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RESUMEN

En el Parque Nacional Yasuni existe una gran bévdgigad de flora y fauna, la cual

incluye a los organismos pertenecientes al reingiflEste proyecto se planteé realizar el
cultivo in vitro de las cepa dBhellinus sp. encontradas en nuestra expedicién por el
Parque Nacional Yasuni; para esto se compar6 alrdéde de las cepas de este hongo
segun el sustrato utilizado en el medio de cultbhas sustratos utilizados fueron aserrin

de 4lamo, aserrin de eucalipto, aserrin de robkeyrin comun.

Los resultados reflejaron una variacién significatien el desarrollo analizando la
productividad de las cepas utilizadas, mientras rmuénubo una diferencia significativa
entre los sustratos analizados, el medio agar aatrde malta fue en el que mejor

desarrollo se obtuvo de las cepas de hongos.

En el proceso de fructificacion se utilizo la c&paBP 459 debido a que obtuvo un mejor
desarrollo en los cultivos y el sustrato eucalipd.final se obtuvo desarrollo de los
primordios del hongo mas no del cuerpo fructifdebido a que no se pudo determinar el

iniciador de produccion de cuerpos fructiferos.



SUMMARY

In the Parque Nacional Yasuni exists a great bedity of flora and fauna, which
includes to the organisms pertaining to the funigigom. This project considered to
establish the in vitro culture of the strainsRifellinus sp. found in our expedition by the
Parque Nacional Yasuni; therefore the strains isf filmgus was compared according to
the substrate used in cultures. The used substnades sawdust of poplar, sawdust of

eucalyptus, sawdust of oak and common sawdust.

The results reflected a significant variation ie thevelopment analyzing the productivity
of the used stocks, whereas there was no a signifidifference between the analyzed
substrates, the means agar Malta extract was iohwihetter development was obtained

from the stocks of fungi.

In the fruition process stock MEBP 459 was usedibse it obtained a better development
in the cultures and the substrate eucalyptus. énetid development of the primordios of
the fungus but not of the fruitful body was obtair®ecause the initiator of production of

fruitful bodies could not be determined.
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CAPITULO |

MARCO REFERENCIAL

1.1 Introduccion

Los hongos no son plantas, ni animales. Comparséeacteristicas similares como el
poseer nucleo, vacuolas y mitocondrias, y que kgahparecer a una tipica célula
eucaridtica animal, pero el poseer pared celumhfce semejantes a plantas; sin embargo
estas paredes fungicas estan formados por quitBrdohidratos, proteinas y lipidos,
compuestos muy estudiados por el potencial usostridl de los hongos. Todos los
hongos son quimiorganotrofos, carecen de clorgida lo que no realizan fotosintesis;
poseen requerimientos nutricionales simples ypsoisesos biosintéticos no son inusuales

al resto de microorganisnfds

Los hongos tienen diferentes origenes por lo quesitia dificil clasificarlos en una
taxonomia especifica, esto debido a los diferehtdsitats en los cuales pueden ser
encontrados. Algunos son acuaticos de agua dulogog de ambientes marinos; sin

embargo la mayoria son de ambientes terrestresn @ el suelo o sobre plantas muertas



lo cual ayuda a la mineralizacion del carbono oiganOtros son parasitos de plantas y

animales y causan grandes pérdidas econémicagpendaccion”’.

Los hongos estan intimamente relacionados con relhemano, pudiendo ser estos

benefactores o perjudiciales para la vida. Los bsntervienen en procesos de

fermentacion, con los cuales es posible la fabidcade vino, cerveza, pan, queso, etc. En
la industria farmacéutica a partir de los hongo$abeican antibioticos y otras sustancias
que pueden traer grandes beneficios a la saluds hHomgos son responsables de la
desintegracion de la materia organica, y en singiosn algunos arboles producen un
mayor crecimiento de éstos; pero no todos son lopeds: algunos hongos son causantes
de determinadas enfermedades en las plantas, éenaotlo de cosechas), en animales y
humanos. Por consiguiente es muy importante eldiestle los hongos para asi poder
aprovechar de la mejor manera los beneficios qtms egganismos puedan traer, pero

también evitar los posibles dafios que puedan causar

1.2 Antecedentes

Las cepas dBhellinus sp. motivo de este estudio son nativas del ParquedNaktlyasuni.

El Parque Nacional Yasuni constituye uno de los siiesnayor Biodiversidad en el
mundo, donde habitan los mas variados represestatdela fauna y flora tropical.
Comprende una superficie de 982.000 hectareasleqoenvierten en la zona protegida
més extensa del Patrimonio Nacional de Areas NasirBentro del parque esté ubicada la
Estacion Cientifica Yasuni - PUCE, localizada errilbeera del Rio Tiputini entre las
provincias de Orellana y Pastaza; el objetivo da estacion es favorecer logisticamente a
estudiantes y profesionales que realizan divarsastigaciones para la preservacion de
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las especies que habitan en el parque.

En el marco del proyecto de investigacion "Confaidra de una coleccion de hongos
poliperos nativos de Yasuni y region noroccidertéthincha” financiado por la PUCE,
se organizé una salida de campo, con la partidpade docentes y estudiantes de la
Escuela de Bioanalisis y dos profesores asesorkesndieoteca de la Universidad Catolica
de Lovaine — Bélgica, para la recoleccion de horgoda Estacion Cientifica Yasuni
PUCE en donde se obtuvo alrededor de 400 cepasmgos, entre ellos del género
Phellinus que se caracteriza por tener propiedades antinlesoisobre las células del

cancer de piel, pulmdn, préstata, entre otros.

El cancer constituye una importante causa de meertea humanidad y toda busqueda
para aliviar este mal tiene un justificativo pradesl y humanitarioEn la actualidad el
cancer constituye un sindrome con altos indicenattalidad en los humanos inclusive en

paises desarrollados.

Este estudio plante6 probar tres sustratos pacalt@lo y multiplicacion dePhellinus sp.
en el laboratorio, con perspectivas de cultivarlgran escala bajo invernaderos, y asi
obtener una alternativa de consumo humano con dasajas que posee este hongo
medicinal. Al génerdhellinus pertenecen hongos que crecen en los troncos delokes,
sin importar si son arboles vivos o muertos, deflarr cuerpos fructiferos que parasitan
algunos arboles, especialmente frutales. Entreavaspecies del géneRbellinus, dos
especies se destacan por sus bondades antitumoPhdéinus linteus y Phellinus

igniarius, las mismagjue son utilizadas principalmente en China y Japoén.

Phellinus linteus es un poliporo con una superficie de color negua gafé amarillento en

el revés, el micelio y el fruto producen sustaneaietsvas, que previenen el cancer, puede
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ser utilizado como adyuvante en el caso de las igtenapias; muchos estudios revelan
variadas propiedades medicindfe€rece principalmente en arboles de sauce y atomw,
una edad mayor a 100 afios, en estas condicionésngjo puede desarrollarse por

alrededor de 30 a 40 afios produciendo un cuerptfitado util para la medicina.

En algunos estudios se afirma que el micelio de leshgo es capaz de inhibir el 70% de
sarcoma en ratones, y que el agua extraida delGdspmtiene gran potencial antitumoral
contra el carcinoma de Ehrlich en ratdiefdemas en China se lo considera diurético,
tonico digestivo y agente antidiarreico. En la roewdi tradicional china se lo utiliza para

curar el sangrado uterino, entre otras enfermedades

El libro antiguo de medicina oriental titulado “§eNongs Herbal clasSicindica a
Phellinus linteus como una de las medicinas superiores, es decircimadi que son
efectivas contra multiples enfermedades que ayadaantener el balance del cuerpo y no
tiene efectos secundarios, a pesar de ser consweniéditas dosis. El libro de Medicina
Imperial, “Shin-nou-nonzokyo”, describe la eficadiel tratamiento con este hongo contra
gonorrea, dolor abdominal, desordenes urinariosplpmas estomacales, hematuria,
gripes, melena, tumor linfatico, diarrea, insomnilceras gastricas, artritis, nefritis, asma,

bronquitis, hipertensién, envenenamiento, entrasotr

El estudio realizado por Dr. Leo JLD Van Grienswe®r. Huunb Savelkoul de Plant
International, Wageningen University, demuestra deieellinus linteus induce la

produccién de IL10 e IL4 que mejora el sistema inmune.

En 2005 el Dr. Gaitan-Hernandez evalué el efectdifd#entes suplementos organicos en
el crecimiento micelial y produccion de cuerpo<fiferos dePhellinus sp., encontrando

que existen diferencias en el desarrollo del haweggin el sustrato utilizatfo

11



En esta tematica no existen estudios realizado&negrica del Sur y menos aun en el

Ecuador.

1.3  Objetivos
1.3.1 Objetivo General

e Evaluar diferentes sustratos para el cultivé’ddlinus sp.

1.3.2 Obijetivos Especificos

e Evaluar el desarrollo del micelio &hellinus sp. en los diferentes sustratos.

» Determinar el crecimiento dghellinus sp. en el medio (agar extracto de malta) y
suplementos (aserrin) a probar, en base a pesgmnaje de eficiencia bioldgica,
tiempo y fructificacion.

» Determinar el mejor sustrato para produccioPlelinus.

12



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Taxonomia

La clasificacion taxonomica de cualquier organisno se realiza utilizando un sistema
denominado taxa, que comprende descripciones nie, idivisiones, clases, orden, familia,
genero y especie, con el objetivo de relacionarésgecies que posean las mismas
caracteristicas en una misma familia, diferencsadea otras y evitar las confusiones que

ocurren con frecuencia al utilizar los nombres gené”.

Para la clasificacion se toma en cuenta aspectol®gicos, morfoldégicos y actualmente
estudios mediante biologia molecular. La taxonord&a los hongos se modifica
rapidamente, no hay un sistema unico debido ada gariedad de tipos de hongos con

diferencias en su estructura, dificiles de desceinirectament?.

Los hongos son organismos que forman pequefoslltoados hifas que crecen a partir
de las esporas: a continuacion estas hifas se vamificar formando el micelio, el cual
luego de la fertilizacion, entra en la etapa sekuahando esporas. La estructura de mayor
tamafo que forme esporas toma el nombre de honggifitacion). Es importante tomar
en cuenta que, aunque la fructificacion es la padible del hongo, la mayor parte del

organismo se encuentra en el interior del sustrato.
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Los nombres cientificos de los hongos al igual kpsede microorganismos constan del
nombre del género, que debe ser escrito con leepaihetra mayuscula y el de la especie,
que debe ser escrito con minusculas, todas laziespgue pertenecen al mismo género

comparten caracteristicas especiales que los fidanti

Existen varios caracteres que son tomados en cpardda clasificacion de hongos, entre

los que se puede nombrar:

* Aspecto macroscopico

* Tipo de hifa

* Presencia de esterigmatas (esporangiéforo o cdaid)o
* Forma, tamafo y distribucion de las esporas

* Presencia o no de rhizoides.

* Pruebas de identificacion bioquimica (levaduras).

Los hongos macroscopicos se identifican observdaslacaracteristicas principales del
hongo fructificado, pero también es necesario torear cuenta las caracteristicas

microscopicas como por ejemplo la forma de la espor

Los organismos vivos presentan en el interior decélulas acidos nucleicos DNA y RNA,
los cuales contienen la informacién genética del \8eo, y han dado inicio a la
clasificacion taxonomica a través de la biologialenaar. Asi al analizar el DNA se
pueden distinguir las mutaciones que diferenciarlos seres vivos de diferentes
poblaciones o especies, permitiendo valorar cuétaae cuan lejos estan estos individuos

filogenéticament®.

La técnica mas utilizada en biologia moleculareeBCR (Polymerase Chain Reaction), la
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cual permite amplificar selectivamente fragmentesDiNA. Por tanto, es posible realizar
un analisis comparativo de genes. Asi, cada grapanbmico deberia tener un DNA con
caracteristicas propias y grupos diferentes pragantsecuencias diferenciables, pudiendo
asi realizar una mejor clasificacion taxondmicalae seres vivos. También es posible
determinar qué grupos de organismos estan mas enm@aos unos con otros y cuales no.
Ademas se puede realiza amplificaciones de seasmebteinicas de RNA ribosomal
para construir los arboles filogenéticos, esto diel@ que las secuencias proteinicas del
RNA ribosomal se cambia muy lentamente durante alueidbn y posee registros
histéricos intactds. En el caso de la division Eumycota se realizamlisis de la

subunidad ribosomal 18s.

El esquema taxonomico empleado para la clasificaadél reino fungi contempla:
divisiones, clase, subclase, orden, familia, gégegepecie. A continuacién se nombra las

divisiones existentes en la actualidad, ubicandmego en estudtd:

« Divisién: Ascomycota: Poseen micelio septados, espasexuales exogenas (en las

puntas o lados de las hifas) y esporas sexuateadlas ascosporas.

0 Subdivision: Taphrinomycotina
¢ Clase : Neolectomycetes
* Clase: Pneumocystidomycetes
e Clase: Schizosaccharomycetes
* Clase: Taphrinomycetes

0 Subdivision: Saccharomycotina
e Saccharomycetes

» Division: Pezizomycotina
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» Clase: Arthoniomycetes

e Clase: Dothideomycetes

* Clase: Geoglossomycetes
e Clase: Eurotiomycetes

* Clase: Laboulbeniomycetes
* Clase: Lecanoromycetes

e Clase: Leotiomycetes

» Clase: Lichinomycetes

e Clase: Orbiliomycetes

* Clase: Pezizomycetes

» Clase: Sordariomycetes

» Division: Basidiomycota: Poseen micelio septadeppeas asexuales exdgenas (en

las puntas o lados de las hifas) y esporas sexileesdas basidiosporas.

0 Subdivision: Agaricomycotina
* Clase: Agaricomycetes
* Clase: Dacrymycetes
e Clase: Tremellomycetes
o0 Subdivision : Pucciniomycotina
* Clase: Agaricostilbomycetes
» Clase: Attractiellomycetes
e Clase: Classiculomycetes
» Clase: Cryptomycocolacomycetes

e Clase: Cystobasidiomycetes
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» Clase: Microbotryomycetes
e Clase: Mixiomycetes
» Clase: Pucciniomycetes
0 Subdivision : Ustilaginiomycotina
e Clase: Ustilaginomycetes
* Clase: Exobasidiomycetes
* Division: Chytridiomycota
« Divisién: Glomeromycots
* Clase: Glomeromycetes: Es un grupo muy pequeicgue
caracteriza por formar endomicorrizas con planebdcteas. Su
reproduccion es asexual, y en su mayoria son deust!.
» Divisién: Zygomycota
* Clase: Trichomycetes
« Clase: Zygomycetes: Habitan en el suelo y se lo®a® por estar
involucrados en el proceso de putrefaccion. Tiens tipos de

reproduccién asexual y sexual (zigospdras)

2.2  Generalidades d®hellinus sp.

Phellinus sp. pertenece a la siguiente clasificacion

* Reino: Fungi

» Division: Basidiomycota

» Clase: Agaricomycetes

* Orden: Hymenochaetales

17



* Familia: Hymenochaetaceae

e GéneroPhdlinus

2.2.1 Caracteristicas de la divisibn Basidiomycota

Esta division junto a la Ascomycota forman el sulwedenominado Dikarya, de
los hongos superiores, como se los denominabai@mente. Se caracterizan por
ser hongos filamentosos formados por hifas y paepwduccion sexual mediada
por células especializadas denominadas basidi@s popducen esporas externas
llamadas basidiosporas, estas a menudo se reurgefopaar un himenio revestido
por superficies particulares del cuerpo fructifdbasidiocarpo), o bien sobre
basidias que surgen de receptaculos especialesegioeman en diversos 6rganos
vegetales. A pesar de que existen alguBasidiomycota que se reproducen
asexualmente se los clasificé en este grupo debislo similaridad anatdmica, a

los componentes de la pared celular y a los asd#isieculare’.

El ciclo vital de un basidiomiceto consiste en tpagebasidiosporas germinen y den
lugar a un micelio primario, para que luego se prod la fusién de hifas,

obteniendo asi un micelio secundario. Este micejice se caracteriza por ser
siempre septado, es el mas abundante en la naarée este grupo de hongos se
destacan: patdégenos (royas y tizones), destructieresadera y comestibles como
es el caso de los champifiones. También es impenaencionar que en este grupo

existen algunos hongos que forman micorfizas

El micelio secundario puede reproducirse asexuakmeor medio de conidios, por
gemacion y esclerocios. Sin embargo, es la repoidlusexual la que se presenta

mas frecuentemente. El micelio secundario se ageawpaejidos especializados
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formando el micelio terciario. A continuacion feeman los cuerpos fructiferos,
los basidiocarpos o basidiomas, algunos de logssain comestibles. Los basidios
se disponen sobre o dentro del basidiocarpo, fadmama nueva estructura

denominada himenta

Ciclo de vida

Los hongos de la subdivision Basidiomycota, a difera de los animales y
plantas, tienden a tener hifas haploides que reptas a cada uno de los sexos,
pero al mismo tiempo no se puede distinguir a garo spertenecen. La
reproduccion de este tipo de hongos se da a tdedsn proceso denominado
meiosis, el cual tiene lugar en una basidia diglogie es la caracteristica principal
por la cual se distingue a lIB8asidiomycetes. Luego cada uno de los cuatro nsicleo
haploides presentes en la basidia migran a su grdaisidiospora, estas
basidiosporas son las que inician el proceso aadoidn de micelios denominados
monocariones, los cuales no se diferencian poreeb,sse juntan a través de
factores de compatibilidad presentes. Cuando lapatibilidad se establece se
produce la formacion del dicarion (en algunas arees es mucho mas fuerte que
el monocarion), puede llegar a formar las frucifiones del hongo con basidia o
también Unicamente basidia, en la cual se vannaaionuevos dicariones iniciando

nuevamente el cicl,

Clasificacion

La clasificacion adoptada para la divisibn Basidioatina incluye a tres
subdivisiones: Pucciniomycotina (Septobasidium yyd®), Ustilaginomycotina
(algunos pertenecen al anterior grupo denominadagd® tizon), vy

Agaricomycetidae (Hymenomycetidae). Anteriormensta esubdivision también
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incluia las clases Homobasidiomycetes (verdadeas)sy Heterobasidiomycetes,

gue no son utilizadas en la actualidad.

Pucciniomycotina: Royas

Son hongos microscopicos, parasitos de plantasm@mnde un huésped y con un
ciclo en el que las basidias separadas transvesstdmllevan un numero
determinado de esporas. Estos hongos dan lugar fard@acion de pustulas
redondeadas o liniares de color oxido, principabmem las hojas y tallo, en este

grupo se destaca la roya del trigugcinia graminis).

Ustilaginomycotina: Tizon del maiz

Estos hongos reciben este nombre debido a quaudana la formacién de masas
grandes, parecidas a tumores llenas de polvo negrdebido a la gran cantidad de
ustilagosporas presentes. En este grupo destatiaoretle maizstilago maydis)

y la caries de trigoT{lletia caries).

Figura 6:Ustilago maydis

Fuente: Diclkow Bess. Common Smut of Sweet Cor) (10
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* Agaricomycetes
La clase Agaricomycetes es casi idéntica a la aatijase de los Homobasidiomycetes
con la inclusion de los ordenes Auriculariales gb&inales. Esta clase incluye 17

ordenes entre las cuales destaca la orden Hymestatds

Todos los hongos de esta clase se caracterizgrquiuicir basidiocarpos, que incluyen
hongos muy pequefios hasta grandes poliporos, mladieadir mas de un metro. Casi
todos son hongos terrestres, aunque también exadgeimos acuaticos, viviendo en
gran variedad de habitats, en los cuales su pah&imcion es la descomposicion de

madera, incluyendo especies parasitas y simbidtazasmicorrizasy.

Figura 7: Ectomicorrizas

Fuente: Gonzélez Ana Maria. Reino Fungi: Micorrizas (16)

* Hymenochaetales
La orden Hymenochaetales fue descubierta por fili@genolecular. Los hongos que
pertenecen a esta orden se caracterizan por hifacral la septa es del tipo doliporo,

ademas de contener parentosomas.
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* Hymenochaetaceae
Esta familia se caracteriza principalmente por lbsngue parasitan madera, atacando
principalmente a los arboles coniferos y frondpsosdiante enfermedades de raiz,

pudricion de la madera del tronco,*8tc

* Phélinus sp.

Este género fue creado a partir B@yporus rubriporus, el cual fue cambiado de
nombre en 1886 Bhellinus rubriporus. El género posee las siguientes caracteristicas:
basidiocarpo perenne, himenio estratificado, coldracanela en varias tonalidades;

hifas generativas con paredes finas, septadasésfjuelética con paredes gru&sas

El géneraPhellinus es el mas grande de la famitigmenochaetaceae con alrededor de
250 especies descritas y se encuentra ampliamastebuldo en las regiones
templadas vy tropicales del murflioEntre estas existen especies cdphellinus pini

gue provoca pudricién en varios tipos de arboledara@os, especialmente el género
Pinus pinea, al cual produce pudricion blancaPhgllinus oxius que provoca la
pudricion de raices de arboles frutales y ornanesit#ero a pesar de que existen
especies como las anteriores que causan grandgmedades a plantas y arboles, que
provocan cuantiosas pérdidas econdmicas, tambiisterxespecies comBhellinus
linteus, que proporciona grandes beneficios como suprimlir crecimiento,

angiogenesis y el comportamiento invasor de ladagtancerosas de seno.
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Figura 8:Phellinus sp.

Fuente: Lindsey J. Some Miscellaneous June andBadidiomycota Mushrooms (21)

* Phellinus linteus

Phellinus linteus es la especie mas conocida del gerhnellinus, principalmente
debido a sus conocidas bondades medicinales, eirias es inmunomodulador,
antitumoral, antiinflamatorio, antibacterial, aniante, antiviral, etc. Estas
caracteristicas medicinales se encuentran, dxdxa estudios realizados en el 2002
por cientificos coreanos, compuestos activos eslpeente en los polisacéaridos,

ergosterol (provitamina D2), ciclofelitol, hetermglpeptidos déhellinus linteus.

A pesar de las bondades medicinales atribuidaste lesngo no se lo conoce
universalmente. Sin embargo en la cultura asiadesde hace varios siglos se lo
denomina “song gen” en la medicina china, “sangdglVaen la coreana y

“meshimakobu” en la japonesa. Crece principalmemtenoras silvestres de bosques

de Japon, Korea y Chiha

Fue muy gratificante encontrar este hongo en lacest cientifica Yasuni — PUCE y
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poder conservarlo en la coleccion de la EscueBiaknalisis.

CAPITULO IlI
MARCO METODOLOGICO

3.1 Recoleccién de muestras

Las cepas d@hellinus sp. motivo de este estudio pertenecen a una coleason
hongos recolectados en la Estacion Cientifica YiaBWCE en el mes de Junio,
2008 por investigadores de la Universidad Catotiea Lovaine, profesores y

estudiantes de la Escuela de Bioanalisis de la PUCE

La recoleccion se realizd durante doce dias, repodo a la siguiente

organizacion:

» Participantes
o Dos docentes de la Universidad de Lovaine — Bélgigaertos en
micologia.
o Dos docentes, un asistente de investigacion y filiestes de la
Escuela de Bioanalisis.
o Dos guias locales de Yasuni.
* Agenda de trabajo
o Capacitacion y entrenamiento en la recolecciongpas de hongos
en el terreno por parte de los docentes de Loenred laboratorio.
o Capacitacion y entrenamiento en la identificaciéacrascopica y
microscopica de los hongos recolectados por partks docentes

de Lovaine.
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o Salidas de campo para la recoleccion de hongosaltm mafiana se
sefalé un sendero diferente. Se trabajé en grupatod personas,
cada grupo recolectaba al menos diez cepas dibsrent se
encargaba ademas de tomar fotografias a cadaempaatada.

o En las tardes en el laboratorio con la ayudaodedocentes de
Lovaine se determind por caracteristicas macrosaspel posible
género para luego confirmarlo en base a caradtasst
microscopicas, subcultivos, coloraciones, etc.

o Caodificacién de cepas recolectadas.

o Desecacion y almacenamiento de las cepas idexdgfscay
codificadas para trasladarlos al laboratorio de Hscuela de
Bioanalisis.

o Siembra de las cepas en cultivo puro en agar pagaoda para
trasladarlas al laboratorio de la Escuela de Biisisa

o En el laboratorio se realizd la conservacion deasepn aceite

mineral y en agua (Anexol).

3.2  Materiales y reactivos

3.2.1 Medios de cultivo

* PDA: Este medio se utiliza para aislar la cepa puga Util para la observacion
de la morfologia y coloracién de la colonia. Ebatbntenido en carbohidratos
(almiddén y dextrosa) permite un rapido crecimiei@e.preparo hirviendo 200g
de papa pelada, para luego cernir y obtener eldiigocon almidon de la papa,
luego se agregd 20g de dextrosa y 25g de agaryresie se utilizd para la

activacion de las cepas Bhiellinus spp.
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» Agar Extracto de Malta: Este medio contiene extratd malta utilizado como
fuente de carbono y glucosa, que es el carbohideateentable. Este medio se
utilizé como control (Anexo 2).

» Agar extracto de malta mas sustrato: Se prepardoselt cultivo con una
minima cantidad de extracto de malta (para indeicarecimiento inicial) mas

el sustrato a evaluar como fuente de carbono (ABgxo
3.2.2 Sustratos
Los sustratos probados fueron los siguientes:
e Aserrin comun
* Aserrin de alamo
» Aserrin de eucalipto
» Aserrin de roble
3.2.3 Materiales
Para realizar este proyecto se utilizé los sigaiemateriales:
» Asas (bacterioldgica y micologica)
» Cajas petri
* Petrifilm
* Botellas de vidrio de 500ml de capacidad
3.2.4 Equipos

Para realizar este proyecto se utilizaron logisiges equipos:

* Autoclave
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3.3

3.3.1

Balanza

Estereomicroscopio

Manejo del experimento

Dos cepas del hongehellinus sp. (MEBP 459 y MEBP 389) procedentes de la
Estacion Cientifica Yasuni - PUCE fueron utilizadas este estudio. Las cepas
fueron reactivadas y purificadas en PDA. Habieteloninado el proceso de

purificacion se procedi6 de la siguiente manera:

» Se evalud el crecimiento micelial en cajas pefiesmentadas con los
diferentes sustratos.
» Se evalud el crecimiento del hongo en fundas denogileno con el

sustrato respectivo.

Evaluacion del crecimiento micelial

Se prepar6 cuatro medios de cultivo con extractmaka en minima cantidad y el
sustrato a evaluar: aserrin comun, aserrin de élasesrin de roble y aserrin de
eucalipto. Ademas se preparé agar extracto dearsaitsustrato que fue utilizado

como control.

Para estandarizar la siembra se utilizo discos.8@r0de didmetro del cultivo del
hongo, los cuales se inocularon en el centro dedfss petri, que contenian el

sustrato a evaluar; se realizaron tres repeticipoesustrato y por cepa.

Las cajas inoculadas se incubaron en oscuridachperatura ambiente durante 12
dias. Durante el periodo de incubacion, se midicdi@metro de crecimiento

micelial cada 48 horas. Esto se pudo realizar diflg un plano cartesiano en la
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tapa de la caja petri, utilizando el centro dedja como el centro.

3.3.2 Fructificacion

Para evaluar la fructificacion de las cepa®elinus sp. MEBP 459 y MEBP 389

se procedio de la siguiente manera:

3.3.2.1 Preparacion de inoculo

Se utilizé granos de cebada y trigo, las cualesofusometidas al siguiente

procedimiento:

1. Se limpié las semillas eliminando maleza, insectmssura, etc. Se remojo
por 2 horas a fuego lento y se lavd con agua. eedeurrir durante toda la noche.

2. Las semillas previamente humedecidas se colocartotellas de 500ml de
capacidad, siguiendo la siguiente proporcion: 1@dngs de cebada, 130 gramos
de trigo con una humedad del 70%, para luego kzéelas en autoclave.

3. Con mucha precaucion se tomo tres discos de (d@aidmetro de las cepas
crecidas en PDA por 12 dias y se coloco dentraslbdtellas y se cerraron con
tapdn de algoddn, para producir el inoculo.

4. Estos inoculos se colocan en cajas de espuma tiexperatura ambiente y en
total oscuridad.

5. Una vez que el hongo colonizo todo el sustrataseglio a la inoculacion de los

sustratos para fructificacion.

3.3.2.2 Sustratos para fructificacion

La fructificacion se realizé con el sustrato euymtalj esto debido a la gran cantidad
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de bosques de eucalipto que existe en nuestro roedirario a otro tipo de madera
de dificil acceso como el alamo. Ademas el creaioienicelial en este aserrin fue

de los mejores.

1. Se utilizaron bolsas plasticas de polipropilens, daales fueron llenadas con 300
gramos del sustrato eucalipto y 300 gramos de daocg de cebada previamente
humedecidos a 25-30 grados centigrados, de maneta funda tuvo un peso final
de 600 gramos.

2. Las fundas se esterilizaron en autoclave a 12logreentigrados, 15 libras de
presion por 15 minutos.

3. Las fundas fueron inoculadas con 1 — 4% de inOpubalucido, y se incubaron a
temperatura ambiente y en total oscuridad, dur2@tdias o hasta que el sustrato
este totalmente colonizado.

4. Una vez que el micelio cubrid totalmente el ststs®e perforaron las bolsas con
agujeros de 2cm de diametro para permitir la liiérade diéxido de carbono
producido, esto como proceso para la induccionfrautdificacion.

5. En un periodo de 20 a 25 dias se obtuvo el dekardel los primordios, y a
continuacion se procedio a rehumidificar los blagde sustrato cada dos dias para

obtener los cuerpos fructificos.

3.3.2.4 Evaluacion de la fructificacion

1. Se determind el tiempo requerido para la producdeéprimordios

2. La evaluacion de la fructificacion se realizO metkael contaje de primordios
producidos en cada funda.

3. Con los resultados obtenidos se calculé el porferda eficiencia biologica
aplicando la siguiente férmula:
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F=E/l*100
donde: F = Porcentaje de eficiencia bioldgica.
| = ingreso especificado

E = egreso especificado

Al resultado obtenido mediante esta formula se @uthominar como la relacién entre un

ingreso, en este caso la cantidad de sustratoamsoen la funda (peso en gramos), y un

egreso, la cantidad de primordios obtenidos (pesgra&mos).
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Se trabajé dos cepas Blellinus sp. obtenidas en la Estacion Cientifica Yasuni - PUCE
Para cada andlisis se realizaron tres repetici@moes cada cepa a continuacion los

resultados se describen:

CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sustrato aserrin alamo

Tabla 1: RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN EL SUSTRATO ALAMO.

MEDICION EN CENTIMETROS

Cepa MEBP 459

Cepa MEBP 389

REPETICION REPETICION
TIEMPO | 1 2 3 MEDIA 1 2 3 MEDIA
DIA2 04|05]04|0.43333333 (04|04 |04 0.4
DIA4 0.8 1.0|1.0]0.93333333 |0.9| 0.6 | 0.7 | 0.73333333
DIA6 14|18|1.4|1.53333333 (15|11 | 1.1 | 1.23333333
DIA 8 25|24 22236666667 | 1.9 |16 | 1.6 1.7
DIA10 | 3.1 29|28 |293333333 |24 |21 )21 2.2
DIA12 | 3.4 |3.5]|3.5|3.46666667 | 2.8 | 2.6 | 2.5 | 2.63333333
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Grafico 1:RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN EL SUSTRATO ALAMO.
MEDICION EN CENTIMETROS

Al analizar los resultados obtenidos con los stedraserrin dlamo se observa que se

obtuvo un mejor desarrollo de la cepHEBP 45%n este sustrato.

4.2 Sustrato aserrin comun

Tabla 2: RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN SUSTRATO ASERRIN COMUN.
MEDICION EN CENTIMETROS

Cepa MEBP 459 Cepa MEBP 389
REPETICION REPETICION
TIEMPO | 1 2 3 MEDIA 1 2 3 | MEDIA
DIA2 |04(04|04 0.4 0404|104 0.4
DIA4 |08]09]|1.0 0.9 0404|104 0.4
DIA 6 1411514 ]1.43333333 (04|04 |04 04
DIA8 |25]22]22 2.3 0404|104 0.4
DIA10 |3.1]2.7| 28| 2.86666667 | 0.4 |0.4|0.4 04
DIA12 (3.4|3.1|35|3.33333333|/04(04|04 04
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Grafico 2:RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN SUSTRATO ASERRIN COMUN.
MEDICION EN CENTIMETROS

Al analizar los resultados obtenidos con los stedraserrin comun observamos que con la
Cepa MEBP 459 se obtuvo crecimiento con ested@sustrato, mientras que con la cepa

MEBP 389 no se obtuvo crecimiento.

4.3  Sustrato aserrin eucalipto

Tabla 3: RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN SUSTRATO EUCALIPTO.
MEDICION EN CENTIMETROS

Cepa MEBP 459 Cepa MEBP 389
REPETICION REPETICION

TIEMPO | 1 2 3 MEDIA 1 2 3 MEDIA
DIA2 05(06]04 0.5 0.4 0.7 | 0.6 | 0.56666667
DIA4 1.2 13|08 1.1 0.6 1.0 1.2 |0.93333333
DIA6 1.7 1.8 | 1.2 | 1.56666667 | 1.2 | 1.2 | 1.7 | 1.36666667
DIA8 26 (23|17 2.2 1.5]1.6| 2.1 |1.73333333
DIA10 |33 3222 2.9 1.8 19| 2.8 | 2.16666667
DIA12 | 3.5 |35 28| 3.26666667 | 2.1 | 2.1 | 3.0 2.4
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Grafico 3:RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN SUSTRATO EUCALIPTO.

DIA 2

MEDICION EN CENTIMETROS

Al analizar los resultados obtenido podemos obseque en el sustrato aserrin de

eucalipto se observo que la cepa MEBP 459 tuwvtmrento micelial mayor al de la cepa

B MEDIA MEBP 459
u MEDIA MEBP389

DIA4 DIA6 DIAS DIA10 DIA12

tiempo

MEBP 389 durante los doce dias que duré la prueba.

4.4 Sustrato aserrin roble

Tabla 4: RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN SUSTRATO ROBLE. MEDICION

EN CENTIMETROS

RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN
SUSTRATO EUCALIPTO

Cepa MEBP 459

Cepa MEBP389

REPETICION REPETICION
TIEMPO | 1 2 3 MEDIA 1 2 3 MEDIA

DIA2 |0.6|0.4 |04 046666667 | 0.4 | 0.8 | 0.7 | 0.63333333
DIA4 |11]0.8| 1.0 0.96666667 | 0.8 | 1.1]|1.1 1
DIA6 | 16|14 |1.7 156666667 | 1.1 | 1.3 | 1.3 | 1.23333333
DIA8 | 25|23 |24 2.4 1.6 2.0 1.6 |1.73333333
DIA10 |3.1]29]2.8| 293333333 | 2.2 | 2.5 | 2.0 | 2.23333333
DIA12 |3.5|3.2 |35 3.4 2712922 2.6
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Grafico 3:RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN SUSTRATO ROBLE. MEDICION

EN CENTIMETROS

Al analizar los resultados obtenidos en el sustagtrrin de roble se observé que la cepa
MEBP 459 tuvo un mejor crecimiento micelial quecgpa MEBP 389 durante los doce

dias que duré la prueba.

4.5 Medio control

Tabla 5: RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN MEDIO CONTROL. MEDICION EN
CENTIMETROS

Cepa MEBP 459 Cepa MEBP 389
REPETICION REPETICION
TIEMPO | 1 2 3 MEDIA 1 2 3 MEDIA
DIA2 |04 |08|0.4|0.53333333(04|04|04 0.4
DIA4 | 0.6 09| 0.8]|0.76666667 | 0.9 | 0.8 | 0.9 | 0.86666667
DIA6 |13 (16|13 14 1.8 1.6 |1.5]| 1.63333333
DIA8 |19 |21]21]2.03333333 |24|20]2.0]2.13333333
DIA10 (292626 2.7 30126 |25 2.7
DIA12 |3.5|3.4| 3.5 3.46666667 | 3.5 | 3.1 | 3.4 | 3.33333333
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Grafico 4:RESULTADOS DE CRECIMIENTO MICELIAL DE PHELLINUS SP EN MEDIO CONTROL. MEDICION
EN CENTIMETROS

Al analizar los resultados obtenidos en el medittrob se observé que la cepa MEBP 459
tuvo un ligeramente mejor crecimiento micelial, daeepa MEBP 389 durante los doce

dias que duré la prueba, en todos los medios.
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4.6

Estadistica descriptiva

Tabla 6

Factores inter-sujetos

Etiqueta
del valor

CEPAS 1

SUSTRATO

MEBP
459

MEBP
389

Roble
Eucalipto
Alamo
Control
Comun

15

15

(e e>R o) B> NN o))

Tabla 7

Estadisticos descriptivos

Variable dependiente: Diametro del crecimiento micelial

CEPAS SUSTRATO Media Desv. tip.

MEBP 459 Roble 3,4000 ,17321 3
Eucalipto 3,2667 ,40415 3
Alamo 3,4667 ,05774 3
Control 3,4667 ,05774 3
Comlun 3,3333 ,20817 3
Total 3,3867 ,20307 15

MEBP 389 Roble 2,6000 ,36056 3
Eucalipto 2,4000 ,51962 3
Alamo 2,6333 ,15275 3
Control 3,3333 ,20817 3
Comlun ,4000 ,00000 3
Total 2,2733 1,05524 15

Total Roble 3,0000 ,50596 6
Eucalipto 2,8333 ,63140 6
Alamo 3,0500 46797 6
Control 3,4000 ,15492 6
Comlun 1,8667 1,61204 6
Total 2,8300 ,93703 30

37




CVv= S
X
CV =33.11%

El coeficiente de variacion obtenido al ser menona es aceptable.

4.7 Comparaciéon de Resultados

Tabla 8

Pruebas de los efectos inter-sujetos

Variable dependiente: Diametro del crecimiento micelial

Suma de
cuadrados Media

Fuente tipo 111 gl cuadratica F Significacion
Modelo 257,5452 6 42,924 125,857 ,000
CEPAS 9,296 1 9,296 27,258 ,000
SUSTRATO 7,981 4 1,995 5,850 ,002
Error 8,185 24 341

Total 265,730 30

a. R cuadrado =,969 (R cuadrado corregida = ,961)

A partir del andlisis de varianza se observo laisigte:

» Existe una diferencia altamente significativa enretimiento segun la cepa

dePhéllinus spp. utilizada (P = 0,000).
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» Existe una diferencia significativa en el creciniesegun el tipo de aserrin

utilizado para cada prueba realizada (P = 0,002)

Medias marginales estimadas

Tabla 9
1. Media global
Variable dependiente: Diametro del crecimiento micelial
Intervalo de confianza al
95%.
Limite
Media Error tip. | Limite inferior | superior
2,830 ,107 2,610 3,050

Tabla 10
2. CEPAS
Variable dependiente: Diametro del crecimiento micelial
Intervalo de confianza al
95%.
Limite
CEPAS Media Error tip. | Limite inferior | superior
MEBP 459 3,387 ,151 3,075 3,698
MEBP 389 2,273 ,151 1,962 2,585

Observando las medias obtenidas en los diametrosedeniento micelial obtenidos en las

cepas dePhellinus sp. se encuentra que al final de los 12 dias de mrento la cepa

MEBP 459 tuvo un mayor desarrollo.
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Tabla 11

3. SUSTRATO

Variable dependiente: Didmetro del crecimiento micelial

Intervalo de confianza al

95%.
Limite

SUSTRATO Media Error tip. | Limite inferior | superior
Roble 3,000 ,238 2,508 3,492
Eucalipto 2,833 ,238 2,341 3,325
Alamo 3,050 ,238 2,558 3,542
Control 3,400 ,238 2,908 3,892
Comun 1,867 ,238 1,375 2,359

vando las
medias obtenidas en los diametros de crecimiernteliai obtenidos en los
sustratos utilizados se encuentra que al finabgld.? dias de crecimiento el
medio control fue en el que las cepa$telinus sp. tuvo un mayor
crecimiento. Ademas se puede destacar que el suétaano fue el mejor

de los sustrato utilizados para este proyecto.

Tabla 12: Prueba de Tukey para las dos cepas

Diametro del crecimiento micelial

DHS de Tuke)?’b

Subconjunto
SUSTRATO N 1 2
Comun 6 1,8667
Eucalipto 6 2,8333 2,8333
Roble 6 3,0000
Alamo 6 3,0500
Control 6 3,4000
Significacion ,059 ,464
Se muestran las medias para los grupos en subconjuntos
homogéneos.

Basado en la suma de cuadrados tipo Ill
El término error es la Media cuadratica (Error) = ,341.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 6,000
b. Alfa = ,05.
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Con la prueba de Tukey para las dos cepas sed@iiths sustratos en dos subconjuntos.
En el mejor esta primero el medio control, luegos@$trato alamo, roble y eucalipto,

mientras que en el subconjunto de menor calidahsgentran eucalipto y sustrato comun.

4.7.1 Cepa MEBP 459

Tabla 13: Prueba de Tukey para la cepa MEBP 459
Diametro del crecimiento micelial

HSD de Tukey'

Subconjunto

para alfa = .05
SUSTRATO N 1
Eucalipto 3 3,2667
Comun 3 3,3333
Roble 3 3,4000
Alamo 3 3,4667
Control 3 3,4667
Sig. ,798
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3,000.

Analizando los resultados obtenidos con la cepa RIEBB9 se puede observar que no
existe una diferencia significativa de crecimientelial de esta cepa entre los sustratos

utilizados y el medio control.
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4.7.2 Cepa MEBP 389

Tabla 14: Prueba de Tukey para la cepa MEBP 389
Diametro del crecimiento micelial

HSD de Tukey

Subconjunto para alfa = .05
SUSTRATO N 1 2 3
Comun 3 ,4000
Eucalipto 3 2,4000
Roble 3 2,6000 2,6000
Alamo 3 2,6333 2,6333
Control 3 3,3333
Sig. 1,000 877 ,086
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media armoénica = 3,000.

Con la prueba de Tukey para la cepa MEBP 389 selidia los sustratos en tres
subconjuntos. En el mejor esta primero el medidrogriuego el sustrato alamo, roble y
eucalipto, en el subconjunto medio se encuentuaali@to, roble y alamo, mientras que

en el subconjunto de menor calidad se encuengaséiato comun.

4.8 Fructificacion

Debido a que la cepa MEBP 459 crecid bien en tda®sustratos y con los resultados
estadisticos se decidi6 ensayar la fructificaciGicamente en eucalipto, por ser éste la

madera mas abundante en nuestro medio.

En el proceso de fructificacion, que duré tres rmessellego a obtener fundas colonizadas
con primordios deé”hellinus sp., mas no el cuerpo fructifero del hongo, debidaa o

fue posible determinar las condiciones necesaraaa pue se produzcan los cuerpos
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fructiferos, por lo tanto no fue posible obtenep@icentaje de eficiencia bioldgica, ya que
el peso de los primordios es mucho menor al declespos fructiferos, dando como

resultado un porcentaje de eficiencia biolégicawowalor muy bajo.

Tabla 15: RESULTADOS DE FRUCTIFICACION CEPA MEBP 459. PORCENTAJE DE EFICIENCIA BIOLOGICA

Funda 1 Funda 2 Funda 3 Funda 4 Funda 5
Numero
Primordios 150 115 129 179 143
Peso
Primordios | 7.9 gramos | 6.6 gramos | 7.2 gramos | 8.9 gramos | 7.4 gramos

Tabla 16. TABLA DE ESTADISTICA DESCRIPTIVA RESULTADOS DE FRUCTIFICACION CEPA MEBP 359

Variable Media Error estandar Desv/mmon Coef|(_:|er_1:[e de
estandar variacion
Numero 143.2 10.8 24.1 16.84%
Primordios
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5.1

CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

En el crecimiento micelial d€hellinus sp. se pudo determinar que existe
diferencia significativa para las dos cepas efdge sustratos aserrines de

alamo, roble, comun y eucalipto.

Las cepas utilizadas tuvieron un mayor desarrailelemedio agar extracto de
malta, utilizado como control, esto es de esperpmeser éste un medio

formulado para el buen desarrollo de los hongos.

La cepa MEBP 389 en general crecié menos en lasagas probados.

La cepa MEBP 459 en general crecio mejor en todesulistratos, y para esta

cepa no hubo diferencia significativa entre logrsiiss.

Al intentar conseguir la fructificacion utilizandel sustrato en fundas de
polipropileno se encontrd que se obtuvo el dedard® primordios de la cepa

MEBP 459 dePhellinus sp., mas no de la cepa MEBP 389, utilizando como
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iniciador la liberacion del didéxido de carbono fauo a partir del crecimiento

de micelio pero no se desarrollé ningun cuerpatiiiero

Las dos cepas deben corresponder a especiesntier@ePhellinus por su

diferente comportamiento de exigencia nutricional.

La cepa MEBP 459 puede ser candidata para serzadidi para fines
biotecnoldgicos por su mejor desarrollo en losratss evaluados, sin embrago
se deberia procurar llegar a la identificacion &elnide especie y las

caracteristicas bioquimicas de las cepas utilizadas

Para el desarrollo dePhellinus sp., en cultivos artesanales requieren

condiciones especiales que no han podido repragueir este trabajo
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5.2

RECOMENDACIONES

Se debe analizar cual es el iniciador de fructiima del hongdPhellinus
sp., para asi poder realizar cultivos in vitro y esudsus principales
principios activos, especialmente los géneros ddoscpor sus beneficios

médicos comd®hellinus linteus.

Determinar si las propiedades medicinales, obtsnidatravés de sus
principios activos, de las especies HEeellinus sp. se pueden obtener
mediante cultivo in vitro y no solo a través dehfo cosechado en la

naturaleza.

Se sugiere realizar estudios para analizar si diof@DA, utilizado para el
aislamiento de las cepas con las que se realigdtegiajo, preparado de
manera artesanal permite un mejor desarrollo denloslios de hongos que

el PDA que se puede obtener comercialmente.

Realizar nuevos estudios acerca de la biodiversitdmldgica y
microbiolégica presente en nuestro pais y prinoieate en la cuenca

amazonica.
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ANEXOS
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ANEXO 1

Conservacion de cepas en aceite mineral y en agua

Los cultivos puros en PDA o Agar Extracto de Makapasan a tubos inclinados
con PDA o extracto de malta.

Para la conservacion de las cepas se utilizd peitéaenineral (Parafina liquida
grado farmacéutico). Se distribuydé 10ml en tubse yautoclava durante una hora
a 121°C., el aceite se vuelve turbio después dstlilizacion hay que esperar que
se clarifique y se enfrie.

. Se trabaja en condiciones estériles procurandaresdntaminaciones.

. Una vez que el crecimiento del hongo es abundante] tubo inclinado se afade
el aceite de tal manera que quede 2cm. bajo eklwltubo.

. Cada cultivo debe tener su respectivo duplicado.

De la misma manera se procede con otros dos tublos gue se afiade agua estéril

para conservarlos (potable NO destilada). En este la tapa debe ser hermética.
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ANEXO 2

Agar Extracto de Malta

» Composicion:

Extracto de Malta 30gramos
Peptona micoldgica 5 gramos
Agar 15 gramos
Agua destilada 1 litro

» Ajustar el pH del medio a 5.4
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ANEXO 3

Agar Extracto de Malta + sustrato

e Composicion:

Extracto de Malta 4 gramos
Agar 15 gramos
Agua destilada 1 litro
Sustrato (aserrin) 30gramos

» Ajustar el pH del medio a 5.4
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FOTOGRAFIAS
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1. Medio con sustrato aserrin comUn sembrado corsebale 0.8cm de diametro.

2. Medio con sustrato aserrin comun con desarrolldvdetjoPhellinus sp. al cuarto
dia de crecimiento.
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3. Medio con diferentes sustratos aserrines con crentmde las cepas déhellinus
sp.

4. Botellas utilizadas para la preparacion del inoculo

58



B Y o e
W

B AN

L

o+

5. Botellas colonizadas por el inoculo

6. Fundas de polipropileno con el sustrato para letificacion
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7. Fundas de polipropileno con sustrato colonizadasxtb dia de prueba

Fundas de polipropileno con sustrato colonizadogsonordios al dia doce de la
prueba.
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