017). Durante la
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guerra de la Triple Alianza, gran parte
del bosque fue talado y quemado para la
fabricacion del hierro y algunos de los
trabajos en este metal se pueden obser-
var en Santa Rosa, en la entrada suroeste
del parque (Hayes y Sharf, 1995). A pe-
sar del uso que se le ha dado al parque,
éste sigue siendo una de las principales
areas de reserva natural circundante a la
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ciudad capital del Paraguay con un bos-
que subtropical que alcanza los 30 me-
tros de altura. Se han desarrollado nu-
merosos relevamientos taxonomicos de
diferentes grupos de flora y fauna (Pin et
al., 1996; Hayes y Sharf, 1995; Bernié et
al.,2019; De Fox et al., 2019).

Existen registros de macrohongos
para el Parque Nacional Ybycui enmar-
cados en el estudio de grupos taxono-
micos puntuales. Se han registrado a la
fecha, 11 especies de basidiomicetes; 4
especies de la familia Hymenochaeta-
ceae: Fuscoporia gilva (Schwein.) T.
Wagner y M. Fisch., Fuscoporia rha-
barbarina (Berk.) Groposo, Log.-Lei-
te y Goées-Neto, Hymenochaete iodina
(Mont.) Baltazar y Gibertoni y Phyllo-
poria chrysites (Berk.) Ryvarden (Mau-
bet et al., 2020); y 7 especies de hongos
gasteroides: Calvatia rugosa (Berk. y
M.A. Curtis) D.A. Reid, Cyathus earlei
Lloyd, Cyathus poeppigii Tul. y C. Tul.,
Cyathus limbatus Tul. y C. Tul. Geas-
trum pusillipilosum J.O. Sousa, Alfredo,
R.J. Ferreira, M.P. Martin y Baseia, Ly-
surus sphaerocephalum (Schltdl.) Hern.
Caff. et al., y Myriostoma calongei Ba-
seia, J.O. Sousa y M.P. Martin (Campi
et al., 2021a). Sin embargo hasta el mo-
mento no se ha realizado un estudio de
relevamiento de la diversidad de hongos
macroscopicos.

La falta de informacion cientifica
acerca de la Funga de los Parques Nacio-
nales de referencia del pais, es una rea-
lidad vigente que necesita ser atendida.
Los avances en los proyectos de manejo
y conservacion de las especies de Fauna,
Flora y Funga dependen de la actualiza-
cion de los datos de las campanas de re-
levamiento actuales. En este contexto el
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objetivo del presente trabajo fue realizar
el primer relevamiento de especies de
macrohongos que se distribuyen en los
remanentes de bosque, que son el limite
de distribucion de la formacion Bosque
Atlantico del Alto Parana.

Con este aporte se busca la inclusion
de la Funga en los programas de conser-
vacion de la biodiversidad de los Par-
ques Nacionales del Paraguay.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron campaifias de muestreo
entre los afios 2019 y 2020 en el Parque
Nacional Ybycui Departamento Para-
guari, Paraguay (Figura 1) (26°05'44"S
56°50'19"0).
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Figura 1. Ubicacion del Parque Nacional de Yb-
ycui, Departamento Paraguari, Paraguay

Los materiales fueron secados y de-
bidamente herborizados siguiendo los
protocolos establecidos por Wu et al.,
(2004) para su posterior deposito en el
Herbario FACEN. Las descripciones
macroscépicas se basaron en material
fresco, siguiendo los lineamientos pro-
puestos por Miller y Miller (1988), Wri-
ght y Albert6 (2002) y Gémez-Montoya
et al., (2017). Las caracteristicas mi-
croscépicas se describieron a partir cor-
tes montados en KOH al 5%, floxina al
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1%, rojo Congo Amoniacal, reactivo de
Melzer observados en microscopio Opti-
co (Robledo y Urcelay 2009; Campi et
al., 2018a; Dominguez et al., 2021). La
sistematica y la autoria de los nombres
cientificos fueron tomadas de las bases
de datos de hongos Mycobank (websi-
te), IndexFungorum (website).

RESULTADOS Y DISCUSION

Se citan por primera vez para el Pa-
raguay 14 especies distribuidas en 10 fa-
milias (Tabla 1).

Con respecto a la familia Polypora-
ceae, esta comprende numerosos géne-
ros constituidos por especies perennes
o cuyo ciclo reproductivo (representado
por los esporomas), es mas prolongado
que el de las especies de la familia Aga-
ricaceae; por lo que es de esperar contar
con mas diversidad en el grupo.

Un dato ecologico relevante fue el
registro de la especie parasita Laeti-
porus gilbersonii en especies nativas de
Mpyrtaceae. La especie fue reportada an-
teriormente como parasita exclusiva de
Eucalyptus sp. (Burdsall y Banik, 2001).
Este salto de hospedero podria deberse a
una adaptacion evolutiva para la coloni-
zacion de especies nativas.

Agaricaceae

Agaricus trisulphuratus Berk.
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 397
(FACEN).
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Cyathus earlei Lloyd

Distribucion: Paraguari (Campi et al.,
2021a).

Material examinado: Departamento Pa-
raguari, Ciudad Ybycui, Parque Nacio-
nal Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi
453 (FACEN).

Cyathus limbatus Tul. y C. Tul
Distribucion: Alto Paraguay, Central
(Maubet et al., 2017); Paraguari (Campi
etal.,2021a).

Material examinado: Departamento Pa-
raguari, Ciudad Ybycui, Parque Nacio-
nal Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi
389 (FACEN).

Cyathus setosus H.J. Brodie
Distribucion: Paraguari (Maubet et al.,
2017).

Material examinado: Departamento
Paraguari, Ciudad Paraguari, 15 mayo
2017, F. Piris Da Motta 391 (FACEN).
Leucocoprinus  birnbaumii
Singer.

Distribucion: Central (Campi et al.,
2015); Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 451
(FACEN).

(Corda)

Leucocoprinus fragilissimus (Berk. y
M.A. Curtis) Pat.

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 494
(FACEN).
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Auriculariaceae

Auricularia delicata (Mont.) Henn.
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 470
(FACEN).

Auricularia  fuscosuccinea (Mont.)
Henn.
Distribucion: Alto Parana (Gullon,

2011) Paraguari (este trabajo); San Pe-
dro (Campi et al., 2013).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 22 Septiembre 2018, M. Campi
309 (FACEN).

Auricularia nigricans (Sw.) Birkebak,
Looney y Sadnchez-Garcia

Distribucion: Central (Campi et al.,
2018a); Paraguari (este trabajo).
Material revisado:Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 484
(FACEN).

Cordyceps sp. Fr.

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 419
(FACEN).

Dacrymycetaceae

Dacryopinax spathularia (Schwein.)
G.W. Martin

Distribucion: Paraguari (este trabajo),
San Pedro (Campi et al., 2013).
Material revisado: Departamento Para-
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guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 447
(FACEN).

Fomitopsidaceae

Daedalea aethalodes (Mont.) Rajchenb.
Distribucion: Alto Paraguay, Central
(Popoft, 2000) y Paraguari (este traba-
jo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 506
(FACEN).

Laetiporus gilbertsonii Burds.
Distribucion: Cordillera (Campi, 2015);
Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 30 Abril 2018, M. Campi 276
(FACEN).

Ganodermataceae

Amauroderma schomburgkii (Mont. y
Berk.) Torrend

Distribucion: Alto Parana
2000), Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 374
(FACEN).

(Popoff,

Ganoderma australe (Fr.) Pat.
Distribucion: Paraguari (Romell, 1901,
este trabajo); Presidente Hayes (Romell,
1901).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 479
(FACEN).
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Cristataspora flavipora (Murrill) Ro-
bledo, Costa-Rezende y de Madrignac
Bonzi.

Distribucion: Alto Paraguay, Central
(Costa-Rezende et al., 2020) y Paraguari
(este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 456
(FACEN).

Geastraceae

Geastrum pusillipilosum J.0O. Sousa et
al.

Distribucion: Paraguari y Cordillera
(Campi et al., 2021a).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 369
(FACEN).

Geastrum triplex Jungh.

Distribucion: Alto Paraguay (Campi et
al., 2018b), San Pedro (Campi y Mau-
bet, 2015) y Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 460
(FACEN).

Mpyriostoma calongei Baseia, J.O. Sou-
sa'y M.P. Martin

Distribucion: Paraguari (Campi et al.,
2021a).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 459
(FACEN).
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Hygrophoraceae

Hygrocybe sp. (Fr.) P. Kumm.
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 395
(FACEN).

Hymenochataceae

Fomitiporella umbrinella (Bres.) Mu-
rrill

Distribucion: Paraguari (Maubet et al.,
2020).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 388
(FACEN).

Fuscoporia gilva (Schwein.) T. Wagner
y M. Fisch.

Distribucion: Paraguari (Maubet et al.,
2020).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 23 Septiembre 2018, M. Campi
303 (FACEN).

Fuscoporia rhabarbarina (Berk.) Gro-
poso, Log.-Leite y Goes-Neto
Distribucion: Paraguari (Maubet et al.,
2020).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 22 Septiembre 2018, M. Campi
298 (FACEN).

Hymenochaete iodina (Mont.) Baltazar
y Gibertoni

Distribucion: Paraguari (Maubet et al.,
2020).
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Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 23 Septiembre 2018, M. Campi
364 (FACEN).

Phylloporia chrysites (Berk.) Ryvarden
Distribucion: Paraguari (Maubet et al.,
2020).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 365
(FACEN).

Lycoperdaceae

Lycoperdon sp. Pers.

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 416
(FACEN).

Lyophyllaceae

Calocybe sp. Kiihner ex Donk
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 377
(FACEN).

Marasmiaceae

Favolaschia calocera R. Heim
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 452
(FACEN).

Marasmius haematocephalus (Mont.)
Fr.
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Distribucion: Alto Parana (Gullén,
2011), San Pedro (De Madrignac et al.,
2013), Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 463
(FACEN).

Marasmius spegazzinii (Kuntze) Sacc.
y P. Syd.

Distribucion: Paraguari (Spegazzini,
1891, como M. balansae Speg.).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 496
(FACEN).

Trogia cantharelloides (Mont.) Pat.
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 398
(FACEN).

Meruliaceae

Cymatoderma caperatum (Berk. y
Mont.) D.A. Reid

Distribucion: Alto Parana (Gullon,
2011), Caaguazi (como Stereum hylo-
crater, Spegazzini, 1884), Paraguari
(como S golias, Spegazzini, 1884, este
trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 442
(FACEN).

Mycenaceae

Xeromphalina
A.H. Sm.

tenuipes (Schwein.)
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Distribucion: Amambay (Campi et al.,
2017), Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 22 Septiembre 2018, M. Campi
308 (FACEN).

Polyporaceae

Datronia caperata (Berk.) Ryvarden
Distribucion: Alto Parana, Caaguazu,
Guairda (Popoff 2000); Central (como
Polystictus cirrifer, Spegazzini, 1922);
Paraguari (como P. caperatus, Spegazzi-
ni, 1919; este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 370
(FACEN).

Earliella scabrosa (Pers.) Gilb. y Ry-
varden 1985

Distribucion: Central (Campi et al.,
2018b; Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 13 Junio 2019, Y. Maubet 337
(FACEN).

Favolus tenuiculus P. Beauv.
Distribucion: Alto Parana, Caazapa,
Cordillera, Guaird (como Polyporus te-
nuiculus, Popoff, 2000); Central (como
F. tessellatus, Spegazzini, 1919); Pa-
raguari (como F. europaeus, Romell,
1901; este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 412
(FACEN).

Fomes fasciatus (Sw.) Cooke
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Distribucion: Alto Parana, Caazapa, Ita-
pua (Popoft, 2000); Central (Spegazzi-
ni, 1922). Paraguari (Romell, 1901, este
trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 471
(FACEN).

Hexagonia papyracea Berk.
Distribucion: Alto Parana (Gullén,
2011), Alto Paraguay, Amambay, Bo-
queron (Popoft, 2000); Central (como
Hexagonia variegata, Spegazzini, 1919);
Concepcion (como H. variegata, Rome-
11, 1901); Paraguari (como H. variega-
ta, Spegazzini, 1919; este trabajo); San
Pedro (como H. variegata, Spegazzini,
1922).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 476
(FACEN).

Lentinus crinitus (L.) Fr.

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 487
(FACEN).

Microporellus dealbatus (Berk. y M.A.
Curtis) Murrill

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 465
(FACEN).

Panus neostrigosus Drechsler-Santos y
Wartchow
Distribucion: Central (como Lentinus



Campi, M. et al. Funga del Parque Nacional Ybycui

levis, Campi et al., 2018b); Paraguari
(este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 12 Junio 2019, Y. Maubet 334
(FACEN).

Panus velutinus (Fr.) Fr.

Distribucion: Alto Parana (Guén, 2011),
Cordillera (como Lentinus velutinus, Pe-
gler, 1983); Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 485
(FACEN).

Pycnoporus sanguineus (L.) Murrill
Distribucion: Alto Parana, Caazapa (Po-
poff, 2000), Central (como Polystictus
cinnabarinus, Spegazzini, 1919), Para-
guari (Popoff, 2000; este trabajo), Pdte
Hayes (Popoft, 2000).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Noviembre 2019, M. Campi
402 (FACEN).

Polyporus tricholoma Mont.
Distribucion: Alto Parana (Popoff,
2000), Paraguari (Popoff, 2000; este tra-
bajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 481
(FACEN).

Trametes elegans (Spreng.) Fr.

Distribucion: Boquerdn (como Lenzites
elegans, Popoft, 2000), Central (como
Trametes ambigua, Spegazzini, 1919),
Paraguari (como L. elegans, Popoff,
2000; este trabajo), San Pedro (como L.

82

elegans, Popoft, 2000).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 454
(FACEN).

Trametes pavonia (Hook.) Ryvarden
Distribucion: Central (como Polystictus
pavonius, Spegazzini, 1926) Paraguari
(este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 477
(FACEN).

Trametes polyzona (Pers.) Justo
Distribucion: Alto Parana (Popoff,
2000), Central, Concepcion (como
Polyporus occidentalis, Romell, 1901),
Itapta (Popoft, 2000), Pdte Hayes (como
P. occidentalis, Romell, 1901), Paragua-
ri (Popoff, 2000; este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 13 Junio 2019, Y. Maubet

Trametes villosa (Sw.) Kreisel
Distribucion: Alto Parana (Popoff,
2000), Central (como Polystictus pinsi-
tus, Spegazzini, 1922), Cordillera (como
Hexagonia friesiana, Spegazzini, 1888),
Itapta (Popoff, 2000), Paraguari (como
H. friesiana, Spegazzini, 1883; este tra-
bajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 466
(FACEN).

Gloeophyllaceae

Stiptophyllum erubescens (Berk.) Ry-
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varden
Distribucion: Alto Parana, Guaira (como
Gloeophyllum  erubescens,  Popoft,

2020); Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Noviembre 2019, M. Campi
421(FACEN).

Phallaceae

Lysurus sphaerocephalum (Schltdl.)
Hern. Caff., Urcelay, Hosaka y L.S. Do-
minguez.

Distribucion: Paraguari (Campi et al.,
2021).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi 472
(FACEN).

Phallus indusiatus Vent.

Distribucion: Central (Maubet et al.,
2018); Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 16 Noviembre 2020, M. Campi
504 (FACEN).

Physalacriaceae

Cyptotrama asprata (Berk.) Redhead y
Ginns

Distribucion: Paraguari (este trabajo);
San Pedro (Campi ef al., 2013)

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Noviembre 2019, M. Campi
443 (FACEN).

Dactylosporina steffenii (Rick) Dorfelt
Distribucion: Paraguari (este trabajo);
San Pedro (como Oudemansiella steffe-
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nii, Campi et al., 2013).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 380
(FACEN).

Hymenopellis radicata (Relhan) R.H.
Petersen

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 407
(FACEN).

Oudemansiella canarii (Jungh.) Hohn.
Distribucion: Alto Parana (Gullon,
2011), Central (Campi et al., 2018b); Pa-
raguari (este trabajo); San Pedro (Campi
etal., 2013).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 498
(FACEN).

Pleurotaceae

Hohenbuehelia
Schulzer 1866
Distribucion: Central (Campi et al.,
2018b); Paraguari (como Pleurotus pe-
taloides, Spegazzini, 1888; este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 506
(FACEN).

petaloides  (Bull.)

Pluteaceae

Pluteus sp. Fr.

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
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Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 489
(FACEN).

Volvariella sp. Speg.

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 492
(FACEN).

Psathyrellaceae

Coprinellus disseminatus (Pers.) J.E.
Lange.

Distribucion: Asuncion (como Psatyre-
lla disseminata, Spegazzini, 1922) Pa-
raguari (como Coprinus disseminatus,
Campi et al., 2013; este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 12 Junio 2019, Y. Maubet 335.

Pterulaceae

Mpyrmecopterula moniliformis (Henn.)
Leal-Dutra, Dentinger y G.W. Griff.
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 400
(FACEN).

Rickenellaceae

Cotylidia aurantiaca (Pat.) A.L. Welden
Distribucion: Alto Parana, Caazapa (Po-
poff, 2000), Central (como Thelephora
aurantiaca, Spegazzini, 1919), Paragua-
ri (T aurantiaca, Spegazzini, 1883; este
trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
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Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 013
(FACEN).

Cotylidia diaphana (Cooke) Lent
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi 445
(FACEN).

Sarcoscyphaceae

Phillipsia olivacea Rick

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 411
(FACEN).

Cookeina colensoi (Berk.) Seaver
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 366
(FACEN).

Cookeina tricholoma (Mont.) Kuntze
Distribucion: Alto Parana (Gullon,
2011) Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 371
(FACEN).

Schyzophyllaceae

Schizophyllum commune Fr.
Distribucion: Asuncion, Central, Guaira,
Itapa (como Schizophyllum akneum,
Spegazzini, 1922); Paraguari (este tra-
bajo), San Pedro (Campi et al., 2013).
Material revisado: Departamento Para-
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guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 13 Junio 2019, Y. Maubet 336
(FACEN).

Steccherinaceae

Steccherinum undigerum (Berk. y
M.A. Curtis) Westphalen y TomSovsky
Distribucion: Central, Guaira (como
Junghuhnia undigera, Popoff, 2000);
Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 30 Abril 2018, Y. Maubet 086
(FACEN).

Steccherinum reniforme (Berk. y M.A.
Curtis) Banker 1906

Distribucion: Alto Parana (Popoff,
2000), Paraguari (Popoff, 2000; este tra-
bajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 474
(FACEN).

Steraceae

Stereum hirsutum (Willd.) Pers.
Distribucion: Caaguazi (Popoft, 2000),
Central (Spegazzini, 1922), Paraguari
(Popoft, 2000; este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 367
(FACEN).

Strophariaceae
Gymnopilus

Hoil.
Distribucion: Boquerén, Central (Campi

purpureosquamulosus

85

et al., 2021b); Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 486
(FACEN).

Tremellaceae

Tremella fuciformis Berk.
Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 17 Enero 2020, M. Campi 491
(FACEN).

Tricholomataceae

Filoboletus gracilis (Klotzsch ex Berk.)
Singer

Distribucion: Alto Parana (Campi et al.,
2017), Paraguari (este trabajo).

Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 15 Mayo 2019, M. Campi 418
(FACEN).

Leucopaxillus gracillimus Singer vy
A.H. Sm.

Distribucion: Paraguari (este trabajo).
Material revisado: Departamento Para-
guari, Ciudad Ybycui, Parque Nacional
Ybycui, 14 Mayo 2019, M. Campi 405
(FACEN).

Hymenochaetales Insertae Sedis
Trichaptum biforme (Fr.) Ryvarden
Distribucion: Central (Campi et al.,
2018b); Paraguari (este trabajo).
Material examinado: Departamento Pa-
raguari, Ciudad Ybycui, Parque Nacio-
nal Ybycui, 16 Enero 2020, M. Campi
490 (FACEN).



Campi, M. et al. Funga del Parque Nacional Ybycui

Trichaptum perrottetii (Lév.) Ryvarden
Distribucion: Alto Parana (Popoff,
2000), Central (como Polyporus tricho-
mallus, Spegazzini 1922), Concepcion
(como P trichomallus, Romell, 1901),
Paraguari (como P. trichomallus, Rome-
11, 1901; este trabajo).

Material examinado: Departamento Pa-
raguari, Ciudad Ybycui, Parque Nacio-
nal Ybycui, 15 Enero 2020, M. Campi
302 (FACEN).

T

Figura 2. Biodiversidad fungica del PNY A) Agaricus trisulphuratus B) Calocybe sp. C) Leucopaxi-

llus gracillimus D) Cookeina tricholoma E) Cookeina colensoi F) Phillipsia olivacea
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CONCLUSIONES

Se registraron 77 especies de macro-
hongos para el Parque Nacional Ybycui
distribuidos en 31 familias, de los cuales
14 son nuevas citas para el Paraguay. La
familia con mayor nimero de especies
registrada, fue la Polyporaceae con 15
especies, seguido por Agaricaceae ¢ Hy-
menochataceae.

Esta investigacion constituye el pri-
mer trabajo de exploracion con respecto
a la Funga del Parque Nacional Ybycui.
Los resultados indican que se requieren
mas campanas de colecta y la introduc-
cion de técnicas moleculares, con la
finalidad de fortalecer el estudio taxo-
némico de las especies endémicas de
la ecorregion, asi como la introduccion
de la funga en los programas de conser-
vacion y divulgacion de la informacion
cientifica.
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Directrices para autores/as

Steviana publica investigaciones originales (articulos), revisiones (reviews), notas bre-

ves-cortas, libros y material suplementario. Para someter sus manuscritos los autores deberan

considerar las siguientes pautas:

*  El titulo debera estar escrito en Times New Roman 14, negrita y extension maxima de
20 palabras. La letra inicial en maytscula, el resto en minusculas. El nombre de géneros
y especies en cursiva. Ejemplo: Stevia, Stevia sp., Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni.
Se debera mencionar el identificador digital del ORCID de al menos el autor por corres-
pondencia (https://orcid.org). Asi mismo se debera marcar en la casilla del OJS “autor
corresponsal”. Se aceptara un solo autor por correspondencia que podra o no ser el
autor principal.

*  El resumen deberd estar en espailol e inglés, en letra Arial 9, con extension maxima de
250 palabras, sin contener referencias, seguido de palabras clave. El resumen debera
incluir el titulo y una breve descripcion del contenido. Las palabras clave estaran sepa-
radas por coma y sin punto final.

*  Los articulos originales no deben sobrepasar 30 paginas. El texto principal (sin incluir el
resumen, los métodos, las referencias y las leyendas al pie de las figuras) no debe tener
mas de 4500 palabras.

Todos los textos deberan conservar el siguiente orden: Titulo, Introduccion, Materiales y

Meétodos, Resultados, Discusion, Conclusiones, Agradecimientos (en caso aplicable), Re-

ferencias Bibliograficas. Apéndices. Tipo de letra Times New Roman 11, normal, espacio

simple. En casos aplicables, el resultado y la discusion pueden ir juntos.

Un articulo original, es un tipo de articulo cientifico que describe de manera completa los
datos de una investigacion, y debe contar con las secciones: Introduccion, Materiales y Mé-
todos, Resultados y Discusion, Conclusiones, Referencias Bibliograficas.

Una nota breve-corta, es un tipo de articulo que contiene como informacion resultados
preliminares de un estudio, informes breves de resultados de una investigacion original. Este
tipo de manuscrito seguird las normas de presentacion de un articulo original.

Un articulo de revision (review), es un tipo de articulo que recopila o proporciona informa-
cion amplia y relevante de un tema especifico, sus perspectivas actuales y futuras. Este tipo
de manuscrito seguird las normas de presentacion de un articulo cientifico, sustituyendo sin
embargo metodologia, resultados y discusion, por el desarrollo comentado de la revision, sin
alterar las demas partes.

Los materiales suplementarios contienen informacion relevante para el progreso cientifico.
Steviana publica libros de resumenes de congresos y jornadas en el area de Recursos Vege-
tales y afines, como un nimero suplementario.

Publicaciones de libros en el area de Recursos Vegetales y afines forman parte de Steviana
como un numero especial.

Los articulos son revisados por pares e incluyen fechas de recepcion y aceptacion.

Indicaciones Generales

Dentro del texto general seran admitidos un titulo principal y un titulo secundario, con
tipo de fuente “normal” y sin punto final. El titulo principal escrito en mayusculas y negri-
tas INTRODUCCION, MATERIALES Y METODOS, RESULTADOS, DISCUSION,
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REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS), el titulo secundario en negritas, con la letra inicial
en mayuscula, el resto en mintsculas. Se permitira el uso de cursiva, o negritas, o el subraya-
do en palabras que quieran resaltarse dentro del manuscrito.

Las ilustraciones, graficos, fotografias y mapas, seran consideradas “Figuras”. Deberan
ajustarse al tamafio de las columnas de la revista (19,5cm x 6,25c¢m) o al margen de la pagina
(24cm x 18cm). Deberan estar debidamente identificadas con letras en mayuscula, fuente Ti-
mes New Roman, color negro o blanco, sin margen. Las mismas seran también enviadas por
separado, en formato TIFF o JPG, para su publicacion definitiva, con resolucion minima de
300dpi para ilustraciones, graficos y fotografias, y de 600 dpi para mapas. Los mapas deberan
remitirse en escala de grises, pudiendo presentar colores solo si se requiere resaltar aspectos
que se mencionan en el texto. Seran rechazadas las figuras enviadas en Word.

Las tablas deberan ajustarse al tamafio de las columnas de la revista (19,5cm x 6,25cm) o
al margen de la pagina (24cm x 18cm). El titulo debe ir en la parte superior y la leyenda en
la parte inferior, solo con lineas divisorias horizontales. Deberan ser enviadas por separado
en un archivo Excel o Word. La fuente debe ser Times New Roman 10. Seran rechazadas las
tablas escaneadas o aquellas que no cumplan con estos requisitos.

La leyenda de las figuras y tablas se escribe con letra Times New Roman, negritas, tamafio
11 por debajo y sin punto final. Las letras de referencia de las figuras deberan ir en el cua-
drante inferior izquierdo, en color negro o blanco

Las formulas y estructuras quimicas, deberan ser realizadas en el programa ChemDraw,
para luego importarlas al documento sometido. Asi mismo deberan ser enviadas de manera
separada como las figuras y tablas.

Las ecuaciones matematicas deberan realizarse en el procesador de formulas de Word o
Excel con fuente Times New Roman, estilo normal, tamafio 10.

Unidades de medidas

Los valores numéricos deberan llevar “comas” y no puntos. Seran estrictamente empleadas
las unidades de medidas enmarcadas de acuerdo a lo recomendado en la siguiente tabla.

Se recomienda el uso unificado en todo el documento de una sola unidad de medida.

Hectérea (Ha)

Gramos (g) Kilémetros (km)

Kilogramos (kg)

Metros (m)

Centimetros cubicos (cm3)

Miligramos (mg)

Centimetros (cm)

Milimetros ctibicos (mm3)

Microgramos (ug)

Milimetros (mm)

Micrometros cibicos (um3)

Litros (L)

Micrometros (pum)

Decimetros ctbicos (dm3)

Mililitros (mL)

Metros cuadrados (m2)

Hora (h)

Microlitros (uL)

Centimetros cuadrados (cm2)

Minutos (min)

Decilitros (dL) Milimetros cuadrados (mm?2) | Segundos (s)

Moles (mol) Micrometros cuadrados (um2) | Dia (d)

Luxes (Ix) Normalidad (N) Grados Fahrenheit (°F)
Lumen (Im) Molalidad (m) Kelvin (K)

Osmol (Osm)

Toneladas (t, T o Tn)

Atmosfera (atm)




Molaridad (M) Grados Celcius (°C) Pascal (Pa)
Newton (N) Hertz (Hz) Joule (J)
Kilocalorias (kcal) Watt (W) Volt (V)
Candela (cd) Amperios (A) Ohm (Q)

Para las unidades combinadas que implican relaciones se recomienda el uso exponencial y no
el uso de las barras (/). Ej: kcal.mol-1, km.h-1, m.s-1.

Tratamientos taxonémicos
Para las citas bibliograficas de los taxones y sinénimas se realizard segun la base de datos
WWW.tropicos.org 0 Www.ipni.org

Material estudiado

La mencién del material vegetal se realizara en el siguiente orden: Pais, Departamento, Lo-
calidad, Coordenadas geograficas, Fecha de colecta, colector - nimero, Sigla del herbario en
el cual esta depositado.

Todas las figuras, tablas y ecuaciones, deben estar numeradas en orden secuencial den-
tro del texto.

Bibliografias: se realizaran siguiendo el reglamento APA séptima edicion
»  Para citaciones intratextuales:
Un solo autor: Apellido del primer autor y afio de publicacion.
Ejemplo: Mereles,2021
Dos autores: Apellido de los dos autores y afio de publicacion.
Ejemplo: Acosta y Dominguez, 2020
Tres o mas autores: Apellido del primer autor, seguido de et al., y aflo de publicacion.
Ejemplo: Benitez et al., 2019
»  Para citaciones directas, el afio de publicacion estard dentro de un paréntesis. Ejemplo:
Segun Pereira (2020), con mas de un autor separados por punto y coma. Ejemplo: Segiin
Pereira (2020); Ramos (2021). Para citaciones indirectas: (Pereira, 2020), con mas de un
autor: Pereira et.al., 2020; Ramos, 2021

Se incluiran las citas intratextuales mencionadas en el manuscrito, en orden alfabético, utili-
zando sangria francesa.

Tanto autores como titulo del material consultado se escribiran en estilo de fuente normal, la
letra inicial en mayusculas, el resto en minusculas.

Cuando se presenten varias citaciones de un mismo autor, se debera mencionar siguiendo un
orden cronologico (publicacion mas antigua a la mas actual). Cuando el mismo presente pu-
blicaciones con otros autores, se debera escribir la bibliografia correspondiente al autor solo,
seguido de la bibliografia con co-autores.

El uso de “&” queda destinado solo para este apartado y si el material consultado se encuen-
tra en inglés, si el material consultado se encuentra en espafiol se mantendra el uso de “y”.
Para las citas intratextuales se mantendra el uso de “y”, sin importar el idioma del material
consultado.
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Seran considerados para revision solo aquellos articulos que cumplan estrictamente las nor-
mativas vigentes referentes a las citas dentro del contenido y la coincidencia con lo mencio-
nado en referencias bibliograficas. Las referencias bibliograficas, deberan seguir el estilo
APA (American Psychological Association) 7ma edicion. Ejemplos:

Libro:

Apellido, A. A. (Afio). Titulo. Editorial. Ejemplo:

Benitez F., B., Vera J., M.L,, Vogt, C., Yanosky, A., Pereira S., C.D., y Rivarola S., A.C.
(2018). Guia de la diversidad floristica de los ecosistemas del Paraguay — I-Especies de los
pastizales de la Reserva para Parque Nacional San Rafael. FACEN.

Capitulo de un libro:

Apellido, A. A., y Apellido, B. B. (Afio). Titulo del capitulo o la entrada. En A. A. Apellido.
(Ed.), Titulo del libro (pp. xx-xx). Editorial. Ejemplo:

Mereles, F. (2007). La diversidad vegetal en el Paraguay. En: D. Salas-Dueiias, y J.F. Facetti.
(Eds.), Biodiversidad del Paraguay, una aproximacion a sus realidades (pp. 89-91). Funda-
cion Moises Bertoni, USAID, GEF.

Publicacion en revista cientifica:

Apellido, A. A., Apellido, B. B., y Apellido, C. C. (Fecha). Titulo del articulo. Nombre de la
revista, volumen(ntimero), pp-pp. DOI

Zhao-Hui L., Qiang W., Xiao R., Cun-De P., y De-An J. (2010). Phenolics and Plant Allelo-
pathy. Molecules, 15(12), 8933-8952. DOI: 10.3390/molecules1512893

Tesis:

Autor, A., y Autor, A. (Afo). Titulo de la tesis (Tesis de pregrado, maestria o doctoral). Nom-
bre de la institucion, Institucion académica.

Pessuto, M. B. (2006). Andlise fitoquimica de extrato de folhas de Maytenus ilicifolia Mart.
Ex. Reiss. e avaliag¢do do potencial antioxidante. (Dissertacao de Mestrado en Ciencias Far-
maceuticas), Universidade Estadual de Maringa.

Pagina web:

Apellido, A. A. (Fecha). Titulo de la pagina. Lugar de publicacion: Casa publicadora. direc-
cion de donde se extrajo el documento (URL).

Kew Royal Botanic Gardens. (2019). Economic Botany Collection. Kew Royal Botanic
Gardens. https://www.kew.org/science/collections-and-resources/collections/economic-bo-
tany-collection

Informacion general para la presentacion de manuscritos

Las solicitudes incluyen una carta de presentacion, un archivo de texto manuscrito, archivos
de figuras individuales y archivos opcionales de Informacion Suplementaria. Los autores de-
ben notar que solamente los siguientes tipos de archivos pueden ser levantados como textos
y figuras para articulos: texto: .txt, .doc, .docx, rtf; figuras: .eps, .tiff, .jpg, .png.

Cuando el caso lo requiera, las abreviaciones deben ser definidas en el texto o leyendas en su
primera utilizacion y deben ser usadas exclusivamente desde ese momento.

Carta de presentacion

El autor principal debe proveer una carta de presentacion (https://drive.google.com /file/
d/1A9PsSmMRBzYRMn4liEM61dkTifl1Slvo/view) que incluya su filiacion y su informa-
cion de contacto, junto con la firma de conformidad de todos los coautores del manuscrito
que sera sometido a revision. En la misma debe explicar brevemente los fundamentos por los
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cuales el trabajo es considerado como apropiado para Steviana. Ademas, los autores deben
adjuntar una declaracion sobre conflictos de intereses si los hubiere.

Para el caso de colectas, los autores deberan declarar en su carta compromiso, que han cum-
plido con las exigencias ambientales o de salud para la realizacion de la investigacion.

La carta de presentacion es una carta compromiso que muestra el comiin acuerdo de todos los
autores implicados en el manuscrito sometido a revision y posterior publicacion, sirviendo
asi de documento oficial por parte de la revista Steviana.

Es obligacion del autor de correspondencia, la comunicacion constante con los demas autores
y coautores del manuscrito sometido a revision, desde el momento del envio, las correcciones
realizadas por los revisores, la version final, hasta la prueba de pagina para la publicacion
final.

Preparacion de envios

1. Como parte del proceso de envios, los autores/as estan obligados a comprobar que su
envio cumpla todos los elementos que se muestran a continuacion:

2. El envio no ha sido publicado previamente ni se ha sometido a consideracion por
ninguna otra revista (o se ha proporcionado una explicacion al respecto en los Co-
mentarios al editor/a).

3. El archivo de envio esta en formato OpenOffice, Microsoft Word, RTF o WordPer-
fect.

4. Siempre que sea posible, se proporcionan direcciones URL para las referencias.

5. El texto tiene un interlineado sencillo, un tamano fuente de 11 puntos, se utiliza
cursiva en lugar de subrayado (excepto en las direcciones URL) y todas las ilustra-
ciones, figuras y tablas se encuentran colocadas en los lugares del texto apropiados.

6. Las ilustraciones, figuras, mapas y tablas deberan ser enviadas siguiendo las especi-
ficaciones mencionadas anteriormente.

7. El texto retine las condiciones estilisticas y bibliograficas incluidas en las directrices
para autores/as.

Se devolveran a los autores/as aquellos envios que no cumplan estas directrices.

En comentarios para el editor, el autor puede sugerir los nombres y direccion de contacto de 2
(dos) posibles revisores del manuscrito, asi como cualquier otra observacion o informacion-
que crea necesaria sea de importancia para el editor

El proceso de sometimiento del manuscrito, consta de tres pasos:

Primer paso: recepcion del manuscrito

El trabajo sera recepcionado por el Asistente de edicion, quien remitira al Cuerpo Editorial.
El autor sera notificado por email cuando el Comité Cientifico decida si el articulo ha de
ser revisado o no. Todos los articulos pasan por una evaluacioén imparcial y critica realizado
por dos o mas arbitros ajenos al Comité Editorial, respaldando asi la calidad de los trabajos
publicados.

Segundo paso: arbitraje del articulo

El sistema de arbitraje empleado en Steviana es doble ciego, donde la identidad de los arbi-
tros no es revelada a los autores, y viceversa.

El arbitro podra realizar las sugerencias o correcciones directamente sobre el manuscrito
sometido. El documento contara con una hoja de evaluacion proveido por el comité editorial
para las anotaciones que crea conveniente.



Luego del arbitraje, el comité editorial podra tomar la decision de aceptacion (con o sin mo-
dificaciones) o rechazo del manuscrito.

Los autores pueden sugerir potenciales revisores; estas sugerencias suelen ser de ayuda, aun-
que no siempre son seguidas.

Tercer paso: devolucion del manuscrito a los autores

El manuscrito devuelto a los autores puede presentar observaciones sobre el manuscrito so-
metido. El mismo va acompafiado de una hoja de evaluacion con los criterios tenidos en
cuenta por la revista, una columna con observaciones de los arbitros, y una columna libre
donde los autores deberan especificar si el ajuste fue o no realizado, especificando con “rea-
lizado” en el caso que se haya procedido al ajuste o escribiendo una justificacion corta y
concisa en el caso que el mismo no haya sido realizado. El documento también cuenta con
comentarios finales de “Aceptado”, “Aceptado con modificaciones”, “Rechazado”.

En el caso de “Aceptado con modificaciones”, el autor deberd aceptar o rechazar las co-
rrecciones o sugerencias realizadas al manuscrito, explicando al final, en la misma hoja de
evaluacion las sugerencias no aceptadas y enviando la nueva version del manuscrito con los
cambios realizados con color resaltado en el texto.

Aceptacion, prueba de pagina y publicaciéon

Los manuscritos que cumplan con lo estipulado por la revista seran aceptados.

Al finalizar el proceso, se enviara a los autores una prueba de pagina en PDF. Los autores
deberan indicar directamente en el documento las correcciones o en un documento Word
aparte, en este caso indicando la pagina y parrafo en donde debera realizarse la correccion.
Con la finalidad de la difusion del manuscrito definitivo en las redes sociales de la revista
(Facebook, Instagram, Twitter), el autor debera facilitar un breve escrito que cuente con una
descripcion del mismo en lenguaje sencillo de no mas de 280 caracteres, asi también deberan
seleccionar una imagen que acompaifie al escrito, el cual debera ser seleccionado de entre
las imagenes que acompaian al manuscrito sometido. La informacion podra ser enviada al
correo: steviana@facen.una.py

Criterios para la revision — Confidencialidad — Conflicto de intereses

La revision sera verificada siguiendo criterios de confrontacion con los indicadores estable-
cidos por la editorial.

El proceso de revision es estrictamente confidencial, por tal motivo los miembros del Cuer-
po Editorial y los arbitros externos no podran discutir el manuscrito con personas ajenas a la
revision del mismo.

Se evitara la seleccion de arbitros que tienen colaboraciones recientes o en curso con los
autores, que estén en directa competencia para publicar la misma novedad cientifica, o por
motivos de disputa con los autores, o que tengan un interés financiero en el resultado.

Observaciones:

Se sugiere la creacion del ORCID por parte de los autores, y que el mismo acompaiie al ma-
nuscrito sometido a la revista.

Los originales (articulos), revisiones (reviews), notas cortas, libros o material suplementario
sera sometido a través de la plataforma OJS (Open Journal System) de la revista Steviana
(https://revistascientificas.una.py/index.php/stevia/submission/wizard). Una Guia explicati-
va que facilite al autor el procedimiento, se puede descargar directamente de la web: https://



http://steviana@facen.una.py
https://revistascientificas.una.py/index.php/stevia/submission/wizard
https://drive.google.com/file/d/12RiKwc-wCGZkYa5h_9eeG9JySBNBR5KU/view?usp=sharing

drive.google.com/file/d/12RiKwe-wCGZkYaSh 9eeG9JySBNBRSKU/view?usp=sharing
Esta es una guia para los autores, si existiesen aspectos no definidos, los mismos seran con-
siderados por los editores de la revista.

Informacion de contacto
Para obtener mayor informacion contacte con: steviana@facen.una.py
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