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INTRODUCCION

El cultivo de shiitake se ha incrementado en los ultimos afios con el uso de bloques
artificiales de aserrin y/o de residuos agricolas suplementados con fuentes de carbono y
nitrogeno. Estos ofrecen ventajas importantes con respecto a la produccion en troncos
naturales debido a que la produccion se incrementa y es continua durante todo el afo, y
se disminuye el tiempo de cosecha (Royse et al., 1990). Este cultivo ha tomado gran
importancia en la economia agricola de paises templados y subtropicales; puesto que
valoriza los residuos agricolas de cereales, café, cacao, algodon, cacahuete, uva entre

otros (Philippoussis et al., 2003).

La mayoria de los estudios realizados con L. edodes a nivel internacional apuntan hacia la
evaluacion de medios de cultivo y sustratos que proporcionen las mejores condiciones de
crecimiento del hongo y que ayuden a darle el mejor contenido nutricional para que pueda
ser luego evaluado por sus propiedades alimenticias y medicinales. (Royse y Sanchez,
2000).

Hasta el momento, entre los estudios realizados y publicados en Colombia para buscar la
forma de adecuar esta técnica de cultivo a las condiciones del pais, se cuenta con el de
Fung et al., 2003 y Jaramillo y Rodriguez, 2001. Ambos arrojan resultados luego de una
investigacion con diferentes desechos agroindustriales como sustratos y bajo
concentraciones fijas, procesos y condiciones adecuadas. Estas investigaciones, a escala
de laboratorio, han tenido como objetivo determinar, entre cierto nimero de residuos
agroindustriales (cascarilla de algodén, bagazo de cafia de azucar, cisco de café vy fibrilla
de coco) y residuos de madera (aserrin de roble, de eucalipto, y de pino), el mejor
sustrato para la obtencion del hongo (Fung et al., 2003) y estudiar el comportamiento de
un desecho (borra de café) como sustrato en el cultivo de shiitake (Jaramillo y Rodriguez,
2001). El valor de estos estudios es alto, pero se entiende que para generar procesos

agroindustriales productivos es necesario, mas que estudiar los desechos como sustratos,
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optimizar su rendimiento mediante evaluaciones de diferentes concentraciones de éstos

dentro de la formulacion del bloque artificial.

El cultivo en bloques artificiales implica la formulacién apropiada del sustrato y un preciso
control de las condiciones de crecimiento. (Royse & Bahler, 1986; Sabota, 1996; Chen et
al., 2000), teniendo en cuenta esto, el objetivo del presente proyecto fue evaluar el
crecimiento del hongo L. edodes en diferentes combinaciones de sustratos entre los
cuales se encuentran algunos residuos estudiados y publicados como lo son la motosa de
algodén (Fung et al.,, 2003) y algunos desechos con estudios preliminares, mas no

publicados, como la cascara de la semilla de cacao.
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1. OBJETIVO

Evaluar, a escala de laboratorio, el crecimiento de Lentinula edodes (shiitake) por medio
de una fermentacion sélida en diferentes mezclas de residuos agroindustriales y aserrin
de eucalipto, con el fin de identificar la combinacion que proporcione las condiciones mas

satisfactorias de crecimiento y aporte a las caracteristicas nutricionales del hongo.

1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para que se cumpla el objetivo general se plantean los siguientes objetivos especificos:

. Identificar en cual medio de cultivo el hongo crece mas rapido haciendo un

seguimiento del crecimiento radial del micelio de siembra en caja Petri.

. Usar el mejor micelio de siembra para definir cual proporcién de aserrin de
eucalipto — trigo (0- 100, 100-0, 50-50, 80-20, 20-80) presenta mayor rapidez de
colonizacién del hongo, midiendo el tiempo transcurrido entre la inoculacion del medio

hasta la obtencién de la semilla (frasco de color blanco).

. Analizar la capacidad del hongo L. edodes para aprovechar el sustrato para la
fructificacién, calculando la eficiencia biolégica del hongo sobre sustratos preparados con

diferentes mezclas a base de residuos agricolas por
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medio de la relacion (Kg. Cosecha humedo / Kg. de sustrato peso seco) X 100%.

. Identificar el sustrato donde se desarrolla con mayor rapidez el cuerpo fructifero
del hongo, estimando la precocidad de colonizacion (tiempo transcurrido entre la
inoculacion de la semilla al sustrato y el dia en que aparecen los primeros carpoforos) en

los diferentes sustratos.

. Diferenciar, entre los sustratos de menor tiempo en el desarrollo del cuerpo
fructifero, el que genera el hongo de mayor calidad (tamafo de pileo y alto valor
nutricional), por medio del seguimiento del tamafo del pileo en el tiempo y un estudio

bromatoldgico al hongo para identificar la produccion mas rica en nutrientes.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1. GENERALIDADES DEL SHIITAKE

De las 676 especies de hongos comestibles (Fung et al., 2003) que existen en el mundo,
el hongo shiitake es uno de los de mayor interés econdmico, ya que presenta atractivas

oportunidades de mercado, por su alto valor nutricional y sus propiedades medicinales.

Su nombre cientifico es Lentinula edodes (Berk) Pegler, descripcidon en latin a su forma de
lente y "edodes" por comestible, es un hongo descomponedor de madera, tipicamente
saprofito, generalmente crece en troncos de arboles caidos del Japdén, China y otros
paises asiaticos (Stamets y Chilton 1983).

2.2. DESCRIPCION

De manera general la estructura de los hongos (basidiomas) estan conformada por un
sombrero o pileo, una lamina, una laminilla, un himenio, un anillo, un pie, una volva y el
micelio (Figura 1) (Toharia, 1985)

Sombrero

Lamina

Laminilla

Himenio
Anille o velo

Pie

Volva

Micelio

Figura 1: Esquema de un basidioma
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2.2.1. Sombrero o pileo

Es la parte superior y mas carnosa del hongo, puede tener varias formas: redondeada,
plana e incluso ahuecada hacia el interior como un embudo. Sus bordes pueden ser lisos
o festoneados, con la cuticula (piel que cubre el sombrero) levantada 6 agrietada e incluso

con placas o verrugas en la parte superior. (Toharia, 1985)

2.2.2. Himenio

Parte fértil 6 reproductora del hongo, que contiene esporas y se encuentra debajo del
sombrero. La estructura mas comun es en forma de laminillas, aunque también puede

presentarse como tubos, arrugas o venosidades, o agujas. (Toharia, 1985)

2.2.3. Pie 6 estipite

Parte del hongo que soporta el sombrero, y puede tener diversas formas: grueso, fino,
corto, abombado, retorcido, excéntrico, estas caracteristicas son las que permiten

clasificar las especies de hongos. (Toharia, 1985)

2.2.4. Anillo O Velo

Parte encargada de proteger el himenio cuando el hongo esta joven y puede ser doble,

sencillo y caido. (Toharia, 1985)
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2.2.5. Volva

Es el resto del velo que cubre originariamente a algunas especies al momento de
fructificar, que posteriormente puede quedarse encima del sombrero (como verruguitas),
en el borde (como cortina), en el pie (como anillo) y en la base del pie (como volva).
(Toharia, 1985)

2.2.6. Micelio

El Micelio es el conjunto de filamentos microscopicamente delgados, en forma de hilos
llamados hifas. Las hifas pueden presentar septos, si los tabiques estan ausentes se
habla de micelio continuo. (Toharia, 1985)

El shiitake tiene un sombrero de 5-25 cm. de ancho, el cual es hemisférico, y se ensancha
de manera convexa, es de color café oscuro, casi negro al principio (figura 2); comienza a
ser café claro con la edad, 6 cuando esta seco y es enrollado al inicio, luego encorvado,
plano en la maduracion y frecuentemente ondulado con la edad. Las laminillas son
blanquecinas, lisas al principio y con la edad comienzan a ser serradas 6 irregulares. El
pie es central, corto y usualmente se encuentra cubierto por pequefas escamas fibrosas.
(Stamets, 2000)

Figura 2: Foto de Lentinula edodes (Centro de estudios ecoldgicos Argentino. 1999)
22



2.3. COMPOSICION

Este hongo crece naturalmente en troncos de arboles de hoja ancha particularmente en el
Shii y otros arboles asiaticos como roble y haya (figura 3). Aunque ocasionalmente puede
crecer en troncos muertos, el shiitake es un hongo saprofito ya que se aprovecha
solamente del tejido necrético (Stamets, 2000).

Figura 3. Cultivo en troncos naturales (Lang, 2006)

Como se muestra en la Tabla 1 el shiitake contiene proteinas, grasas, carbohidratos, fibra
soluble, vitaminas y minerales. En el cuerpo fructifero se encuentra el componente clave
del shiitake que es un polisacarido llamado LENTINAN, el cual estimula a un tipo
especifico de gldbulos blancos llamados linfocitos T, potenciando la funcién del sistema
inmune en infecciones cancerosas. En la Tabla 2 se muestran los principales compuestos

activos de este hongo. (Centro de Estudios Ecolégicos Argentino, 1999)
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Entre otros compuestos importantes se encuentran el Interferon (hace a las células
inmunes a infecciones viricas); el ergosterol (precursor de la vitamina D);la
prostaglandina (producto de la transformacion, en el cuerpo, del acido linoleico presente
en el hongo); antioxidantes (la enzima super 6xido dismutasa del shiitake, disminuye la
peroxidacion de lipidos); el zinc (aumenta los niveles de testosterona en plasma y la
cantidad de esperma) y la quitina (80% de la fibra presente en el shiitake es este
polisacarido: reduce el nivel de colesterol en la sangre). Ademas de esto hay cerca de 50
enzimas localizadas en el shiitake: celulasa, enzimas digestivas y asparaginasa (Centro

de Estudios Ecolégicos Argentino. 1999).

Tabla 1. Composicion del shiitake (Centro de Estudios Ecolégicos Argentino, 1999)

FACTOR NUTRICIONAL CONTENIDO*
Calorias 39
Proteina 15-35%

Colesterol 1gr.
Carbohidratos 7.30r.
Fibra 8gr.
Vitamina D2 200 i.u.
Tiamina 0.8 mg
Riboflavina 0.5 mg.
Niacina 5.5 mg.

*Composicion nutricional por cada 100 gr. de hongo peso seco.

Tabla 2. Compuestos del shiitake y su funcion. (Centro de Estudios Ecolégicos

Argentino, 1999)

COMPUESTO FUNCION
Nucledtidos o derivados Inhibidor de agregacion de acidos nucleicos. Plaquetaria
Eritadenina Hipolipidémico
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COMPUESTO FUNCION
C-1-2 (polisacarido) Inmunoactivo
Lectina Inmunoactivo
Lentinan (polisacarido) Inmunoactivo
Emitanina (polisacarido) Inmunoactivo

EP3 (lignina)

Antiviral, inmunoactivo

KS-2, KS-2-B (péptido)

Antiviral, inmunoactivo antibacterial

Poli ribonucledtidos Inmunoactivo
Ac2p (polisacarido) Antiviral
FBP (proteina) Antiviral

Thioprolina (TCA)

Eliminador de nitritos (aminoacido)

2.4. PRODUCCION Y CULTIVO

La produccion de hongos representa una importante alternativa para la utilizacion de
desechos ricos en lignocelulosa, material que representa cerca del 40% de la biomasa
producida por la fotosintesis y que no puede ser aprovechada en forma directa para la
alimentacion humana y animal, debido a su baja digestion. El cultivo de los hongos
representan un proceso de bioconversion de estos desecho, que ofrece un alternativa
nutricional, porque los cuerpos fructiferos de los hongos contienen altos porcentajes de

carbohidratos y de proteinas y su valor alimenticio es tan alto como la de los frijoles

(Brisko et al., 2002).

En Asia el shiitake ha sido tradicionalmente cultivado en troncos de madera dura, sin

embargo recientemente en Europa y Estados Unidos se ha empleado el sistema de

produccion en bloques artificiales. (Cavallazzi et al., 2004)
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2.4.1. Cultivo en troncos:

Este cultivo fue desarrollado en Japdn y China hace mas de un milenio, todavia algunos
cultivadores utilizan este tipo de cultivo en sus jardines para venderlo a los

supermercados (Stamets, 2000).

La ventaja del cultivo en troncos es que es un método natural, pero requiere una labor
intensiva y se considera un método estacional; puesto que no en todas las épocas del

ano se puede inocular y recoger cosecha. (Stamets, 2000)

2.4.2. Cultivo en bolsas o sustratos esterilizados

El aserrin de la madera dura es mundialmente el ingrediente basico mas popular usado
en formulaciones sintéticas de los sustratos (Royse, 1995; Smith, 1997). El cultivo de
shiitake se ha incrementado en los ultimos afos con el uso de bloques artificiales de
aserrin y/o de residuos agricolas ya que ofrece ventajas importantes con respecto a la
producciéon en troncos naturales. Entre ellas se encuentran la posibilidad de una
producciéon continua a lo largo de todo el afo, un incremento en la produccion, y una
disminucion en el tiempo de cosecha (Royse et al., 1990). Estas ventajas superan la
desventaja del alto costo inicial de inversion en la compra de una autoclave industrial y el
equipamiento de los recintos de cultivo. Otra ventaja que tiene este cultivo es que
valoriza los residuos agricolas (e.g. cereales, café, cacao, algodon, cacahuete, uva, etc.),
lo cual ha tomado gran importancia en la economia agricola de paises templados y

subtropicales (Philippoussis et al., 2003).

El cultivo en bloques artificiales implica la formulacién apropiada del sustrato y un preciso
control de las condiciones de crecimiento. (Royse y Bahler, 1986; Sabota, 1996; Chen et
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al., 2000). Ademas, es importante considerar que la velocidad en el desarrollo micelial
depende del suministro de oxigeno, el cual se debe a los espacios de aire presentes en el
sustrato y a la pequefa perforacion en la parte frontal de la bolsa tapada con microporo.

(Leatham y Stahmann, 1987; Donoghue y Deninson, 1995; Royse y Sanchez, 2000).

Las especies de hongos que mas se cultivan en el mundo son el champifién de Paris
cuyo nombre cientifico es Agaricus bisporus (A. brunnescens), las girgolas u hongos
ostras (especies del género Pleurotus) y el shiitake u hongo japonés (Lentinula edodes).

(Universidad Nacional General San Martin, 2005).

Etapas del cultivo en bloques sintéticos:

e Preparacion del sustrato: mezcla de materiales donde creceran los hongos.

o Desinfeccion, pasteurizacién o esterilizacion: el sustrato una vez preparado debe
esterilizarse para garantizar la no competencia del sustrato por otros
microorganismos. Generalmente se realizan tratamientos térmicos.

e Semilla o indculo: Se adquiere en diferentes laboratorios o puede ser producido en
el mismo establecimiento.

e Siembra: en esta etapa se mezcla el sustrato con el indculo o semilla.

e Incubacion: el sustrato sembrado es colocado en bolsas o en cajones a la
oscuridad a 25 °C durante 30 a 60 dias aproximadamente.

e Induccion: con un descenso de la temperatura (15-18 °C) y en algunos casos
mediante luz natural se logra que el hongo pase de la etapa de crecimiento
vegetativo a la de fructificacion o produccion.

e Produccion: durante esta etapa se debe regar y cosechar. Los hongos
generalmente se producen en oleadas, de tal modo que, al cabo de una semana
se cosecha todo lo producido por bolsa o cajon y comienzan a desarrollarse

tardando nuevamente una semana en llegar al estado adulto.
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e Descarte: luego de finalizadas las cosechas el sustrato se descarta y se debe

comenzar el ciclo nuevamente. (Universidad Nacional General San Martin.2005)

Parametros de crecimiento

A un nivel mas detallado y enfocado hacia el crecimiento del hongo, se encuentran las

siguientes etapas y parametros de crecimiento correspondientes:

e Incubacién
Comprende desde el mismo dia de la inoculacion hasta que se evidencia la presencia
de ampollas en las bolsas o “popcorning” y los primeros sintomas de coloracion café

(que evidencia que el primordio esta préximo a formarse), (Stamets y Chilton, 1983).

pH inicial: 5.5-5.6

Temperatura de incubacion: 21-27°C
Humedad relativa: 95-100%
Duracion: 25-35 dias

Concentracion de CO,: >10.000 ppm

Intercambio de aire fresco: 0-1 volumen de aire/hora

S N N N NN

Requerimiento de luz: 50-100 Lux. Es el ideal, pero antes del fructificacion

puede descender a 35-45 Lux.

e Browning o formacién de micoderma café

Este periodo se da una vez se halla colonizado todo el sustrato y el metabolismo del
interior del bloque halla comenzado a disminuir (se evidencia por la disminucion de la
temperatura del nucleo). Se caracteriza por la formacién, al principio, de unas
ampollas (popcorning) y posteriormente de una coloracion café (micoderma café) que
sirve de escudo protector del bloque para evitar la deshidratacién. (Stamets y Chilton,
1983)

v" Temperatura: 10 - 21°C
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NS NEE NN

Humedad relativa: > 90%
Duracion: 20-30 dias
Concentracion de CO2: < 1.000 ppm

Requerimiento de luz: 50-100 Lux.

e Formacion de primordios

Comprende desde el “popcorning” hasta la formacion de los primeros primordios. Una

vez se evidencie el popcorning, se realice un choque térmico sumergiendo los bloques

en agua a 5-16°C durante 12 a 24 horas o reduciendo la temperatura ambiental

(destaparlos durante la noche) 6 enfriandolos a 4-8°C durante 12-24 horas, en nevera.
(Stamets y Chilton, 1983)

v
v

DN N NN

pH inicial: 4.2-4.6

Temperatura de iniciacién: 10-16°C para cepas de clima frio, 16-21°C para
cepas de clima caliente.

Humedad relativa: 95-100%

Duracion: 5-7 dias

Concentracion de CO,: <1000 ppm

Intercambio de aire fresco: 4 -7 volumen de aire/hora

Requerimientos de luz: 500-2000 Lux.

e Desarrollo del cuerpo fructifero y cosecha (Stamets y Chilton, 1983)

v

N N NN

Temperatura: 16-18°C cepas de clima frio; 21-27°C cepas de clima calido
Humedad relativa: 60-80%

Duracion: 5-8 dias

Concentracion de CO,: <1000 ppm

Intercambio de aire fresco: 4 - 8 volumen de aire/hora

Requerimientos de luz: 500-2000 Lux. Niveles de luz por debajo de 500

Lux causan elongacion considerable del estipite de muchas cepas.

La cosecha ocurre cada 2 a 3 semanas durante 8 a 12 semanas y muchas veces
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hasta 16 semanas.

e Inactivacion de los bloques

Comprende desde el dia en que se realiza la cosecha hasta cuando se forma una

capa café de células muertas en el bloque (Stamets y Chilton, 1983).

v' Temperatura: 21-25°C
v Humedad relativa: 30-50%
v" Duracién: 7-10 dias

La siguiente tabla resume los parametros de crecimiento:

Tabla 3. Parametros de crecimiento (Stamets y Chilton, 1983)

. Formacion ves ..
.. Micordema Fructificacion . ‘s
Etapa Incubacioén X de Inactivacién.
Café . . y Cosecha
primordios
pH inicial 55-56 - 4.2 -4.6 - -
Tem?%f‘t”ra 21 - 27 10-21 10-21 16— 27 21 - 25
H“’(ﬂz)dad 25 - 100 > 90 95 - 100 60 — 80 30 - 50
CO; (ppm) >10.000 <1.000 <1000 <1000 No Aplica
Intercambio
de aire (vol. 0-1 - 4-7 4-8 -
de aire/hora)
L“méru‘;s)'dad 50 - 100 50 - 100 500 - 2000 | 500 — 2000 No aplica
Duracion
. . 4 semanas 4 semanas 2 semanas 2 semanas 2 semanas
maxima

Los niveles altos de humedad son necesarios durante la fructificacion para reducir

evaporacion del sustrato, de tal modo que se promueva la formacién de los primordios. El
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mejor crecimiento de los carpéforos puede correlacionarse con la alta humedad
atmosférica; y el crecimiento micelial cambia considerablemente con el contenido de agua
del sustrato. Se asume generalmente que la capacidad del sustrato para retener agua se
relaciona con la etapa del cultivo. Se espera una excelente capacidad de proporcionar
agua en la ultima etapa de maduracion del hongo, en la cual hay una alta densidad de
colonizacién micelial. El micelio del Lentinula edodes tiene un alto potencial para absorber
agua, lo que da lugar a un alto contenido de humedad en el sustrato colonizado. Los
primordios desarrollados requieren altos niveles de humedad para provocar el transporte
de agua libre desde el sustrato al primordio. Lo mas interno del sustrato requiere mas
consumo de energia para que el agua sea absorbida por el hongo. Para obtener buenas
producciones de cuerpos fructiferos asi como hongos de buena calidad, la humedad del
sustrato debe ser alta y constante durante el crecimiento de los cuerpos fructiferos. (Shoji,
1998)

La inmersion del sustrato es una practica comun en la industria para proveer la humedad
perdida durante el periodo de produccion y para iniciar el proceso de fructificacion. El
abastecimiento de agua al sustrato afecta considerablemente la cantidad y la calidad de la
cosecha. (Shoji,1998)

2.5. APLICACIONES Y USOS

Una atractiva caracteristica de este hongo comestible es que puede utilizar una amplia
variedad de residuos agroindustriales y convertir la biomasa lignocelulésica en un

alimento de buen sabor y alto valor nutritivo. (Shoji, 1998)

El shiitake puede ser comercializado como hongo fresco, deshidratado, en polvo 6 como

extracto. En el mercado Japonés se puede encontrar vino de shiitake, galletas y dulces de
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shiitake (Stamets, 2000).

Este hongo ha sido llamado nutriceutico por sus cualidades alimenticias (buena fuente de
proteina) y medicinal, como potenciador del sistema inmunolégico. (Jaramillo y Rodriguez,

2001). Entre otras propiedades medicinales se encuentran:

v' Es anticancerigeno: posee Lentinan, un polisacarido soluble en agua aprobado
como un agente anticancerigeno en Japon. Chihara, en 1978, publico las
propiedades anticancerigenas del shiitake, afirmando que el Lentinan inhibia el
tumor del Sarcoma 180 y otros tipos de tumores. El modo de accion
probablemente se deba a la activacion de células “T”. Ademas, tiene antioxidantes,
vitaminas A, E y C y selenio (Chihara, 1978).

Antitumoral: presencia de polisacaridos antitumorales.

Antiviral: posee acidos nucleicos.

Reduce el colesterol: tiene sustancias activas contra el colesterol.

SN NEENEEN

Posee sustancias inhibitorias de la aglutinacién de plaquetas. (Jaramillo y
Rodriguez, 2001).

2.6. MERCADO

La demanda de las setas se encuentra en restaurantes de comida mexicana, italiana,
espafola, china y francesa principalmente. De igual forma que estos productos se
comercializan principalmente en tiendas gourmet, su comercializacion también puede
darse en supermercados, pues el empaque y sello del producto proporcionan confianza al

consumidor y seguridad de que son hongos 100 por ciento comestibles.

Algunas de las razones por las que los expertos aseguran que el cultivo de setas si es
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negocio se debe a que: las setas se pueden producir todo el afio, se producen a partir de
materiales poco utiles para el hombre o de desecho, el mercado no esta saturado, se
pueden vender empacadas en supermercados, se pueden comercializar en lata, existe un
mercado potencial en los restaurantes de comida gourmet, hay oportunidades para
exportar, se pueden almacenar y/o vender en conserva, una vez secas se comercializan
en polvo como condimento, son un producto 100 por ciento natural, libre de fertilizantes y
fumigantes, no tienen colesterol, su contenido es alto en vitaminas y minerales y son de
facil digestion (Lynn, 1999).

2.7. ESTADO DEL ARTE: PRODUCCION DE SHIITAKE

La mayoria de los estudios realizados con L. edodes apuntan hacia la evaluacién de
medios de cultivo y sustratos que proporcionen las mejores condiciones y velocidades de
crecimiento del hongo y que ayuden a darle el mejor contenido nutricional posible para
que pueda ser luego evaluado por sus propiedades alimenticias y medicinales. (Royse, y
Sanchez, 2000). Los métodos modernos usan un sustrato basado en madera dura,
arreglado con un suplemento rico en nitrégeno (arroz, centeno de trigo, harina de avena,
harina de trigo), (Stamets, 2000).

Un ejemplo de esto es el estudio realizado Silva et al., 2005 para evaluar el crecimiento y
la produccion enzimatica de las variedades de L. edodes en residuos de eucalipto,
constituido por cortezas de suelo, ramas y hojas. Inicialmente aislaron el microorganismo
para cultivarlo en un medio compuesto de residuos de eucalipto y salvado de arroz
(80:20). Este residuo resulté un material conveniente para el crecimiento micelial con un
rendimiento de 1.4-20.2 mg de micelio / gr. de residuo. Se encontré entonces que este
medio compuesto es ideal para la produccion de las enzimas extracelulares del hongo,
pero también para cultivo de la biomasa micelial, demostrando la utilidad de emplear la

actividad enzimatica para controlar su crecimiento vegetativo. Las respuestas de dichos
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experimentos involucraron la produccion de enzimas como celulasa, hemicelulasa y

ligninasa, las cuales permitieron medir la colonizacion del sustrato.

Debido a que el Shiitake crece de forma silvestre sobre troncos muertos, la mayoria de los
sustratos usados para su produccion tienen como ingrediente principal la madera. Es por
eso que resulta tan importante el trabajo realizado sobre la influencia del tamano de las
particulas de madera (astillas) en el rendimiento del sustrato en Shiitake. En él se realizd
un experimento con tres cultivos del hongo con el fin de determinar el efecto de 4 clases
de particulas (clases 1: 2.8 £ 4 mm; 2: 1.7 £ 2.8 mm; 3: 0.85 + 1.7 mm; 4: < 0.85 mm)
sobre el rendimiento de este. El rendimiento de los sustratos preparados con la clase 4
fueron bajos comparados con los rendimientos obtenidos de las cosechas con las clases
1,2y 3 (27.7%, 12.4% vy 2% respectivamente), encontrando que los sustratos que
contienen astillas de madera de tamano menor a 0.85 mm no son Optimos para la
produccion de shiitake ya que estas pequefas particulas forman espacios con aire tan
pequefos que se disminuye el intercambio de aire entre el interior y el exterior del medio.
Asi, la restriccion del intercambio de gas fue considerada como el principal responsable

de los bajos rendimientos observados, (Royse y Sanchez, 2000).

En cuanto al interés nutricional del shiitake cabe destacar un estudio que se basa en la
comparacion de nutrientes entre diferentes especies de hongos comestibles (Manzi et al.,
1999). Este estudio fue realizado para varios componentes de interés nutritivo como el
agua, proteina, aminoacidos totales, ceniza y minerales, en hongos de especies Pleurotus
ostreatus, Pleurotus eryngii, Pleurotus pulmunarius y Lentinula edodes. Estos fueron
cultivados en el mismo sustrato (salvado de trigo con 15% de remolacha). Se encontrd
gue la humedad de los hongos estudiados es alta (85.2 a 94.7%) y los volumenes de
ceniza van de 6.9 a 10.5% en base seca. El potasio fue el elemento mineral mas
abundante seguido por el magnesio. El nitrégeno total varié de 3.47 a 7.93% (base seca),
y la especie Pleurotus ostreatus presenté la variabilidad mas grande entre las muestras

analizadas. Los aminoacidos mas abundantes encontrados, expresados como los
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porcentajes de aminoacidos totales, son el acido glutdmico (12.8 + 20.9%), acido
aspartico (9.1 £ 12.1%) y arginina (3.7 £ 11.7%), pero en las variedades Pleurotus
pulmunarius 'y Lentinula edodes se observé un porcentaje particularmente bajo de
arginina (3.7 y 5.7%)..

Hasta el momento, entre los estudios realizados y publicados en Colombia para buscar la
forma de adecuar esta técnica de cultivo a las condiciones del pais, se cuenta con el de
Fung et al., 2003 y Jaramillo y Rodriguez, 2001. Ambos arrojan resultados luego de una
investigacion con diferentes desechos agroindustriales como sustratos y bajo
concentraciones fijas, procesos y condiciones adecuadas. Estas investigaciones, a escala
de laboratorio, han tenido como objetivo determinar, entre cierto numero de residuos
agroindustriales (cascarilla de algodén, bagazo de cafia de azucar, cisco de café vy fibrilla
de coco) y residuos de madera (aserrin de roble, de eucalipto, de pino y de roble), el
mejor sustrato para la obtencion del hongo (Fung et al., 2003) y estudiar el
comportamiento de un desecho (borra de café) como sustrato en el cultivo de Shiitake
(Jaramillo y Rodriguez, 2001). El valor de estos estudios es alto, pero se entiende que
para generar procesos agroindustriales productivos es necesario, mas que estudiar los
desechos como sustratos, optimizar su rendimiento mediante evaluaciones de diferentes

concentraciones de éstos dentro de la formulacién del bloque artificial.

Recientemente Gaitan et al., 2006, evaluaron la produccion del hongo shiitake por medio
de una fermentacion solida de ciruela pasa, cebada y salvado de trigo; encontrando que la
ciruela pasa es un gran potencial para el cultivo del hongo; puesto que obtuvo el menor de
tiempo de formacion de primordios (28 dias), la mayor eficiencia biolégica (93.25%) y el
mejor rendimiento (37.46%). Philippoussis et al., 2003, seleccionaron dos variedades de
L. edodes (S4080 y SIEF0231) y las cultivaron en aserrin de roble (OS), salvado de trigo
(WS) y granos de maiz (CC), para estudiar la influencia en el crecimiento del micelio y la
produccion de cuerpos fructiferos. Los resultados de este estudio demuestran que para

las dos variedades del hongo los medios OS y WS mostraron una rapida colonizacion del
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micelio. Los primordios aparecieron entre 4 - 5 dias después de someter a los sustratos a
un choque térmico; obteniéndose un tiempo de fructificacion de 58 dias en WS y 62 dias
en CC. Con el sustrato WS se obtuvo la mayor productividad (BE 54.17%), presentando

tiempos mas cortos de cultivo a través de las diferentes cosechas.

2.8. COMPONENTES IMPORTANTES EN EL SUSTRATO

Minerales como magnesio, calcio, hierro, cobre, manganeso, zinc y, algunas veces
molibdeno, son requeridos para el crecimiento de los hongos (Jennings, 1995). El calcio
se considera el mineral mas importante dentro del crecimiento micelial; por lo tanto
algunos cultivadores adicionan CaCO; y/6 CaSO, a los sustratos suplementados con

viruta de madera. (Royse y Sanchez, 2003).

2.8.1. Sulfato de calcio:

El crecimiento micelial es estimulado por la adicién de este compuesto y genera una

disminucion del pH y un incremento de la biomasa. (Fernandez, 2001).

Leatham y Stahlman, 1987 demostraron que la presencia del sulfato de calcio posibilita la
foto-sensitividad del micelio del shiitake, afectando la formacion y el desarrollo del cuerpo
fructifero. El calcio y el sulfuro son elementos esenciales que afectan el rendimiento.
Adicionalmente realizaron ensayos con shiitake en medios quimicamente definidos, que
mostraron que la ausencia de calcio hizo el micelio insensible al estimulo de la luz y
suspendié la formacion del primordio. Royse y Sanchez 2003 encontraron que la adicién
de CaSO,en rangos no mayores al 2% del peso seco a un sustrato que contenia aserrin

de roble, mijo, salvado de trigo y arroz no afectaron la produccion ni el tamaro del hongo.
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2.8.2. Carbonato de calcio:

El calcio juega un importante papel en el crecimiento del micelio, asi como en su
fructificacion. Royse y Sanchez 2003 probaron que tanto la eficiencia biolégica como el
tamafio del hongo aumentaron cuando se adicion6 0.2%, 0.4% y 0.6% (base seca) de

CaCO; al sustrato que contenia aserrin de roble, mijo, salvado de trigo y arroz.

El uso preferencial por los cultivadores del calcio como CaCO; 0 CaSO, parece haberse
desarrollado empiricamente y los datos experimentales no estan disponibles para
determinar niveles 6ptimos de su uso (Royse y Sanchez, 2003). Se sabe que el CaCO;
tiene un efecto profundo en el pH, mientras que el CaSO, puede tener 6 no un efecto

minimo en el pH del sustrato.

El CaCO; proporciona mas calcio para el crecimiento del micelio que el CaSQO,; puesto
que libera mas facilmente iones Ca*. Puede ser importante realizar varios ensayos para
determinar que cantidad de calcio y otros minerales afectan la cosecha de hongos,
ademas incrementar las concentraciones de minerales para analizar el aumento en el

valor nutricional de los hongos. (Royse y Sanchez, 2003).

Se necesitan mas estudios para comparar las variedades de shiitake, en varias maderas,

con niveles de calcio variables. (Stamets, 2000).

2.8.3. Nitrégeno:

Las fuentes de nitrégeno complejas como la caseina hidrolizada aumentan mas el
crecimiento e inhiben menos la degradacién de lignina que las fuentes de nitrdgeno
simples. La disponibilidad de nitrégeno limita el crecimiento del hongo sobre madera,
mientras que los micronutrientes o vitaminas, no. La degradacion de lignina es un factor
importante para el desarrollo de shiitake, ya que permite acceder a los componentes

nitrogenados de la madera (Boyle, 1998). La cantidad y la calidad de lignina y compuestos
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fendlicos solubles son los principales componentes que varian con los sustratos; en
consecuencia, la capacidad diferencial para producir polifenoloxidasas es probablemente
un factor importante para la adaptacion de diferentes cepas de shiitake a diversos

sustratos (Savoile, 1998).

Componentes como arroz, centeno de trigo, harina de avena, harina de trigo y salvado de

trigo se consideran fuentes de nitrégeno.

2.8.4. Maderas duras

El shiitake es un hongo que degrada y se alimenta de la celulosa y la lignina presente en
la madera, por ello la madera dura (roble y eucalipto) es el ingrediente mas utilizado en
Asia y Norte América para cultivo de shiitake en blogques sintéticos. (Royse y Sanchez,
2000).

Los hongos comestibles pueden ser comercialmente cultivados sobre muchas variedades
de madera, la eleccion de la mejor madera como sustrato depende de las caracteristicas
de cada hongo. En Japon, hongos como shiitake, nameko [Pholiota nameko (T. 1t0)], y
maitake [Grifola frondosa (Dicks. Marco ex)] se cultivan principalmente en medios
basados en madera dura. El crecimiento de los hongos en troncos de madera caidos es
controlado por muchos factores, incluyendo la estructura del tejido, la gravedad
especifica, el tipo de duramen, la dureza, el contenido de la lignina y el contenido de

extractivos en la madera. (Hu et al., 2003)
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2.9. FACTORES DE CONTAMINACION

L. edodes tiene una historia de mas de 100 afios de cultivo en troncos naturales y la plaga
que lo ataca es el hongo parasito Trichoderma spp., (Komatsu, 1976; Tokimoto, 1985) y
recientemente se comprobd que este hongo también parasita en sustratos de aserrin de
madera en la etapa de cosecha (Togashi et al., 1996; Agriculture, Forestry and Fisheries
Research Council Secretariat, Japan 1997). Se sabe experimentalmente que Ila
contaminacion con este hongo causa una disminucién en la cantidad y calidad de los

cuerpos fructiferos.

Yoshie et al., 2002 realizé unos experimentos con sustratos inoculados con L.edodes; e
infectados con Penicillium brevicompactum y otros con Trichoderma.harzianum. El
crecimiento micelial de L. edodes continud hasta cierto tiempo después del contacto con
P. brevicompactum. En cambio, cuando el micelio del L. edodes estuvo en contacto con T.
harzianum el crecimiento se detuvo mas rapido que cuando entro en contacto con P.
brevicompactum. El aspecto superficial de los sustratos de aserrin infectados con P.
brevicompactum fue igual que el aspecto de los sustratos no infectados, mientras que los
sustratos infectados con T. harzianum estaban cubiertos con conidias y fatalmente

danados.

Los hongos parasitos estan divididos en dos grupos: competidores y patdogenos. Los
primeros compiten con los hongos por la nutricién del sustrato y causan posiblemente
infeccidn secundaria con otros patdégenos, y el ultimo ataca los hongos cultivados
(Stamets y Chilton, 1983; Furukawa y Nobuchi, 1996). El hongo P. brevicompactum es
categorizado como el competidor y el hongo T. harzianum como el patégeno. Cuando hay
contaminacion con un hongo parasito patégeno, la biomasa micelial del L. edodes en los
sustratos se ve enormemente influenciada; ya que se reduce la calidad de los cuerpos
fructiferos. (Yoshie et al.,2002).
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3. METODOLOGIA

3.1. UBICACION

La produccion de micelio en caja Petri y la obtencion de la “semilla” se realizaron en el

laboratorio de Biotecnologia de la Universidad EAFIT, sede Medellin, Antioquia, Colombia.

La preparacién de los sustratos e inoculacion de los bloques se llevé a cabo en una finca

ubicada en guarne; considerando la disponibilidad de un autoclave grande.

El crecimiento del hongo en los bloques artificiales y la fructificacion se realizé en la
Universidad EAFIT, sede Llanogrande, Antioquia, Colombia bajo las siguientes
condiciones ambientales: altitud sobre el nivel del mar 2125 metros, temperatura
promedio 17°C, precipitacion promedio entre 1.800 y 2.500 milimetros y humedad relativa

entre 80 y 85%. (Administracién Municipal de Rionegro, 2007).

3.2. MICROORGANISMO

La cepa jumbo de L. edodes Pegler, perteneciente a la coleccién de Fungi Perfecti® LLC

de Estados Unidos se conservo a temperatura ambiente en aceite mineral.

3.3. MATERIALES

Agitador magnético
Agitador orbital New Brunswick Scientific

Algodon
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Asas circulares
Autoclave tipo horizontal Eastern Modelo EA

Balanza analitica
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Balanza analitica Sartorius MA45
Beakers de 250, 500 y 1000 ml
Cabina de Flujo laminar Flow 100V
Cajas Petri

Erlenmeyers de 250, 500 y 1000ml
Frascos de “Gatorade”

Mechero

Micropipetas de 100 ul marca Gilson, 1000ul marca Nichiryo y Wilson
Papel de aluminio

pH-metro Metrohm

Probetas

Puntas marca BRAND, Gilson y QSP
Termdémetro

Hidrometro

3.4. REACTIVOS

Acido clorhidrico 0.01 N

Agar agar (Merck)

Agar extracto de malta (Oxoid)
Agua destilada

Etanol al 70%

Extracto de levadura (Oxoid)

Hipoclorito de sodio al 3y 13%
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NaOH 1 N

Peptona Universal (Merck)

PDA (Merck)

Avena Instantanea marca Exito

Aserrin de eucalipto (aserrio Rionegro)
Sulfato de calcio

Salvado de trigo (Concentrados Judeval)
Motosa de algodén (Concentrados Judeval)
Cascarilla de cacao (Nacional de chocolates)

Viruta de roble (Sr. Raul Arango)

3.5. FORMACION DE LA “SEMILLA”:

Esta etapa consistié en dos procesos:

3.5.1. Produccién de micelio generacion 2 en cajas Petri:

Para esta etapa se obtuvo inicialmente la generacién uno (G1) al replicar la cepa en agar

extracto de malta (MA) a pH 5.5 y se conservé a temperatura ambiente por 15 dias.

A partir de un disefio de experimentos con 3 factores (tipo de medio, porcentaje de aserrin
de eucalipto y pH), con tres niveles para los dos primeros factores y dos niveles para el
pH, se encuentra un total de 18 tratamientos (Tabla 4) los cuales se hicieron por triplicado.
En todos los ensayos se realizaron controles negativos sin presencia de L. edodes con el

fin de identificar posible contaminacion por otros microorganismos. Posteriormente, se
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realiz6 un disefio de experimentos de dos factores (medio de cultivo) de dos niveles (MYA
pH 5.5; OMYA modificado pH 5,5) y porcentaje de aserrin de eucalipto (0,3% y 0,0%) por
triplicado.

Tabla 4. Diseno de experimentos para producciéon de micelio en medios de cultivo

agarizados.
FACTOR
TRATAMIENTO Medio de Aserrin de eucalipto

cultivo PH (%)
1 MYA 5,5 0,2
2 MYA 5,5 0,3
3 MYA 5,5 0
4 MYA 5 0,2
5 MYA 5 0,3
6 MYA 5 0
7 PDYA 5,5 0,2
8 PDYA 5,5 0,3
9 PDYA 5,5 0
10 PDYA 5 0,2
11 PDYA 5 0,3
12 PDYA 5 0
13 OMYA 5,5 0,2
14 OMYA 5,5 0,3
15 OMYA 5,5 0
16 OMYA 5 0,2
17 OMYA 5 0,3
18 OMYA 5 0
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Debido al dificil manejo del medio de cultivo OMYA y a la similitud con el medio de cultivo
MYA, se repitid el experimento con dichos medios (OMYA modificado y MYA a pH 5,5,

con aserrin (0,3%) y sin aserrin de eucalipto).

El aserrin de eucalipto fue calculado teniendo en cuenta que cada caja Petri tiene una
capacidad de 20 ml de medio y se trabaja seis cajas con 0,2% y 6 cajas con 0,3% de este.
El aserrin de eucalipto utilizado pertenecia a un aserrio en Rionegro que solamente
trabaja con maderas de eucalipto, asegurando asi que el sustrato no estaba contaminado

con otros tipos de maderas

La composicion de los medios sélidos para el cultivo en agar se describe en la tabla 5:

Tabla 5. Composicion de los medios sélidos agarizados.

Componentes MYA POYA | omvA | OMYA
Agar agar (g/l) 20 20 20 20
Extracto de malta (g/l) 20
Levadura (g/) 2 2 2 2
Peptona (g/l) 1 1
Agua de papa (g/l) 300
Dextrosa (g/l) 10
Avena instantanea (g/l) 80 40
Azucar de malta (g/l) 10 10

Los medios preparados fueron esterilizados en un autoclave tipo horizontal Eastern
Modelo EA por 20 minutos a 121°C y 15 psig. Estos se sirvieron en la camara de flujo
laminar en cajas Petri previamente esterilizadas y una vez solidificado el medio se
inocularon en la camara de flujo laminar con cuadros de 1 cm?® de la cepa G1 y fueron

incubados a 22 + 2°C.
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En esta etapa se identificd el medio de cultivo que proporcioné el crecimiento radial del
micelio mas rapido y de mejor calidad. El crecimiento radial se determiné midiendo el
diametro del micelio cada dos dias hasta que se colonizaron completamente las cajas

Petri de 9 cm.

3.5.2. Obtencion de la “semilla”:

Para esta etapa del proceso se trabajaron cinco mezclas de sustrato por triplicado como
se muestra en la tabla 6. La humedad relativa y temperatura se mantuvieron
aproximadamente constantes entre 50 =+ 2% y 22 + 2°C respectivamente. La humedad
relativa fue determinada con una balanza sartorius por medio de la evaporacién del agua

a 70°C hasta la obtencion de peso constante.

Tabla 6. Mezclas de sustratos para la obtencion de “semilla”

VIRUTA SEMILLA
TRATAMIENTO
DE EUCALIPTO (%) | DE TRIGO (%)

1 100 0

2 50 50
3 80 20
4 20 80
5 0 100

La preparacion de los sustratos para la generacion de la “semilla” se realizé por triplicado

de la siguiente manera:

1. Se eliminaron las impurezas del trigo y del aserrin hirviéndolos durante 15 minutos

en agua y realizando dos enjuagues con agua.
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2. El sustrato de viruta de eucalipto se dejo remojando por 12 horas y el trigo por 2
horas. Esto con el fin de obtener la humedad requerida para la obtencion del

“semilla” (aproximadamente 50 %),

3. El sustrato fue almacenado en frascos de 500 ml segun el disefio de

experimentos.

La obtencion de la “semilla” se realizd6 por medio de la técnica de inoculacion liquida
(Kawai et al.,1996; Stamets, 2000); teniendo en cuenta que esta técnica proporciona
mayor velocidad de colonizaciéon, mayor pureza de la “semilla” y el medio es de facil

manipulacién (Stamets,2000).

Para obtener el medio liquido se llevd a cabo una fermentacién en 2 erlenmeyers de
capacidad de 500 ml con un contenido de 200 ml de medio de cultivo cada uno (Tabla 7).
La inoculacién de los medios se realizé con 2 cuadros de 1 cm? del micelio cultivado en
MYA con pH 5,5y 0,3% de aserrin de eucalipto y se agitaron a 100 rpm por 72 horas en
un agitador orbital (Stamets, 2000).

Tabla 7. Componentes del medio de cultivo para la fermentacion liquida

Material Cantidad
Agua (ml) 200
Extracto de malta (g) 8
Extracto de levadura (g) 0,4

Aserrin de eucalipto (g) 0,6

Sulfato de calcio (g) 0.2

Se utilizaron 15 ml de este inoculo por cada 250 g de sustrato (Stamets, 2000; Yang y
Jong, 1987). Las muestras con “semilla” fueron agitadas en el momento de adicionar el

inoculo y mantenidas a 22 + 2°C durante 15 dias.
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El andlisis estadistico se realizé con un analisis de varianza (ANOVA) en Statgraphics 5.0

de la siguiente forma:
Factor: combinaciones de sustrato
Variables de respuesta: tiempo de obtencion de la semilla y calidad del micelio

Cinco niveles: cinco combinaciones diferentes

Variables de respuesta:

El seguimiento al crecimiento del micelio se realiz6 cada dos dias hasta el dia 17
observando el porcentaje del frasco colonizado y la densidad del micelio. En todos los
ensayos se realizaron controles negativos sin presencia de L. edodes con el fin de

identificar posible contaminacién por otros microorganismos

Calidad del micelio:

Para determinar la calidad del micelio se realizé6 una observacion cualitativa y se califico

de acuerdo a las siguientes convenciones:
1-2: micelio poco denso (0-30% del grano cubierto por micelio)
2-3: micelio medianamente denso (30 - 80% del grano cubierto por micelio).

3-5: micelio denso (80 - 100% del grano cubierto por micelio)

Tiempo de obtencion de la semilla:

Para establecer el nimero de dias necesarios para colonizar el frasco, se tuvo en cuenta

el dia e n que se colonizo completamente (100%)
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Con este analisis se eligio la mejor mezcla (80% trigo, 20% viruta de eucalipto) para ser

utilizada en el estudio de la produccion de cuerpos fructiferos.

Con ayuda del disefio de experimentos para la obtencion de cuerpos fructiferos, se

realizaron los siguientes calculos para la cantidad de inoculo liquido:

S=127* N*W*1

Donde:

S: total de semilla a producir, en gramos, para la cantidad de sustrato a inocular.
N: # muestras o niveles.

W: peso promedio del bloque.

K porcentaje de inoculacion recomendado por Stamets, 2000.

1.27: factor de aumento para prever una contaminacion del 27%.

Para la cantidad de preinoculo se siguen las recomendaciones de Stamets, 2000 y Yang y
Jong, 1987 de una proporcién de 15ml de inoculo por cada 250 g de sustrato. Y para el

preinoculo se considerd un 10% del total de inoculo a preparar.

*
Volumen preinoculo = (S 15) *0,10
250

Donde:

V: Volumen del inoculo (ml)
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S: total de gramos de semilla a producir.

3.6. PRODUCCION DE CUERPOS FRUCTIFEROS:

Esta parte del proyecto se dividié en diferentes etapas:

3.6.1. Diseno de experimentos:

El disefio de experimentos se realizé de la siguiente forma:

Factor de estudio: Combinaciones de los sustratos (residuos agroindustriales, viruta de
roble, salvado de trigo, CaSO, y CaCOs)

Variables de respuesta: tiempo de colonizaciéon del sustrato, eficiencia bioldgica,

rendimiento, precocidad de colonizacion, tamafio del pileo.

Niveles: numero de combinaciones de sustrato (los residuos agroindustriales y la viruta de
roble se variaron en un 25, 50 y 75%; el salvado de trigo en un 20 y 25%, y el CaSO, y el
CaCOz enun 0, 2.5 y 5% en peso seco, para un total de 55 combinaciones referenciadas

en el anexo 1).

Para lo anterior se realizaron 5 repeticiones por nivel para obtener una mayor
confiabilidad. Para garantizar que las muestras tienen un comportamiento representativo

se respetara el principio de aleatoriedad en la toma de datos.

3.6.2. Preparacion de los sustratos.

Los sustratos utilizados para la preparacion de los bloques artificiales fueron: motosa de

algodon y cascarilla de cacao como residuos agroindustriales; viruta y aserrin de roble
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como suplemento maderable; salvado de trigo como fuente de nitrégeno, y CaSO, y
CaCO; como estimulador de crecimiento (Rasca, 1990) y como regulador de pH

respectivamente.

La humedad de cada bloque fue ajustada con agua hasta alcanzar un valor 50 + 3%.

Todos los sustratos fueron vertidos en bolsas de polipropileno con un agujero de 1 cm?y
tapado con microporo de 3cm x 3cm para el intercambio gaseoso. Las bolsas fueron

selladas con cinta de enmascarar para ser esterilizadas a 121°C por 3 horas a 15 psig.

3.6.3. Inoculacién de la “semilla”:

Luego de obtenida la “semilla” y los bloques armados y esterilizados se procedié a

inocular de la siguiente forma:

1. Se desinfectd el area a utilizar con hipoclorito al 13% y con etanol al 70% y se
prendieron mecheros alrededor del mesén de trabajo.

2. Se retird la cinta de enmascarar y se inoculd con 6 + 1% de “semilla” solida de 15
dias de maduracion.

3. Se sellaron las bolsas con una selladora por calentamiento.

4. Se agitaron las bolsas para garantizar la distribucion de la “semilla” en el sustrato.
(figura 4)

S
-
yes
L]

Figura 4. Bloques inoculados son semilla de L.edodes
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3.6.4. Adecuacion de la salas de incubacion y fructificacion

Se disenaron tres estanterias de 4 tendidos de 1.90 m de largo, 0.8 m de anchoy 0.35 m
de espacio entre tendidos. Se ubicaron alrededor de 21 bloques por tendido para el area

de incubacion (figura 5) y 10 bloques para el area de fructificacion.

Figura 5. Estanterias para la incubacién y fructificacion de L. edodes.

Las condiciones ambientales para cada cuarto estan especificadas en la tabla 8

Tabla 8. Condiciones ambientales en el cuarto de incubacion y fructificacion

AREA INCUBACION AREA FRUCTIFICACION
Luminosidad Oscuridad parcial 8 horas diarias de luz
natural
TEMPERATURA 21-27°C 16-18°C
HUMEDAD RELATIVA 70-80% 60-80%

Los cuartos de incubacion y fructificacion se ubicaron en el oriente antioquefo, el cual

presenta temperaturas entre 12 - 24°C y humedades entre 75-85% (Conexcol, 2006) para
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garantizar las condiciones ambientales de los cuartos. Para verificar estas condiciones

dentro de los cuartos se adaptdé un hidrémetro y un termémetro.

Con el fin de mantener la humedad en el cuarto de fructificacion, se realizaron
aspersiones de agua dos veces al dia por 30 minutos. Adicionalmente se colocaron

ventiladores para disminuir la probabilidad de contaminacién por otros hongos invasores.

3.6.5. Choque térmico:

El choque térmico se realizé una vez el micelio coloniz6 todo el sustrato formando
ampollas (popcorning) de coloracion café (micoderma café). La bolsa fue removida y el
bloque fue transferido al cuarto de fructificacion donde se realiz6 el choque térmico por

una reduccion natural de la temperatura ambiental (10 + 2°C) durante la noche.

3.6.6. Analisis bromatolégicos.

Se realizaron analisis bromatologicos a cada uno de los componentes (cascarilla de
cacao, motosa de algodon, viruta de roble, salvado de trigo) utilizados en la preparacion
de los sustratos, a los hongos producidos por las dos mejores formulaciones y al bloque
de menor tiempo de desarrollo del cuerpo fructifero y que generé hongos de mayor

calidad (mayor tamafio del pileo y alto valor nutricional).

Los analisis bromatologicos se hicieron en el laboratorio de analisis quimico vy
bromatologico de la Universidad Nacional de Medellin. Las caracteristicas estudiadas

tanto de los hongos como del mejor sustrato fueron:

% Calcio (Ca) (espectrofotometria A.A.)
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% Cenizas (Cen.) (Incineracion directa)

% extracto etéreo (EE) (extraccion Soxhlet con inmersion)
% Fibra Cruda (FC) (Weende)

% Fibra Detergente Acido (FDA) (Van Soest)

% Fibra en Detergente Neutro (FDN) (Van Soest)

% Fésforo (P) (espectrofotometria U.V.)

% Humedad (Hum.) (Termogravimétrico por secado)

% Lignina (Van Soest)

% Materia Seca (MS) (Termogravimétrico por secado)

% Proteinas (Pr) (KJEDAHL).

A partir de la informacion suministrada por los analisis bromatolégicos de los residuos
agroindustriales, de la viruta de roble y del salvado de trigo (anexo 2) los cuales fueron

tabulados en el anexo 3, se calculo la relacion C:N de la siguiente forma:

Se sumaron los totales de Pr+FDN+FDA+Lignina+EE con lo que se obtiene una tendencia
aceptable acerca del contenido de materia Organica. Este valor se divide por 1.724 para

obtener la cantidad de carbono.

La cantidad de nitrogeno (N) se calcula dividiendo el valor Pr por 6.25 (factor de
conversion para la proteina) y con estos dos valores se efectu6 el cociente C/N.
(Schuldt.,2002) (Anexo 4)
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3.6.7. Resultados y analisis estadistico:

Las variables cuantitativas determinadas fueron:

e Tiempo de colonizacion: se define como el tiempo necesario para que el micelio

colonice todo el sustrato.

e Precocidad de colonizacion: tiempo necesario desde la inoculacion de la “semilla”

hasta la obtencién de los primeros primordios
e Rendimiento: Kg. de hongo fresco cosechado por unidad de area en m?.

o Eficiencia biologica y tamarfo del pileo: para esta medicion los hongos fueron
cosechados después de observar que la lamina (himeneo) estuvo expuesta y el
sombreo estuvo completamente extendido. Luego de cosechados fueron pesados y

medidos (sombrero y pie). La eficiencia biologica se determiné mediante la ecuacion:

Kg de hongos frescos
Kg de sustrato seco

%BE =

x100 (Stamets, 2000)

El analisis estadistico se realizé por medio de un Analisis de Varianza (ANOVA) con un

nivel de confianza de 95% con ayuda del software Statgrafics 5.0.
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4. RESULTADOS Y ANALISIS

41. CRECIMIENTO DE L. edodes EN MEDIOS AGARIZADOS

El micelio de L. edodes creci6 en todos los medios de cultivo, pHs y porcentajes de
aserrin de eucalipto evaluados, alcanzando un didmetro de 9cm en aproximadamente 14
dias (Figura 6) y ningun control negativo presenté sintomas de contaminacion.

Crecimiento de L. edodes en diferentes medios de
cultivo sélido

0 } OMYA,

__— I mvA

/ }PDYA
=

Diametro (cm)
o

o
5 | =5
//
1 - -
O T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (dias)

——PDYAS5 —=—PDYA5 PDYA5 PDYA5.5 —*-PDYA55 —e—PDYA55 ——MYAS5
0% 0.2% 0.3% 0% 0.2% 0.3% 0%
—MYA5 MYA 5 MYA 5.5 MYA5.5 MYA 5.5 OMYA5 OMYA 5
0.2% 0.3% 0% 0.2% 0.3% 0% 0.2%

OMYA5 OMYA55 ——OMYAS5.5 OMYA5.5
0.3% 0% 0.2% 0.3%

Figura 6. Crecimiento de L. edodes en medios de cultivo agarizados.

De la figura 6 solo se puede observar que los tratamientos con el medio PDYA presentan
la menor pendiente, mientras que los tratamientos con MYA y OMYA comparten

pendientes similares.
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Para poder determinar el mejor tratamiento para el crecimiento del hongo se calcula la
velocidad de crecimiento (cm/dia), teniendo en cuenta que los datos tomados

corresponden a la fase exponencial o de crecimiento.

Cada tratamiento es graficado con el promedio de los diametros de las tres replicas y su
correspondiente error estandar (anexo 5) con el fin de observar la similitud de datos (error
menor al 5%) y entrar a determinar con seguridad la velocidad de crecimiento (pendiente

de la recta que describe el crecimiento).

Para el analisis de la velocidad, se realizé un analisis de varianza para los valores de las
pendientes (Tabla 9) como variable de respuesta y los 18 tratamientos como factor

(anexo 6)

Tabla 9. Valores de la velocidad resultantes de las regresiones para los 18

tratamientos en el andlisis del crecimiento del hongo Lentinula edodes en medios

agarizados.
# pendiente=Velocidad
Tratamiento Tratamiento (cm./dia)
1 PDYA, pH 5, 0% 0,53
2 PDYA, pH 5.5, 0% 0,56
3 MYA, pH 5, 0% 0,66
4 MYA, pH 5.5, 0% 0,66
5 OMYA, pH 5, 0% 0,67
6 OMYA, pH 5.5, 0% 0,67
7 PDYA, pH 5, 0.2% 0,52
8 PDYA, pH 5.5, 0.2% 0,53
9 MYA, pH 5, 0.2% 0,66
10 MYA, pH 5.5, 0.2% 0,67
11 OMYA, pH 5, 0.2% 0,64
12 OMYA, pH 5.5, 0.2% 0,66
13 PDYA, pH 5, 0.3% 0,58
14 PDYA, pH 5.5, 0.3% 0,55
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# pendiente=Velocidad
Tratamiento Tratamiento (cm./dia)

15 MYA, pH 5, 0.3% 0,67

16 MYA, pH 5.5, 0.3% 0,66

17 OMYA, pH 5, 0.3% 0,65

18 OMYA, pH 5.5, 0.3% 0,65

Los resultados del analisis de varianza para la velocidad de crecimiento y tratamiento
(anexo 6) refleja la significancia estadistica del tipo de tratamiento en la velocidad de

crecimiento (p=0.0336) y permite determinar:

1. En la grafica de los intervalos LSD (anexo 7) se observa que los tratamientos
1,2,7,8,13 y 14 son los que presentan menor velocidad de crecimiento. Estos
corresponden a los 6 experimentos con el medio PDYA. El no estar superpuestos
con los otros tratamientos (poca semejanza con los tratamientos de mayor
velocidad de crecimiento) permite descartarlo como medio adecuado para el

crecimiento del shiitake.

2. El traslape entre barras que describen el comportamiento de la velocidad en cada
tratamiento, puede verse influenciado por una no significancia estadistica de los

factores (medio, pH y % aserrin) tomados independientemente.

Teniendo en cuenta la ultima observacion, se hace un analisis de varianza multifactorial

con los tres factores que determinan los 18 tratamientos (anexo 8).

Para el pH y % aserrin:

La grafica de intervalos LSD para el factor pH (anexo 9) y % aserrin (anexo 10) muestra el
traslape casi total de los datos (baja significancia estadistica). Esto significa que no se
diferencian entre si, lo cual se analiza con el valor de p para el analisis multifactorial
(0.6510 y 0.2229 respectivamente) y permite asegurar la no influencia del pH y el %

aserrin en el crecimiento del hongo.
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Para el medio:

Los intervalos LSD muestran la diferencia clara entre PDYA con los otros dos medios y la
similitud entre MYA y OMYA (anexo 11), corroborando lo observado en la figura 6. El
analisis de varianza para el tipo de medio muestra que el medio influye directamente en el

crecimiento del hongo (valor de p= 0,000)

Experimento con MYA y OMYA modificado

Para el analisis de este segundo experimento se hicieron regresiones lineales y se obtuvo
la tabla de valores de la velocidad para los 4 tratamientos (Tabla 10). Con los datos de la
velocidad como variable de respuesta se realiza un analisis de varianza multifactorial para

el tipo de medio y % de aserrin. (Anexo 12)

Tabla 10. Tabla de valores de la velocidad para los 4 tratamientos del segundo

experimento con medios agarizados.

# Tratamiento Pendiente=velocidad
Tratamiento (cm./dia)
1 MYA 0 % aserrin 0,8375
2 MYA 0,3 % aserrin 0,7725
3 OMYA 0 % aserrin 0,784167
OMYA 0,3 %
4 aserrin 0,7725

Los valores de p para ambos factores son mayores a 0.05, lo que indica que no existen
diferencias significativas para estos factores con relacion al crecimiento radial del micelio

en el tiempo.

Todos los medios de cultivo evaluados poseen nutrientes que permitieron crecimientos de

diferente magnitud para el micelio de L. edodes. Para analizar estos resultados es
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necesario identificar las diferencias entre los componentes de los diferentes medios:

1. Se conoce que el fin de la levadura, la cebada, la peptona y la avena es

proporcionar vitaminas como la tiamina y aminoacidos (proteinas) (Stamets, 2000).
Los tres medios tienen estos componentes (Tabla 5: Composicion de medios
sélidos agarizados) lo que nos asegura un contenido de proteinas apto para el
crecimiento del hongo, pero no permite identificar las razones de la diferencia
entre el comportamiento del hongo en los diferentes medios y la similitud entre el
MYA 'y OMYA.

Analizando las fuentes de carbohidratos (azucares), los cuales son esenciales
para el saludable crecimiento del micelio, encontramos una similitud entre los
medios MYA y OMYA y una diferencia de estos con el medio PDYA: para el medio
PDYA la fuente de carbohidratos o azucares es la dextrosa (monosacarido) y para
los otros dos medios (MYA y OMYA) es el azucar de malta o maltosa (disacarido
compuesto por dos moléculas de glucosa) (Stamets, 2000). Es importante aclarar
gque para el MYA la fuente de carbohidratos esta incluido dentro del extracto de
malta el cual contiene aproximadamente 90-92% de carbohidratos (hexosas como
la glucosa y la fructosa; disacaridos como la maltosa y la sacarosa; trisacaridos
como la maltotriosa, dextrinas) y sustancias nitrogenadas donde se incluyen
proteinas, péptidos, aminoacidos, purinas, pirimidinas y vitaminas (Mateos, 2007).
Estas diferencias nos llevan a deducir la importancia de la fuente de carbohidratos
en el crecimiento del micelio y a identificar como mejores medios de siembra el
OMYA y MYA (sin diferencias significativas) por el tipo de carbohidrato (azucar

complejo).

La gran diferencia en la densidad del micelio obtenida en el medio OMYA con relacion al

MYA puede deberse al contenido de avena. Los cereales son una fuente rica en proteinas
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y calorias. Mertz (1975) reporté que la base de aminoacidos en la avena es la mejor de
todos los granos de cereal, con un porcentaje de lisina del 70% aproximadamente del
ideal. La concentracion de proteina de la avena varia de un 10,25% a un 15,69% en peso
seco y la grasa de un 5,7% a un 10,41%, y un porcentaje bajo de cenizas y taninos
(Eggum y Guillord 1983).

Se elige el medio MYA por su facil manipulacion, el pH 5.5 por ser el pH que alcanza el
medio en su preparacion y 0,3% de aserrin de eucalipto por la posibilidad de activar
enzimas lignocelulésicas como es reportado por Stamets 2000, Hatvani y Mécs 2001,
Silva et al. 2005.

4.2. OBTENCION DE LA SEMILLA

El micelio de L. edodes crecioé en todas las combinaciones que contenian semillas de trigo
y viruta de eucalipto, sin embargo la calidad y vigorosidad es muy diferente en cada uno
de ellos (ver figura 7).

Figura 7. Obtencién de “semilla” en sustratos de trigo (T) y viruta de eucalipto (V).

A) 100T, b)80T — 20V, c) 50T — 50V, d) 20T — 80V, e) 100V.

Para ninguno de los controles se reporté signos de contaminacion.
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Tabla 11. Calidad de micelio de L. edodes en diferentes sustratos para la

produccion de “semilla”.

Dia | Dia | Dia | Dia | Dia | Dia
TTO REPLICA | ™5 5 7 » i i
1 - - 1 1 1.5 2
100 % V 2 - -1 [ 15 | 15| 2
3 - - 1 1 1.5 2
C - - - - -
1 1 15| 2 2.5 35
80% \/ - 20% T 2 1 15| 2 25 | 25 | 35
3 - - |15 2 25 | 35
C B - = - -
1 1 15| 15 2 25 3
2 1 1 |15 2 2.5 3
50% V - 50% T
3 1 15| 15 2 25 3
C B - = - -
1 - - |15 3 4
100% T 2 - 1 |15 3 35 4
3 1 15| 2 3 3.2 4
C - - - - -
1 1 2 | 25| 3 45
20% V - 80% T 2 1 |25]|25] 35 45
3 - 2 | 25| a4 4.5 5
C B - = - -

Tabla 12. Porcentaje de colonizacion del micelio de L. edodes en diferentes

sustratos para la produccioén de “semilla”.

TTO |REPLICA| Dia3 | Dia5 | Dia7 | Dia11 | Dia 14 | Dia 17
100 % V 1 - - 20 20 20 25
2 - - 20 20 20 25
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TTO |REPLICA|Dia3 | Dia5 | Dia7 | Dia 11 | Dia 14 | Dia 17
3 - - | 20 | 20 20 20
1 20 | 20 | 25 | 50 65 80
80% V - 2 20 25 50 60 70 80
20% T 3 - - | 25 | 50 60 75
C - - - - - -
1 20 | 25 | 50 | 75 80 | 100
50% V - 2 15 20 40 50 70 95
50% T 3 20 | 30 | 60 | 70 | 80 | 100
C - - - - - -
1 - - |25 | 50 90 | 100
2 - | 20 | 25 | 60 90 | 100
100% T
3 20 | 25 | 25 | 55 90 | 100
C - - - - - -
1 25 | 60 | 75 | 90 | 100 | 100
20% V/ - 2 25 | 60 | 80 | 90 | 100 | 100
80% T 3 - |30 | 60 | 90 | 100 | 100
C - - - - - -

Nota: Para efectos estadisticos se asume que para los tratamientos que no alcanzaron la
colonizacién completa de la “semilla”, su niumero de dias de colonizacion es igual a 18

(numero mayor a 17 dias)

Para la calidad del micelio:
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El analisis de varianza (anexo 13) arrojado para la densidad del micelio por el tratamiento,
con un 95% de confianza, muestra que la calidad del micelio medida en el dia 17 presenta

diferencias significativas entre los tratamientos (valor de p <0.05).

Observando la grafica de intervalos LSD (anexo 14) para el tratamiento por la densidad
del micelio, se puede determinar que el tratamiento con mejor calidad de micelio
presentada es el tratamiento 80% semilla de trigo, 20% viruta de eucalipto. Todos los
tratamientos presentan una densidad de micelio diferente entre si (ninguna barra esta
superpuesta en la grafica intervalos LSD (anexo 14), lo que da una mayor confiabilidad en
asegurar que la calidad del micelio esta relacionada con el tratamiento aplicado al sustrato

para la “semilla”.

Para el tiempo de obtencién de semilla.

En el analisis de varianza para el tiempo de obtencion de semilla por tratamiento (anexo
15) se observa que el tratamiento influye directamente en el tiempo de obtencion del
semilla (valor de p menor a 0,05) y el anexo 16 permite identificar las diferencias en cada
tipo de combinacion de sustrato, pudiendo determinar como mejor tratamiento el

compuesto por 80% semilla de trigo — 20% viruta de eucalipto.

Al estar los sustratos compuestos por dos unicos componentes se puede analizar que lo
que afecta directamente la calidad del micelio es la cantidad de cada uno de estos.
Siendo la semilla de trigo el componente que aporta la diferencia en la obtencion de una

“semilla” mas densa y de mejor calidad.

Estos resultados pueden estar respaldados al conocerse que, la semilla de trigo, es un
suplemento que proporciona un alto contenido de carbohidratos y proteinas, y por ende
un mejor crecimiento del micelio. Boyle 1998 evalué el crecimiento de L. edodes en

maderas suplementadas con diferentes nutrientes, hallando que la velocidad de
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crecimiento del micelio no era limitada por la disponibilidad de carbohidratos y que
muchos suplementos que contenian nitrégeno lo incrementaban sin inhibir la degradacion
de la lignina. Muchos autores han reportado que las fuentes de nitrogeno inhiben la
degradacion de la lignina por muchos hongos (Eriksson et. al., 1990; Boyle et al., 1992)
pero L. edodes y P. ostreatus se han identificado como excepciones (Boyle 1998). Es
entonces de esperar que el suplemento de trigo no afecte la degradabilidad de la lignina

del eucalipto y que su crecimiento aumente en presencia de semillas de trigo.

4.3. PRODUCCION DE CUERPOS FRUCTIFEROS

Para esta parte del proyecto se obtuvieron pocos datos (solo 4 de los 55 tratamientos
presentaron cosecha) debido, en gran parte, a grandes indices de contaminacion. Se
realizaron analisis a cada variable involucrada para obtener resultados que ayuden a

mejorar la obtencion de cuerpos fructiferos.

4.3.1. Tiempo de colonizacion del sustrato:

Esta variable de respuesta fue medida en el cuarto de incubacion. Se hicieron
observaciones de cada uno de los 275 bloques al azar y llevada a la bitacora de

seguimiento de la colonizacion del bloque cada siete dias.

Los datos para el analisis del tiempo de colonizacion del sustrato se sacaron de esta
bitacora, reportando en una tabla el tiempo que tardé cada blogue en colonizarse

completamente (color blanco).

Con los datos del tiempo (en dias) arrojados por estas observaciones se realizd un

analisis de varianza unifactorial (tipo de formulacion) con una variable de respuesta (dias
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colonizacién bloque), para 55 niveles con cinco repeticiones cada uno y un total de 275
observaciones. La tabla ANOVA muestra que el tipo de formulacién y el tiempo de
colonizacién del sustrato tienen una relacion estadisticamente significativa (valor p<0.05)

(anexo 17).

Al asegurar con el analisis estadistico que el tipo de formulacion afecta la colonizacion del
sustrato, se busca la mejor combinacién de residuos para disminuir el tiempo de
colonizacién de este, haciendo un analisis estadistico para cada variable del factor

(cantidad de viruta de roble, residuo de algododn, cascarilla de cacao, salvado de trigo).

Analisis estadistico para cada variable del factor:

El analisis estadistico de las variables del factor “tipo de formulacion” se limita por la falta
de sensibilidad en los datos tomados de la variable respuesta (tiempos de colonizacién
con valores muy altos comparados con los valores de las variables) y la cantidad de

muestra por valor de cada componente.

Inicialmente se realizaron regresiones lineales para obtener la tabla de comparacién entre
modelos de regresion (anexo 18) y se hizo un analisis de varianza a cada uno con el

mejor modelo para identificar su relacion con el tiempo de colonizacién del sustrato.

En el anexo 18 se muestran valores de R-cuadrado y correlaciones bajas para todas las
variables evaluadas, lo cual no permite tener una buena aproximacion para una ecuacion

resultante de estas regresiones para predecir valores 6ptimos.

Sin embargo se analizan las varianzas para cada variable con las regresiones sugeridas
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(color rojo en la tabla del anexo 18) para observar la tendencia de la pendiente y

determinar la relacion con el numero de dias de colonizaciéon del bloque.

Cascarilla de cacao:

Una regresion con el modelo “cuadrado en Y — raiz cuadrada en X” (Mejor valor de R-
cuadrado para el cacao referenciada en el anexo 18) con dias de colonizacion del bloque
como variable dependiente, y tipo de sustrato (cacao) como variable independiente

(anexo 19) arroja la siguiente ecuacion:

¢ = (3347,71+1157.15+ (C ) f

t: tiempo de colonizacién del bloque (dias)

C: kg de cascarilla de cacao

El valor p arrojado por el analisis de varianza (anexo 20) muestra una relacion
estadisticamente significativa entre los dias de colonizacion del bloque y la cantidad de
cacao presente en el sustrato (valor-p menor a 0.05). Lo que significa que la cantidad de

cacao afecta el tiempo de colonizacién del bloque.

El valor positivo de la pendiente (anexo 19) detecta la relacion directamente proporcional
entre la cantidad de cacao y el numero de dias de colonizacion del bloque, es decir, a

mayor cantidad de cacao mayor es el numero de dias de colonizacion del bloque.

Motosa de algodoén:

Para una regresion con el modelo “Inverso en Y — Cuadrado en X’ (Mejor valor de R-
cuadrado para el algodon en el anexo 18) con dias de colonizacion del bloque como
variable dependiente, y tipo de sustrato (motosa de algodon) como variable independiente

(anexo 21) arroja la siguiente ecuacion:
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1
=
(0.0194177 — 0.00197768* (4)?)

A: kg de residuo de algodén

El valor-p arrojado por el analisis de varianza (anexo 22) podria asegurar una relacion
estadisticamente significativa entre los dias de colonizacion del bloque y la cantidad de

algodon presente en el sustrato (valor-p menor a 0.05).

Es posible que el residuo del algodon afecte el tiempo de colonizacion, pero su débil
correlacion puede llevar a deducir que este siempre debe estar combinado con otro

residuo para mejores resultados.

Viruta de roble:

Para una regresion con el modelo “Logaritmico en Y — Raiz cuadrado en X" (Mejor valor
de R-cuadrado para la viruta relacionado en el anexo 18) con dias de colonizacion del
blogue como variable dependiente, y tipo de sustrato (viruta de roble) como variable

independiente (anexo 23) arroja la siguiente ecuacion:

t = exp(4,362 — 0,228015* (V)?)

V: kg de viruta de roble

Tomando como base que el valor-p arrojado por el andlisis de varianza muestra una
relacion estadisticamente significativa entre los dias de colonizacion del bloque vy la
cantidad de viruta presente en el sustrato (valor-p menor a 0.05), podriamos determinar
con los valores de sus coeficientes (anexo 24), que su relacién es inversamente
proporcional, es decir, a mayor cantidad de viruta menor es el numero de dias de

colonizacién del bloque.
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Salvado de Trigo:

Para una regresion con el modelo “Cuadrado en Y — Raiz cuadrado en X” (Mejor valor de
R-cuadrado para el salvado de trigo relacionado en el anexo 18) con dias de colonizacion
del bloque como variable dependiente, y tipo de sustrato (salvado de trigo) como variable

independiente arroja la siguiente ecuacion:
t = (3682,46 +909,422* (T)?)?
T: kg de salvado de trigo

El valor-p arrojado por el analisis de varianza (anexo 26) muestra una relacion
estadisticamente significativa entre los dias de colonizacion del bloque y la cantidad de

trigo presente en el sustrato (valor p menor a 0.05).

Es posible que el trigo, al igual que las otras variables, afecte el tiempo de colonizacion,
pero su débil correlacion (anexo 18) puede llevar a deducir que este siempre debe estar

combinado con otro residuo para mejores resultados.

Los anteriores analisis pueden definir la relacion (directa o indirecta) de cada componente
del sustrato con el tiempo de colonizacion del bloque, pero para obtener formulaciones
Optimas con un numero determinado de dias de colonizacion, se deben evaluar

combinaciones entre residuos:

Regresiones multiples

Viruta de roble, motosa de algoddn, cascarilla de cacao y salvado de trigo:

En esta regresiéon multiple se encontré que el valor-p para todos los factores estudiados
es demasiado alto (anexo 27) y las correlaciones (anexo 28) muestran una alta
dependencia de las variables entre si (valores muy cercanos a 1), lo que podria estar

interfiriendo para dar valores mas correctos en una regresion multiple.
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El hacer analisis con estos resultados estaria llevando a un error, es por ello que para
simplificar el modelo y tener una relacion mas aproximada que la de esta regresion, se

excluye el salvado de trigo del analisis por ser la variable que presenta mayor valor-p.

Viruta de roble, motosa de algoddn, y cascarilla de cacao:

El analisis de regresion multiple para los dias de colonizacion del bloque, viruta de roble,
motosa de algodén y cascarilla cacao (Anexo 29) arroja una ecuacion poco confiable
debido a que la matriz de correlacion (Anexo 30) arroja valores mayores que 0,5 lo que

implica una alta correlacién (dependencia de las variables entre si).

Viruta de roble y motosa de algoddn:

Se hace una exclusion del cacao (mayor valor de p en el anexo 29) y se obtiene una
regresion (anexo 31) que permite observar la relacién apropiada entre algodén y viruta de
roble para nuestro factor de estudio: “dias de colonizacion del sustrato” (valores de p
menores a 0,05 relacionados en el anexo 31 y correlaciones menores a 0,5 relacionados

en el anexo 32).

La ecuacion resultante de esta regresion multiple (tabla 13) permite ver una relacién entre
la cantidad de viruta de roble, la cantidad de motosa de algodon y los dias de colonizacion
del bloque. Esta relaciéon es confiable debido a los valores de correlacién (anexo 32) los

cuales muestran que las variables son independientes entre si.

Partiendo de estas dos variables independientes (viruta de roble y motosa de algodén) se
pudo hallar, por medio de regresiones multiples con las otras variables, combinaciones
gue permiten predecir formulaciones de sustrato para un determinado numero de dias
deseado (tabla 13).

70



Tabla 13. Ecuaciones que describen la relaciéon entre pares de componentes

independientes entre si.

Coef

Segundo componente Ecuacion que los relaciona* coz;er::l:;lon

variables)
Viruta de cascarilla de cacao |t =68,1248 - 6,35307*V + 2,82027*C 0,4718

roble
salvado de trigo t = 69,2826 - 7,43382*V + 5,21932*T 0,1345
Motosa de | cascarilla de cacao |t=48,752 + 4,37184*A + 7,88061*C 0,4718
Algodén

salvado de trigo t = 56,6312 + 1,05707*A + 8,42699*T 0,1345
Viruta de roble y Motosa de algodon t=280,1248 - 9,48757*V — 3,82301*A 0.4718

* t. tiempo de colonizacién del bloque, C: Cascarilla de cacao, A: Motosa de Algodén,

V: Viruta de roble, T: Salvado de trigo.

Al analizar cada una de las ecuaciones resultantes de las regresiones multiples, se
encuentra que todas las combinaciones con viruta de roble predicen disminuciones en

dias por cada gramo de este residuo adicionado (pendientes negativas). (Tabla 13)

Combinaciones entre motosa de algodon y salvado de trigo, y entre motosa de algodén y
cascarilla de cacao no son recomendables debido a que sus pendientes son positivas y el

namero de dias solo podria aumentar con estas combinaciones.

Los tratamientos que mejor tiempo de colonizacién presentaron (17 dias) fueron los
tratamientos 11 y 54 los cuales estan compuestos solo por viruta de roble y salvado de

trigo (anexo 1).

Con respecto al aporte de la viruta de roble se conoce que la utilizacién de sustratos

lignocelusicos para cultivar hongos es dependiente de su capacidad para sintetizar
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enzimas hidroliticas y oxidativas (biosintesis) las cuales convierten componentes
individuales (celulosa, hemicelulosa, lignina) en componentes de bajo peso molecular que
puede ser asimilados por nutriciéon (Buswell et al. 1996). Es por ello que la produccion de
estas enzimas por el micelio del hongo es una parte crucial del proceso de colonizacion y
un determinante en el rendimiento de los hongos. (Jaramillo y Rodriguez, 2001) Teniendo
en cuenta que el trigo es el componente con mayor cantidad de nitrégeno (Anexo 4), se
podria decir que el micelio de L.edodes en este tipo de sustrato (combinacion de viruta de
roble y trigo) logré una mejor produccién de enzimas como respuesta al nitrégeno como
nutriente, el cual es considerado como factor limitante del crecimiento (Kaal et al., 1995) y

permitié una biosintesis mas rapida (tiempo menor de colonizacion del bloque).

Es importante evaluar el tiempo de colonizacion del sustrato como un indicativo de la
rapidez para metabolizar el alimento por parte del hongo. Los resultados estadisticos
arrojaron que el tipo de formulacion del sustrato afecta el tiempo de colonizacién del
bloque. El valor p (anexo 17) permitié asegurar con un 95% de confianza que existe un
efecto real del tipo de formulacion del sustrato sobre el tiempo que tarda en colonizarse el

bloque.

En la figura 8 se puede observar que el 56 % de los tratamientos tuvieron tiempos de
colonizacién mayores a 70 dias, lo cual es mayor a lo reportado por Fung et al., 2003,
quienes usaron residuos agroindustriales como la motosa de algodén para la produccién
del shiitake (70 dias de incubacion). De este 56%, alrededor del 70 %, no colonizaron
totalmente el bloque. (Para efectos estadisticos se asumié para estos experimentos 73

dias de colonizacion del sustrato).
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Dias < 45
9%
45 < dias <70
35%

Dias > 70
56%

Figura 8. Tiempos de colonizacion de L. edodes en los diferentes sustratos.

[l : Dias de colonizacién mayor a 70 dias, [] dias de colonizacion menores a 45 dias

[ ]: Dias de colonizacién entre 45 a 70 dias.

Un tiempo de colonizacion alto puede generarse debido a varios factores: el pH de la
formulacién y el exceso de CO,. El pH es controlado por la adicion de 1 a 2% de CaCO;
y se encontré que el 58% de los bloques con tiempos de colonizacion mayores a 70 dias
no contenian carbonato de calcio. El exceso de CO, puede ser generado por exceso de
nitrégeno (relacion carbono/nitrogeno menor de 40:1), el cual es perdido en forma
amoniacal. Este proceso fermentativo genera un aumento de temperatura y una alta
oxidacion de la materia organica hasta agua y CO, (Fundases, 2007). El 12% de los
bloques con tiempos de colonizaciéon superiores a 70 dias contenian una relacién C/N
menor a 40:1, hecho que también puede justificar los altos tiempos requeridos para su

colonizacion.
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Para el 22% restante de los bloques con altos tiempos de colonizacién, se tienen casos
puntuales de exceso de CaCOg, contaminacion y ausencia de viruta de eucalipto

4.3.2. Produccion de cuerpos fructiferos

Después de 73 dias muchos bloques no habian formado micoderma café (segun lo
reportado en la literatura esta cantidad de dias es muy alta y por tanto no es viable
econdmicamente o probablemente no forme cuerpo fructifero). Se decide abrir las bolsas

para aumentar la aireacién del bloque y disminuir asi los niveles de CO..

Al abrirlas, no ocurre lo esperado (acelerar el proceso de maduracion del micelio al
disminuir cantidades de CO,) y comienza un brote de contaminacién en algunos de los
blogues en el cuarto de fructificacion. De dichos bloques no hubo produccién alguna de

cuerpos fructiferos.

Para encontrar una relacion entre el hongo invasor y la inhibicion de los carpéforos se
caracterizé dicho hongo y se encontré6 que de igual forma que el Trichoderma sp., el

hongo tuvo un crecimiento en forma circular y sus esporas eran de color verde.

Teniendo en cuenta los siguientes aspectos se puede terminar de identificar al hongo
invasor posiblemente como Trichoderma sp (Figura 9):

Figura 9. Contaminacion de bloques con Trichoderma harzianum
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Es un hongo que frecuentemente parasita a los hongos.
e Que puede inhibir 6 reducir los cuerpos fructiferos.

e Es uno de los contaminantes mas recurrentes en los cultivos de hongos

comestibles y en menor grado en el cultivo agar y semilla.
e Prolifera durante la cosecha.

o Prefiere pH acidos (4 - 5,5). (Stamets y Chilton, 1983; Yoshie et al., 2002)

Los grandes indices de contaminacion con este hongo, no permitieron obtener los
suficientes resultados para determinar las variables de respuesta que solo se pueden
medir después de la cosecha (eficiencia bioldgica, rendimiento, precocidad de
colonizacién, tamafo de pileo) compararlas estadisticamente y determinar el mejor
tratamiento. Solo pueden ser medidas para 4 tratamientos a los que se les realizo el
choque térmico cuando se evidencio micoderma café, y analizadas solo para dos de

estos cuatro por ser los unicos que poseian replica con produccion de cuerpos fructiferos.

Variables cuantitativas en la produccion de cuerpos fructiferos:

Se obtuvieron cosechas de los tratamientos 1, 11, 43 y 54 los cuales estan compuestos
como se muestra en la Tabla 14 y arrojan las variables de respuesta mostradas en la
tabla 15.

Tabla 14. Composicion de los tratamientos 1, 11, 43 y 54

% % % % % %
Viruta de Motosa de Cascara de
Tratamiento roble algodén cacao Salvado de trigo CaCO; CaS0,
1 75 25 0 0 0 0
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% % % % % %
Viruta de Motosa de Cascara de
Tratamiento roble algodén cacao Salvado de trigo CaCO; CaS0,
11 75 0 0 20 5 0
43 75 0 0 20 2,5 2,5
54 75 0 0 25 0 0

Tabla 15. Eficiencia bioldgica, tamano de pileo, rendimiento y precocidad de

colonizacion para los tratamientos con cosecha.

Bloque | Bloque | Bloque |Bloque| Bloque | Bloque
1B 1M1E 1A 1B 43D 54 A
Eficiencia
biolégica (%) 12,7 12,3 7,5 3,1 16,1 21,5
Tamano promedio | 73 10,1 6,0 4,7 93
de pileo (cm.)
Rendimiento
(Kg/mZ) 2,1 2,1 1,2 0,5 2,5 3,8
Precocidad de
colonizacion. 66,0 72,0 66,0 80,0 125,0 74,0
(dias)

El estudio comparativo (analisis de varianza para cada variable de respuesta) solo se

pudo realizar para los tratamientos 1y 11 por ser los unicos que poseen replica.

Analisis estadistico para tratamientos 1y 11

Los analisis de varianza obtenidos para el tamafio de pileo y precocidad de colonizacion

(anexos 33 y 35) indica que no existen diferencias significativas (p>0.05), es decir, el

tratamiento no influye en el tamafio del pileo y la precocidad de colonizacion. Este valor p

es el resultado de la similitud de los datos para los dos tratamientos con respecto al

tamarno del pileo evidenciado en los intervalos LSD (anexo 34 y 36)
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El resultado para la precocidad de colonizacion puede deberse a que los choques
térmicos para tres de los tratamientos se realizaron el mismo dia. Es decir, si la
precocidad de colonizacion es el tiempo transcurrido desde la inoculacion hasta la
aparicion de los primeros carpoéforos, y la aparicion de estos esta relacionada con el

choque térmico, los valores se ven influenciados y se tornan similares.

El tamafo de pileo mayor reportado por Philippoussis et al., 2003 es de 6,83 cm., por
Gaitan et al., es de 15 cm. y por Gonzalez et al., 2006 es de 10,8 cm. Estos valores dejan
ubicar los tratamientos reportados en este estudio en una buena posicion, por tamano de

pileo, comparado con los encontrados en la literatura

Para las variables rendimiento y eficiencia biolégica, se encuentran algunas diferencias
significativas (anexos 38 y 40). Los valores que se sobreponen logran que el valor p
arrojado (0.0808 y 0,0847 respectivamente) permita asegurar con solo un 92% de

confiabilidad que el tratamiento influye en el rendimiento.

Analizando los tratamientos 1 y 11 se encuentra que el tratamiento # 11 presentd la mejor
eficiencia bioldgica (12.66 y 12.25%) con respecto a la eficiencia biologica del tratamiento
1 (7.52 y 3.09%) (tabla 15) para la primera cosecha. Teniendo en cuenta que existen
diferencias significativas, se puede elegir al tratamiento 11 con respecto al 1 como el
sustrato donde mejor se comporto el hongo. Debemos anotar que las eficiencias de los
blogues 43 y 54 son mayores que estas pero que no se pueden compara
estadisticamente y seria necesario repetir el experimento para poder hacerlo. Las
eficiencias biologicas reportadas por Gaitan et al., 2006 (EB desde 37,02% a 93,25%),
Jaramillo y Rodriguez afio (EB alrededor del 75%), Philippoussis et al., 2003 (EB 54,17%)
y Gonzalez et al., 2006 (EB 55,5% y 44,2%) son mucho mayores a las halladas en esta
investigacion debido a que estas corresponden a un total de 2 a 3 cosechas consecutivas
mientras que en esta investigacion solo se logré obtener la primera cosecha debido a
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problemas de contaminacion.

En la siguiente fotografia (Figura 10) se pueden observar los cuerpos fructiferos del

bloque # 11 con 4 dias de formacion del cuerpo fructifero y una vez cosechados.

Figura 10. Cuerpos fructiferos del bloque # 11. a) Fructificacion 4 dias después de la

obtencion de los primeros primordios, b) shiitake cosechado.

4.3.3. Andlisis de los estudios bromatolégicos

Estos analisis permitieron determinar las cualidades nutricionales del sustrato para los
hongos (relacion C:N), valor nutricional de hongos cosechados y evaluacion de la posible

utilizacién de los bloques después de la cosecha como alimento para rumiantes.

Analisis bromatolégicos para componentes del sustrato.

Salmones et al., 2006 reportd para altas eficiencias biolégicas una relacion carbono
nitrégeno de 159,6:1 para el bagazo de cafa y 131,1:1 para la hoja de la cana de azucar.
Se encuentra importante identificar la importancia de estos valores en los resultados de
este proyecto.
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Se realiza una distribucion de la relacion C:N en los diferentes tratamientos (tabla 16),
donde se encuentra que solo 14 tratamientos estan en el rango de datos reportados por

salmones et al., 2006.

Tabla 16. Distribucion de la relacion C:N para los diferentes tratamientos

Rango de valores para la
relacion C:N # tratamientos %
Menores que 51 16 29,09%
entre 50 y 100 25 45,45%
Entre 100y 150 9 16,36%
mayores a 150 5 9,09%

Es importante resaltar que entre este 16% (valores entre 100 y 150: 1) se encuentran 3 de
los sustratos que produjeron cuerpos fructiferos y con menor tiempo de colonizaciéon del

sustrato (menores a 23 dias).

Analisis bromatolégicos para hongos:

Considerando que los tratamientos 1 y 11 fueron los sustratos que proporcionaron menor
tiempo en el desarrollo del cuerpo fructifero, se realizaron analisis bromatoldgicos a los
hongos producidos por estos, para identificar la produccion mas rica en nutrientes. En la

tabla 17 se muestra la composicion nutricional de los hongos:

Tabla 17. Composiciéon quimica hongos cosechados de los tratamientos 1y 11*

Muestras

Composiciéon quimica (%)
Hongos sustrato # 1 Hongos sustrato # 11

Calcio (Ca) 0.03 0.03
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Muestras
Cenizas (Cen) 5.8 6
Extracto Etéreo (EE) 1.1 1.2
Fibra cruda (FC) 23.1 19.1
Fosforo (P) 0.34 0.32
Humedad 79 77.2
Proteinas (Pr) 20.8 26.1

* Resultados expresados en base seca

El valor contenido de proteina hallado en los hongos producidos por el tratamiento # 11
(26.1%) fue superior al obtenido con el tratamiento # 1 e incluso se obtuvo un porcentaje
mas alto que el reportado en base seca por Gaitan et al., 2006 en sustratos de ciruela

pasa, cebada y salvado de trigo (14.87, 16.12 y 14.72, respectivamente).

La cantidad de proteinas presentes en los hongos de los tratamientos 1y 11, (20.8 y 26.1,
respectivamente) son mayores que las que contiene la carne (15-20%) (Castillo, 2007),
que las presentes en el huevo (13%) (Anénimo 1) y en la leche (3-3.5%) (Andnimo 2); por
tanto el shiitake puede ofrecerse como un alimento alternativo para una dieta que

requiera altos consumos de proteina.

El contenido de fibra cruda es el segundo valor mas alto encontrado en los hongos, el
tratamiento # 1 posee mayor cantidad de FC (23.1%) que el tratamiento # 11 (19.1%).
Comparando los resultados de FC (en base seca) reportados por Gaitan et al., 2006 para
L. edodes en sustratos de ciruela pasa, cebada y salvado de trigo (1.95, 2.15 y 2.2,
respectivamente), se observa que los valores obtenidos en este trabajo son mayores, por
lo que se podria recomendar su consumo para mejorar la actividad digestiva del cuerpo

humano.
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El extracto etéreo representa el contenido de grasa, el cual no es muy diferente entre los
tratamientos 1 y 11 (1.1 y 1.2%, respectivamente). El bajo contenido encontrado con
respecto al reportado por Morais et al., 2000 para shiitake cultivados en viruta de madera

(1.82-2.76 % en base seca) confirma el bajo contenido de grasa de los hongos.

El fésforo es un elemento importante dentro de la nutricion humana porque interviene en
la formacién y el mantenimiento de los huesos, el desarrollo de los dientes, la secrecion
normal de la leche materna, la formacion de los tejidos musculares y el metabolismo
celular (Licata,2007), sin embargo no puede ser mayor a 0.7 % del alimento consumido
diariamente (Demirci,2006). El contenido de fésforo hallado en los cuerpos fructiferos de
L. edodes para los tratamientos 1 y 11 son menores a este valor por lo tanto pueden ser

consumidos diariamente.

El porcentaje de calcio encontrado en los hongos de los dos tratamientos es acorde a la
cantidad de calcio reportado por Manzi et al., 1999, pero el porcentaje de cenizas y
humedad son bajos si se comparan con los resultados obtenidos por dichos autores (tabla
18).

Tabla 18. Porcentaje de Ca, Cenizas y humedad en el hongo L.edodes Manzi et al.,
1999*

Composicion quimica % L.edode.;s/ ?er?ggggg de trigo
Ca 0.014-0.042
Cenizas 6.9-10.5
Humedad 90

* Resultados reportados en base seca.

Los resultados obtenidos de la humedad para los tratamientos #1 y #11 (79 y 77.2,

respectivamente) pueden estar respaldados por parametros como el tiempo después de la
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cosecha, la temperatura y la humedad relativa durante el crecimiento del hongo (Bano y
Rajarathnam,1988); ya que los hongos pudieron haber perdido un poco de humedad
mientras fueron trasladados desde Rionegro hasta las instalaciones de la Universidad
Nacional de Colombia Sede Medellin y algunas veces la temperatura oscilé entre 20 + 2 °
C, que fue un poco mas alta que la recomendada en la literatura para el cuarto de
fructificacién (16-18° C) (Stamets y Chilton, 1983).

Analisis bromatolégico para mejor bloque:

Los hongos con mayor contenido proteico son los del tratamiento # 11, por ello son
considerados los de mas alto valor nutricional. Teniendo en cuenta estos resultados se
realizé un analisis bromatoldgico al sustrato # 11 para evaluar la posibilidad de utilizar

dicho bloque, después de la cosecha, como alimento para rumiantes (tabla 19).

Tabla 19. Composicion quimica bloque 11 después de la cosecha*

Composiciéon quimica % | Bloque # 11 | Forrajes**
Ca 247 0.8-0.9
FDN 59.8 50-70
P 0.32 0.2-0.4
Lignina 14.1 6-10
Pr 4.4 15

*Resultados en base seca
** Informacion suministrada por Cuellar, 2007

Comparando los resultados de los analisis bromatoldgicos para el bloque # 11 y la
informacion suministrada por Cuellar (tabla 19), se observa que el porcentaje de calcio y
de lignina son muy altos; el porcentaje de FDN, el porcentaje de fosforo se encuentran
dentro del rango permitido y, el contenido proteico es muy bajo. Considerando estos

resultados se puede analizar que el bloque # 11 no es conveniente usarlo para
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alimentacion animal; ya que su alto valor de lignina no permite que sea un alimento
digerible y ademas la alta cantidad de calcio no es conveniente para el rumiante porque el
exceso de calcio reduce la actividad cardiaca asociada con fallas respiratorias y por

consiguiente, puede llegar a producir paros cardiacos (Navarro, 1987).
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5. CONCLUSIONES

El tipo de medio de cultivo agarizado influencia significativamente el crecimiento del
micelio de L. edodes sin importar el porcentaje de aserrin (0.2%, 0.3%) y el pH utilizado (5
y 5.5), obteniendo como mejores medios de cultivo el MYA y OMYA en comparacion con
el PDYA. Probablemente esto sea causado por la calidad nutricional del MYA y OMYA ya
que estos poseen altos contenidos de carbohidratos mas complejos comparados con el
PDYA.

El pH y el porcentaje de aserrin de eucalipto no influencia significativamente el
crecimiento micelial de L. edodes en los diferentes medios de cultivo agarizados
evaluados. Esto implica mayor rapidez y agilidad en la preparacion de los medios de

cultivo.

El OMYA modificado a pH 5.5 no present6 diferencias significativas con relacion al MYA
pH 5.5, por lo tanto se puede utilizar como medio de cultivo para L. edodes presentando

beneficios en costos y facilidad de preparacion.

Todos los tratamientos para la obtencién de la semilla, presentaron una densidad de
micelio diferente entre si, lo que muestra una relacién entre la calidad del micelio y el

tratamiento aplicado.

El micelio de L. edodes crecié en todas las combinaciones que contenian semillas de
trigo, diferenciandose en la calidad y vigorosidad del hongo. Se identifica como mejor
tratamiento el compuesto por 80% semilla de trigo — 20% viruta de eucalipto por su tiempo

de colonizacién de la semilla y calidad de micelio.
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Los tratamientos que menor tiempo de colonizacion presentaron (17 dias) fueron los
tratamientos 11, 51 y 54 (compuestos por viruta de roble y salvado de trigo); posiblemente
por la activacion de enzimas como respuesta a la cantidad de nitrogeno (trigo). Esto
probablemente permitié un crecimiento del micelio en un menor tiempo gracias a la rapida

degradacion de la lignina contenida en la viruta de roble.

El tamafo del pileo y la precocidad de colonizacién obtenida con los tratamientos 1 y 11
no presentan diferencias significativas. Por ende la presencia de motosa de algodén o el

salvado de trigo no proporciona elementos que diferencien estas dos variables.

Los hongos obtenidos con 75% viruta de roble, 20% de salvado de trigo y 5% CaSO,
(tratamiento # 11) contienen el mayor porcentaje proteico de los cuerpos fructiferos
evaluados (26,1%), y mayor a aquellos reportados por Gaitan et al., 2006 donde obtienen
valores de 14.9, 16.1y 14.7%.

El sustrato resultante del proceso de transformacion con L. edodes del tratamiento con
75% viruta de roble, 20% de salvado de trigo y 5% CaSO, (# 11) no es apto para
alimentacion de rumiantes por su alto valor de lignina y calcio; ademas de su bajo

contenido proteico.

La cascarilla de cacao no es un buen suplemento para la obtenciéon de cuerpos fructiferos
de L. edodes bajo las condiciones y sustratos evaluados. La cascarilla aunque posee

muchos contenidos proteicos, genera compactacion en el bloque.
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6. RECOMENDACIONES

Evaluar la importancia del uso de aserrin de eucalipto en la activacion de enzimas
lignocelulésicas de L. edodes en medios agarizados y su influencia en la adaptacion del

micelio en el sustrato de la etapa del semilla.

Evaluar la densidad y calidad del micelio en la obtencién de semilla con lupa o al
estereoscopio estableciendo el porcentaje de colonizacién de la superficie del grano, con

el fin de establecer una técnica mas reproducible y medible.

Para obtener resultados satisfactorios en la produccion de shiitake, es necesario
proporcionarle las condiciones adecuadas para su crecimiento y fructificacion. Esto se
refiere a sustratos celulésicos que contengan los nutrientes basicos para su crecimiento,
ademas del control de las condiciones ambientales como la temperatura, humedad,
incidencia de la luz, asepsia y concentracion de oxigeno.(Fung et al., 2003). Y para ellos

se presenta un disefio de un cuarto de fructificacion (anexo 41).

Para disminuir la posibilidad de contaminacion en los cuartos de incubacioén y fructificacion

por exceso de humedad, se recomienda utilizar estanterias con niveles perforados.

La eficiencia biolégica para los tratamientos 54 y 43 fueron significativamente altas
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comparadas con los resultados de 1 y 11. Esto nos lleva a recomendar un segundo
estudio con estos 4 tratamientos (con 7 replicas cada uno por vulnerabilidad del sustrato a

contaminaciones) para identificar con mas claridad el mejor tratamiento

El analisis estadistico de las variables del factor “tipo de formulacion” se limita por la falta
de sensibilidad en los datos tomados de la variable respuesta (tiempos de colonizacién
con valores muy altos comparados con los valores de las variables) y la cantidad de
muestra por valor de cada componente. Se recomienda para proximas investigaciones

reducir el tiempo de medicion, tratando de ser mas exacto en la variable tiempo.

Debido a la no existencia de estudios en Colombia del L.edodes como antioxidante se
recomienda realizar una investigacién sobre el uso de este hongo en su funcién de

antioxidante.
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ANEXOS

Anexo 1. Diseio de experimentos para la produccion de cuerpos fructiferos

% Viruta de

% Motosa

% Cascarilla de

% Salvado

110 roble de algodén cacao de trigo % CaCOs % CaS04

1 75 25 0

2 25 50 25 0 0
3 25 50 20 2,5 2,5
4 0 25 50 20 0 5
5 50 25 20 5 0
6 50 25 25 0 0
7 50 50 0 0 0
8 25 50 20 5 0
9 25 25 25 25 0 0
10 25 50 25 0 0
11 75 0 20 5 0
12 25 75 0 0 0
13 75 20 2,5 2,5
14 75 20 0 5
15 25 50 20 5 0
16 25 50 20 0 5
17 75 25 0 0 0
18 75 20 0 5
19 75 20 5 0
20 50 50 0 0
21 0 50 50 0 0
22 50 25 20 0 5
23 50 25 20 2,5 2,5
24 0 75 25 0 0
25 50 25 25 0 0 0
26 50 25 0 20 0 5
27 25 25 25 20 5 0
28 25 0 50 20 2,5 2,5

98




TTO0 | oble | dealgodén | cacao | cetrigs | %C3COs | %CasOs
29 0 0 100 0 0 0
30 0 50 25 20 5 0
31 0 50 25 20 0 5
32 0 25 50 25 0 0
33 25 50 0 20 0 5
34 50 0 25 25 0 0
35 25 50 20 2,5 2,5
36 25 50 20 5 0
37 50 25 20 2,5 2,5
38 25 50 25 0 0
39 25 0 75 0 0
40 25 25 50 0 0
41 50 0 25 20 5 0
42 25 25 25 20 0 5
43 75 0 0 20 2,5 2,5
44 25 25 25 20 2,5 2,5
45 100 0 0 0 0
46 0 75 20 0 5
47 50 25 25 0 0
48 25 75 0 0 0
49 0 75 0 20 2,5 2,5
50 0 75 20 5 0
51 100 0 0

52 0 75 0 25

53 50 25 0 20 2,5 2,5
54 75 0 0 25 0 0
55 0 75 25 0 0 0
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Anexo 2. Analisis bromatoldgicos

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION ANIMAL
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y BROMATOLOGICO
CALLE 59 A#63 - 20 BLOQUE 11 OFICINA 116

TELEFAX: 4309034

E-mail: bromatol@unal.edu.co

Informe No: 33318

Fecha: 2006-07-12

Nombre del interesado: UNIVERSIDAD EAFIT
Tipo de alimento: CASCARILLA DE ALGODON

CALCIO %
CENIZAS %
EXTRACTO ETEREO %

FIBRA CRUDA %

FIBRA EN DETERGENTE NEUTRO % =
S
HUMEDAD %

LIGNINA %
MATERIA SECA %

OBSERVACIONES

Resultados expresados en base seca.
Factor de conversién para la proteina: 6,25.

ANDRES CUELLAR GARCES
Jefe de laboratorio
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION ANIMAL
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y BROMATOLOGICO
CALLE 59 A #63 - 20 BLOQUE 11 OFICINA 116

TELEFAX: 4309034

E-mail: bromatol@unal.edu.co

Informe No: 33316

Fecha: 2006-07-12

Nombre del interesado: UNIVERSIDAD EAFIT

Tipo de alimento: CASCARILLA DE CACAO
T W -
R R

OBSERVACIONES

Resultados expresados en base seca.
Factor de conversién para la proteina: 6,25.

/. ANDRES CUELLAR GARCES
Jefe de laboratorio
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION ANIMAL
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y BROMATOLOGICO
CALLE 59 A # 63 - 20 BLOQUE 11 OFICINA 116

TELEFAX: 4309034

E-mail: bromatol@unal.edu.co

Informe No: 33319

Fecha: 2006-07-12

Nombre del interesado: UNIVERSIDAD EAFIT

Tipo de alimento: SALVADO DE TRIGO
AL e
BRI s
EXTRACTO ETEREQ % o 363
B SRR I TR T— B
ot et o B o
.................................... i
e
10,20
TR e o
MATERIASECA% T a0 a0

OBSERVACIONES

Resultados expresados en base seca.
Factor de conversion para la proteina: 6,25.

 ANDRES CUELT AR GARCES
Jefe de laboratorio
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA SEDE MEDELLIN
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
DEPARTAMENTO DE PRODUCCION ANIMAL
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y BROMATOLOGICO
CALLE 59 A # 63 - 20 BLOQUE 11 OFICINA 116

TELEFAX: 4309034

E-mail: bromatol@unal.edu.co

Informe No: 33317

Fecha: 2006-07-12
Nombre del interesado: UNIVERSIDAD EAFIT

Tipo de alimento: VIRUTA DE ROBLE
R S5
CENIZAS % e 0,89
0,94
74,65
- 83,80
88,90
T 0,02
HUMEDAD % 12,00
LIGNINA % 6,20
e e
PROTEINAS %~~~ 064
OBSERVACIONES

Resultados expresados en base seca.
Factor de conversion para la proteina: 6,25.

PART AMENTO D PROTICCION .-‘\‘r-”‘f.*i;"\;"—
ANDRES CUELLAR GARCES
Jefe de laboratorio
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE COLOMBIA SEDE MEDELLIN
FACULTAD DF CIENCIAS AGROPECLIARIAS

DEPARTAMENTO DE PRUDUCCION ANIMAL ‘
LABORATORIO DE ANALISIS QUIMICO Y BROMATOLOGICO
E-mail: bromatoi@unaimed.edu.co

Autopista Norte Carrera 64*Calle 65 Bloque 11 Oficina 116 (Medellin)
Tel/Fax: 430 90 34

informe No: 38128
Fecha avizo: Fecha Impresidn: 13/02/12007
RESULTADOS DE ANALISIS BROMATOLOGICOS

Nombre del interesado UNIVERSIDAD EAFIT
Direccion. Carrera 49 7SUR-50, Tel. 261 95 00 EXT 688
Tipo de alimento. SUSTRATO
Descripoién 11-B
o Método de analisis
CALCIO % ) o AT ESPECTROFOTOMETRIAA A,
CENIZAS % ‘ 107 INCINERACION DIRECTA

EXTRA‘CTO “1 :RFD “a. EXTRACCICN SOXHLET CON iNMER‘).ON

) F!BRA CRLDA % WEENDE
FIBRA DETERGENTE ACIDO % VAN SQEST
FIBRA EN UEIERGENTE NEUTRO % VAN SOEST
FOSFORO % ESPECTROFOTOMETRIAU V. V8.
" HUMEDAD % TERMOGRAVIMETRICO POR SECADG
LIGNINA % VAN SOEST
MATERIASECA%  TERMOGRAVIMETRICO POR SECADC
PROTEINAS % KJELDAHL '
OBSERVACIONES

Factar de conversian para la proteina: 8,28
Resuitados expresacos en base seca

“Ests informe no se puade reproducir en forma parcial ni total.
*En caso de requerir una copia del informe de resultados solicitelo al Coordinador del Laboratorio
*Los resullados son aplicakies 800 a la muestra de ensayo.

. @WS 4 Cofombin

ELLAR GARCES
Cool B0 al:'u'ru-w.ua l(.u-v‘ug D’Dmﬂhbw

Pégina 1 de 1
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Anexo 3. Composicion de los componentes de los sustratos para la produccién de
cuerpos fructiferos.

ANALISIS BROMATOLOGICOS
VIRUTA | ALGODON | CACAO | TRIGO

CALCIO 0,07% 0,12% 0,43% 0,11%
CENIZAS 0,89% 3,76% 10,97% 5,41%
EXTRACTO ETEREO 0,94% 2,69% 1,94% 3,63%
FIBRA CRUDA 74,65% 57,42% 26,46% | 11,40%

FIBRA EN DETERGENTE ACIDO | 83,80% 67,40% 43,00% | 13,70%
FIBRA EN DETERGENTE

NEUTRO 88,90% 86,60% 45,00% | 41,30%
FOSFORO 0,02% 0,08% 0,30% 1,02%
HUMEDAD 12,00% 11,80% 5,80% 10,20%
LIGNINA 6,20% 7,10% 8,20% 3,20%
MATERIA SECA 88,00% 88,20% 94,20% | 89,80%
PROTEINAS 0,64% 3,93% 13,78% | 17,74%

Anexo 4. Relacion Carbono/ Nitrégeno para los compuestos de los sustratos para la
obtencion de cuerpos fructiferos.

CALCULOS PARA RELACION DE CARBONO NITROGENO

VIRUTA | ALGODON CACAO TRIGO
CONTENIDO MATERIA
ORGANICA 180,48% | 167,72% 111,92% 79,57%
CANTIDAD DE CARBONO 104,68% 97,29% 64,92% 46,15%
CANTIDAD DE NITROGENO 0,10% 0,63% 2,20% 2,84%
C:N 1022,25 | 154,7159396 | 29,44430039 | 16,2606723
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Anexo 5. Graficas de Cada tratamiento del analisis del crecimiento del hongo en

medio agarizado con el promedio de los diametros de las tres replicas y su
correspondiente error estandar

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento PDYA, pH 5,
0% aserrin

Diametro (cm)

2 4 6 8 10 12 14

Tiempo (dias)

‘ —%— Diametro Promedio ‘

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento PDYA, pH 5y
0,2% aserrin

Diametro (cm)

2 4 6 Tiemp% (dias) 10 12 14

‘ —— Diametro Promedio

106



Diametro (cm)

Diametro (cm)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento PDYA, ph 5,
0,3% aserrin

2 4 6 Tiemp® (dias) 10 12

‘ —&— Diametro Promedio ‘

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento PDYA, pH
5.5, 0% aserrin

2 4 6 Tiemp® (dias) 10 12

—&— Diametro Promedio
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Diametro (cm)

Diametro (cm)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento PDYA, pH 5.5,
0,2%

2 4 6 Tiemp? (dias) 10 12

‘ —=— Diametro Promedio ‘

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento PDYA, pH
5.5, 0,3% Aserrin

2 4 6 Tiemp® (dias) 10 12

—&— Diametro Promedio
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Diametro (cm)

Diametro (cm)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento MYA, pH 5,
0% aserrin

2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

—&— Diametro Promedio

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento MYA, pH 5,
0,2 % aserrin

2 4 6 8 10 12

Tiempo (dias)

—4— Diametro Promedio
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Diametro (cm)

Diametro (cm)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento MYA, pH 5,
0,3% aserrin

2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

—=&— Diametro Promedio

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento MYA, pH
5.5, 0.2% aserrin

2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

—— Diametro Promedio
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Diametro (cm)

Diametro (cm)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento MYA, pH
5.5, 0 % aserrin

2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (dias)

—=&— Diametro Promedio

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento MYA, pH
5.5, 0.3% aserrin

2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (dias)

—o— Diametro Promedio ‘
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Diametro (cm)

Diametro (Dias)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento OMYA, pH
5.5,0,3%

2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

—=&— Diametro Promedio

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento OMYA, pH
5.5, 0,2% aserrin

2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

—e— Diametro Promedio
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Diametro (cm)

Diametro (cm)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento OMYA, pH
5.5, 0% aserrin

1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

—=— Diametro promedio

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento OMYA, pH
5, 0,3% aserrin

2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

—&— Diametro Promedio
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Diametro (cm)

Diametro (cm)

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento OMYA, pH
5, 0,2% aserrin

2 4 6 8 10 12
Tiempo (dias)

—&— Diametro Promedio

Error estandar para el diametro promedio del tratamiento OMYA, pH
5, 0% aserrin

1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)

114




Anexo 6. Tabla ANOVA para Velocidad de crecimiento por Tratamiento

Fuente de Suma de Grados de Media de F Valor P
variacion cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 0.362954 16 0.0226846 533.01 0.0336
Dentro de grupos 0.0000425595 1 0.0000425595
Total (Corr.) 0.362996 17

Anexo 7. Intervalos LSD para el factor tratamiento

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

0.7a

0.59

0.38

Velocidad
LA A e e e e o e e e e |
IIIIIIIIIIIIIIIII

-0.01

1 10 1114212141547 18 2 2 4 5 6 7 & 4
Ttta

Anexo 8. Analisis de varianza multifactorial para la
variaciones en el medio agarizado.

velocidad de crecimiento por

Fuente de variacion Suma de Grados de Media de F Valor P
cuadrados libertad cuadrados
% aserrin 0,000808431 2 0,000404215 1,71 0,2229
Medio 0,0545442 2 0,0272721 115,07 0,0000
pH 5,10016E-05 1 5,10016E-05 0,22 0,651
RESIDUOS 0,0028441 12 0,000237008
TOTAL 0,0582477 17
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Anexo 9. Intervalos LSD para el factor valores de pH

Means and 95,0 Percent LSD Intervals

0,634 -]

0,63 - .

0,626 =

0,622 =

velocidad

0,618 -

0,614 .

0,61 | _

pH

Anexo 10. Intervalos LSD para el factor % de aserrin

Means and 95,0 Percent LSD Intervals

0,64 F

0,63 |-
e]
3

s 0,62 -
S
(]
>

0,61 |-

0,6 &

0 0,2 0,3
% aserrin
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Anexo 11. Intervalos LSD para el factor tipo de medio

velocidad

0,68

0,65

0,62

0,59

0,56

0,53

Means and 95,0 Percent LSD Intervals

1

1

mya

omya
Medio

Anexo 12. Tabla de analisis de varianza para la
aserrin y tipo de medio.

pdya

velocidad de crecimiento por % de

Fuente de variacion Suma de Grados de Media de F Valor P
cuadrados libertad cuadrados
% aserrin 0,00146946 1 0,00146946 2,07 0,3869
Medio 0,000711102 1 0,000711102 1 0,5
RESIDUOS 0,000711102 1 0,000711102
TOTAL 0,00289166 3
Anexo 13. Tabla ANOVA para la densidad de micelio por Tratamiento.
Fuente de variacion Suma de Grados de Media de F Valor P
cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 119.226 4 298.065 160.96 0.0000
Dentro de grupos 0.166667 9 0.0185185
Total (Corr.) 120.893 13
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Anexo 14. Intervalos LSD para densidad de micelio por tratamiento

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

4.3 -

38

28

Densidad micelio

23

18

1

1

100T 100V 20T 80V 50T 50V 80T 20V

Tratamiento

Anexo 15. Tabla ANOVA para dias de colonizacién por Tratamiento

Fuente de variacion Suma de Grados de Media de F Valor P
cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 129.6 4 32.4 27.00 0.0000
Dentro de grupos 12.0 10 1.2
Total (Corr.) 141.6 14
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Anexo 16. Intervalos LSD para dias de colonizacién por tratamiento

Means and 95.0 Percent LSD Intervals

19
18 T T
17
16

15

dias de colonizacion

14

1

13

100A 100T 20A - 80T50A - 50T80A - 20T
TTo

Anexo 17. Tabla ANOVA para dias de colonizacion del bloque por Tipo de
formulaciéon

Fuente de variacion Suma de Grados de Media de F Valor P
cuadrados libertad cuadrados
Entre grupos 51535,4 54 954,359 10,61 0
Dentro de grupos 19796,4 220 89,9836
Total (Corr.) 71331,8 274

Anexo 18. Comparacion entre modelos de regresion para el residuo del cacao, el
residuo del algodén, la viruta y el cacao con respecto a los dias de colonizacion del
bloque.

CACAO ALGODON VIRUTA TRIGO
MODELO Correlacion | R-cuadrado | Correlat | R-Squared | Correlat | R-Squared | Correlat | R-Squared
Cuadrado-Y

Raiz
cuadrada-X 0,4931 24,31% 0,0706 0,50% -0,4654 21,66% 0,2373 5,63%

Raiz
cuadrada-X 0,4884 23,86% 0,0927 0,86% -0,4708 22,17% 0,2208 4,88%

Raiz cuadrada
doble 0,4825 23,28% 0,1074 1,15% -0,4716 22,24% 0,2074 4,30%

Logaritmica-Y
Raiz
cuadrada-X 0,4724 22,32% 0,1244 1,55% -0,4693 22,03% 0,1896 3,59%
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Cuadrado-Y 0,4475 20,03% | 00257 | 007% | -05712 | 32,63% | 02342 | 548%

Lineal 0,4402 19,38% | 0,0495 | 024% | -05814 | 33,81% | 02163 | 4,68%

Raiz

cuadrada-Y 0,433 18,75% | 0,0651 | 042% | -0,5848 | 34,20% | 0,202 4,08%
Exponencial 0,422 17,81% | 0,0831 | 0,69% | -05848 | 34,20% | 01833 | 3,36%
Reciproca-Y | -0,3842 14,76% | -0,1217 | 1,48% | 0,5663 | 32,07% | -0,132 1,74%

Doble

cuadrado 0,3474 12,07% | 00327 | 011% | -0,6347 | 40,28% | 02211 | 4,89%
cuadrado-X 0,3382 11,44% | -0,0089 | 0,01% | -0,6512 | 42,41% | 02011 | 4,04%

Raiz

cuadrada-Y

cuadrada-X 0,3305 10,92% | 0,0067 | 0,00% | -0,6583 | 43,34% | 0,1856 | 3,45%
Logaritmica-Y

cuadrada-X 0,3196 10,21% | 0,0245 | 0,06% | -0,6622 | 43,86% | 0,1655 | 2,74%
Reciproca-Y

cuadrada-X -0,286 8,18% | -0,0631 | 0,40% 0,65 42,25% | -0,1117 |  1,25%
Reciproca-Y
raiz cuadrada-

X <no fit> -0,1603 | 2,57% | 04493 | 20,19% | -0,1403 | 1,97%

Anexo 19. Coeficientes para la regresion de dias colonizacion bloque vs la

cascarilla de cacao

Parametro Estimado por Error Estadistico Valor p
minimos cuadrados estandar
Intercepto 3347,71 136,887 24,456 0
Pendiente 1157,15 123,564 9,36477 0
Anexo 20. Analisis de varianza para la cascarilla de cacao
Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Modelo 1,87E+08 1 1,87E+08 87,7 0.0000
Residuo 5,83E+08 273 2,14E+06
Total (Corr.) 7,71E+08 274

Anexo 21. Coeficientes para la regresion de dias colonizacion bloque vs la motosa

de algodén
Pardmetro Estimado por Error estadistico Valor p
minimos cuadrados | estdndar
Intercepto 0.0194177 0,0008167 23,777 0
Pendiente -0,00197768 0,0007372 -2,68279 0.0077
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Anexo 22. Analisis de varianza para la motosa de algodoén.

Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Modelo 0,000547423 1 0,000547423 7,2 0,0077
Residuo 0,0207641 273 7,60589E-05
Total (Corr.) 0,0213115 274

Anexo 23. Coeficientes para la regresion de dias colonizacion bloque vs viruta de

roble
Pardmetro Estimado por Error estadistico Valor p
minimos cuadrados | estdndar
Intercepto 4,30062 0,028765 149,509 0
Pendiente -0,228015 0,0259653 -8,7815 0
Anexo 24. Analisis de varianza para la viruta de roble.
Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Modelo 7,27671 1 7.27671 7711 0
Residuo 25,7608 273 0,0943621
Total (Corr.) 33,0376 274

Anexo 25. Coeficientes para la regresion de los dias colonizaciéon bloque vs trigo.

Pardmetro Estimado por Error estadistico Valor p
minimos cuadrados | estdandar
Intercepto 3682,46 187,866 19,6016 0
Pendiente 909,422 225,275 4,03694 0,0001
Anexo 26. Andlisis de varianza para el trigo.
Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Modelo 4,34E+07 1 4,34E+07 16,3 0,0001
Residuo 7,27E+08 273 2,66E+06
Total (Corr.) 7,71E+08 274
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Anexo 27. Andlisis de regresiéon multiple para los dias de colonizacién del bloque
por Viruta de roble, motosa de algodon, cascarilla de cacao y salvado de trigo

Pardmetro Estimado por Error estadistico Valor p
minimos cuadrados | estdandar

Constante 100,853 35,0723 2,87558 0,0044

Viruta de roble -14,4867 7,85071 -1,84527 0,0661

Motosa de algodén -8,82214 7,85071 -1,12374 0,2621

Cascarilla de cagao -5,31337 7,85071 -0,67682 0,4991

Salvado de trigo -2,78519 9,05252 -0,30767 0,7586

Anexo 28. Matriz de correlacion para la viruta de roble, motosa de algodoén,
cascarilla de cacao y salvado de trigo

CONSTANT  Viruta Algodon Cagéo Trigo

CONSTANT 1,0000 -0,9978 -0,9978 -0,9978 -0,9873

Viruta -0,9978 1,0000 0,9958 0,9958 0,9801
Algodoén -0,9978 0,9958 1,0000 0,9958  0,9801
Cacao -0,9978 0,9958 0,9958 1,0000 0,9801
Trigo -0,9873 0,9801 0,9801 0,9801  1,0000

Anexo 29. Tabla de analisis de regresion muiltiple para los dias de colonizacion del
bloque, Viruta de roble, motosa de algodén y cascarilla cacao

Pardmetro Estimado por Error estadistico Valor p
minimos cuadrados | estandar
Constante 90,2 5,56873 16,1976 0
Viruta de roble -12,1193 1,55499 -7,79382 0
Motosa de algoddn -6,45474 1,55499 -4,1509 0
Cascarilla de cacao -2,94596 1,55499 -1,89452 0,0592
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Anexo 30. Matriz de correlacion viruta de roble, motosa de algodén y cascarilla

cacao

CONSTANT Viruta Algodon Cacao
CONSTANT 1,0000 -0,9550 -0,9550 -0,9550
Viruta -0,9550 1,0000 0,8933 0,8933
Algodon -0,9550 0,8933 1,0000 0,8933
Cacao -0,9550 0,8933 0,8933 1,0000

Anexo 31. Analisis de regresion miiltiple para los dias de colonizacion del bloque,
Viruta y motosa de algodén.

Pardmetro Estimado por Error estadistico Valor p
minimos cuadrados | estdndar
Constante 80,1248 1,6598 48,2739 0
Viruta de roble -9,48757 0,702122 -13,5127 0
Motosa de algoddn -3,82301 0,702122 -5,44494 0

Anexo 32. Matriz de correlacion viruta y motosa de algodoén.

CONSTANT
CONSTANT 1,0000
Viruta -0,7641
Algodon -0,7641

Viruta Algodon
-0,7641 -0,7641
1,0000 0,4718
0,4718 1,0000

Anexo 33. Tabla ANOVA para el tamano del pileo por tratamiento aplicado.

Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Entre grupos 0,109727 1 0,109727 0,02 0,899
Dentro de grupos 10,6488 2 5,32441
Total (Corr.) 10,7586 3

123




Anexo 34. Intervalos LSD para el tamaio del pileo por tratamiento.

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Anexo 35. Tabla ANOVA para precocidad de colonizacién por Tratamiento aplicado

Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Entre grupos 16 1 16 0,28 0,6518
Dentro de grupos 116 2 58
Total (Corr.) 132 3

Anexo 36. Intervalos LSD para precocidad de colonizacién por Tratamiento aplicado
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Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Anexo 37. Tabla ANOVA para rendimiento y tratamiento aplicado

Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Entre grupos 1,53723 1 1,53723 10,9 0,0808
Dentro de grupos 0,282097 2 0,141049
Total (Corr.) 1,81932 3

Anexo 38. Intervalos LSD para rendimiento por tratamiento aplicado
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Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Anexo 39. Tabla ANOVA para Eficiencia biolégica y Tratamiento aplicado

Fuente de variacion Suma de cuadrados | Grados de Media de F Valor P
libertad cuadrados
Entre grupos 51,0911 1 51,0911 10,33 0,0847
Dentro de grupos 9,88967 2 4,94484
Total (Corr.) 60,9808 3
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Anexo 40. Intervalos LSD para Eficiencia biolégica y Tratamiento aplicado

Means and 95,0 Percent LSD Intervals
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Anexo 41. Diseno de un cuarto de fructificacion.

Para garantizar las condiciones adecuadas del crecimiento del hongo Lentinula edodes se

propone un disefio de un cuarto de cultivo con las siguientes consideraciones:

Forma: La forma general de un cuarto de cultivo debe ser rectangular y por los menos
dos veces tan largo como su ancho, esto con el fin de permitir que el aire se distribuya por

todo el cuarto y fluya a través de los sustratos y de los hongos frescos. (Stamets, 2000)

Paredes interiores: El interior del cuarto debe construirse con materiales como fibra de
vidrio, policarbonato, acrilico, vidrio y metales galvanizados, que son resistentes al agua y
al hongo. El material utilizado por muchos cultivadores es una mezcla de fibra de vidrio
reforzada con plastico (FRP). Las ventajas de utilizar el FRP es que es de facil instalacion,
no se degrada con el hongo, no genera gases toxicos y es tolerante a la mayoria de

agentes desinfectantes.
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Si se quiere usar madera 6 superficies metalicas se debe usar una pintura resistente al

hongo y al 6xido. (Stamets, 2000)

Para aquellos cultivadores que tengan un presupuesto limitado se recomienda usar
plasticos de polietileno, que es un material econdémico. La vida util de este material, bajo

condiciones de cultivo de hongos, es usualmente de 2 a 3 afos. (Stamets, 2000)

Puertas: Para proteger al cuarto de cultivo del exterior se deberia tener por lo menos dos
puertas. La primera puerta de afuera que conduzca a un corredor, al final de este la
segunda puerta, conducira el cuarto de cultivo. Las dimensiones de las puertas deberian
ser por lo menos de 1.22 x 2.44 m, aunque algunos cultivadores utilizan puertas un poco
mas grandes, la cuales permiten ocupar 6 desocupar el cuarto facilmente. Algunas veces
los cultivadores utilizan una puerta pequefia interna entre las dos puertas para que el
ambiente del cuarto de cultivo no se exponga a contaminaciones cuando una persona
entra. La puerta debe estar hecha de un material que no soporte el crecimiento de
hongos. La parte inferior de la puerta deberia tener una malla que no permita la entrada

de insectos.

Al final del cuarto de cultivo debe ser instalada una puerta de salida, puede ser del mismo
tamano de las dos puertas anteriores. Esta puerta facilita el desalojo de los hongos del

cuarto después de la cosecha. (Stamets, 2000)

7

Techo interior: El techo del interior del cuarto deberia ser curvo 6 en pico para la
redistribucion del calor. Ademas, la inclinacion del techo podria ser angulosa de modo que
la condensacioén se adhiera a la superficie inclinada del techo y sea llevada a las paredes,
y finalmente caiga sobre el piso. Esto permite que la re-evaporacion del piso retorné
nuevamente al aire. La altura del cuarto debe ser por lo menos de 3.05 m, pero se prefiere
que sea entre 3.66 m y 4.88 m. El espacio libre de aire debe ser de por lo menos de 1.22

a 1.83 m por encima del piso mas alto de la estanteria con sustratos.

Techos planos promueven la condensacién, y un microclima para la contaminacién. Si el
cultivador cuenta con un techo de esta caracteristica, se recomienda instalar debajo de la

unién de la pared y el techo una tuberia de desaglie con un diametro entre 0.15 m y 0.3
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m, perforada cada 0.6 m con agujeros de 0.025 m de diametro. Instalando una “T” y
localizando un ventilador en la base de esta, se puede sacar el aire por los agujeros. Este
esquema eliminara las bolsas de aire que se forman a lo largo de la esquina de la pared y
el techo. (Stamets, 2000)

Pisos: Los pisos pueden ser de cemento, pintados con productos aprobados por
departamento de agricultura. Debe tener canales como drenajes pero no se necesita que
sean mas anchos de 1.83 m. Antes de la entrada al drenaje, una cesta protectora a
manera de malla de metal previene la entrada de impurezas. Esta malla debe ser
facilmente removible para su limpieza diaria. Dos veces a la semana se debe hacer una
limpieza profunda utilizando detergentes para limpiar los residuos que quedan en el

drenaje.

Muchos cultivadores instalan un lava pies antes de entrar al cuarto de cultivo para
desinfectar los zapatos; ya que estos son considerados un vector importante de
contaminacion. Estos lava pies son construidos dentro de la estructura de cemento antes
de verterlo para poder instalar un drenaje. El tamafo ideal del lava pies es de 0.6 m x 0.9
my 0.051m. El lava pies debe ser llenado con agua y se anade cloro para desinfectar. Un

plastico, metal 6 esponja ayuda a remover los residuos de los pies. (Stamets, 2000)

Tasa de intercambio de aire: los intercambios de aire controlan la disponibilidad de
oxigeno fresco y la pureza del diéxido de carbono que respira el micelio del hongo.
(Stamets, 2000) En el cuarto deben instalarse dos ventiladores para controlar la entrada y
salida de aire fresco y evitar la contaminacion con Trichoderma, pero hay que considerar
que altas tasas de intercambio de aire pueden afectar adversamente la humedad,
especialmente antes de la formacién del primordio cuando abunda el micelio aéreo. Para
prevenir la mal formacién del cuerpo fructifero, la aparicién de bacterias y la infeccion del
hongo, el movimiento del aire es un factor substancial para evitar vectores de

contaminacion. (Stamets, 2000)
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Estanterias: Las estanterias forman la plataforma sobre la cual se colocan los sustratos
en los cuales se cultivé el hongo. La estructura de la estanteria (marco) consiste en 4
postes verticales con bandejas horizontales que forman varios niveles. Este marco fijo se
puede construir de madera tratada con preservativos ¢ de metal tubular anticorrosivo,
siendo este ultimo un material ampliamente utilizado por la facilidad de su manejo y

limpieza.

Para una cantidad de 40 bloques de 2 + 0.5 Kg. por estanteria, se recomienda una
estanteria de 4 niveles, donde las bandejas tengan perforaciones pequenas de 0.020 *
0.005 m para evitar acumulacion de agua y posible contaminacion. Cada nivel de 1.90 m x
0.8 m, el espacio entre niveles debe ser amplio aproximadamente de 0.35 m para que no

s6lo sea facil el acceso y el retiro de los sustratos sino también la limpieza.

Control de la humedad: Se debe instalar un hidrémetro que permita verificar que la
humedad se encuentre entre 60 y 80 %, que es la adecuada para el desarrollo del cuerpo
fructifero y la cosecha. Si el cultivo se realiza en un clima frio se podria disponer una
ventana que este abierta una hora en la mafana y otra hora finalizando la tarde, aunque
es recomendable que la ventana este cubierta por una malla que no permita la entrada de
insectos. La aspersion de agua es conveniente para aumentar la humedad relativa del
cuarto de fructificacién. Se recomienda dos veces al dia por 30 minutos. Si las
condiciones climaticas no favorecen las condiciones de humedad se debe instalar un

humidificador.
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PLANO DE LA PLANTA GENERAL
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SECCION TRANSVERSAL DEL CUARTO DE FRUCTIFICACION.
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