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1. RESUMEN

El género Ganoderma pertenece a la familia Ganodermataceae y al orden Polyporales.
Algunas especies de este género tienen propiedades medicinales muy estudiadas. El objetivo
de este estudio, fue optimizar el cultivo del hongo Ganoderma ecuadoriense, al reducir el
tiempo de aparecimiento de primordios respecto al control y al determinar tratamientos que
aumenten el peso fresco en gramos del cuerpo fructifero después de 16 semanas de desarrollo.
Las variables analizadas fueron: A) sustratos: control [A0], sulfato de manganeso adicional
[A1] y melaza adicional [A2]; B) area de micelio en contacto directo con el ambiente: 20.27
cm? [BO0], 81.07 cm? [B1] y 182.41 cm? de area con funda abierta [B2]; y C) tiempo de
maduracion miceliar: de 15 dias [CO], 30 dias [C1] y 45 dias [C2] después de terminar la
colonizacién. Dichas variables fueron ordenadas en un experimento factorial 3x3x3, para un
total de 27 tratamientos con cuatro repeticiones cada uno, resultando en 108 ensayos. El
tratamiento B2 fue eliminado del estudio por tener una contaminacion del 50%. Los
tratamientos en producir primordios en el menor tiempo fueron: AOBOC1, A2B0C1, A1B1C1
y AOBOCO, a los 59 dias después de ser inoculados, es decir, 31 dias mas temprano que el
control. No hubo diferencias significativas en el tipo de sustrato o el &rea de micelio en contacto
con el ambiente, sin embargo, si hubo diferencias significativas en el peso fresco (g) de los
cuerpos del tratamiento C1, que tuvo un peso total de 56.7 g, a diferencia de CO con 12.3 gy
C2 con 28.1g de peso total. Un tratamiento adicional mostrd que fue méas efectivo cerrar las
fundas de fructificacion con cinta adhesiva. Los resultados obtenidos indican que la
optimizacion del cultivo de G. ecuadoriense se daria con el uso del sustrato control, una
maduracion miceliar de 30 dias y un cierre de funda con cinta adhesiva.

Palabras clave. Cultivo de hongos, Ganoderma, maduracion miceliar, area de micelio

expuesto, sustrato.
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2. ABSTRACT

Ganoderma are wood-decaying fungi that belong to the order Polyporales. Some
species of this genus have well studied medicinal properties. The aim of this study was to optimize
the cultivation of Ganoderma ecuadoriense, by reducing the time to obtain fungal primordia
compared to the control group; and to determine which treatments increase weight of fruiting
bodies in grams after 16 weeks of development. The variables analyzed in this study were: A)
substrates: control [A0], additional manganese sulfate [A1], and additional molasses [A2]; B)
oxygenation, with area of the mycelium in direct contact with the atmosphere of: 20.27 cm2 [BO0],
81.07 cm2 [B1] and 182.41 cm2 [B2] of open cover; and C) mycelium maturing time: of 15 days
[CO], 30 days [C1], and 45 days [C2] of ripening after complete colonization. These variables
were arranged in a factorial experiment 3x3x3; with a total of 27 treatments, each with 4
replicates, which resulted in 108 trials. Treatment [B2] was eliminated from the study due to a
50% of contamination. The treatments to produce primordia in the shortest time were: AOBOC1,
A2B0C1, A1B1C1 and AOBOCO, at 59 days after inoculation, that is, 31 days earlier than the
control group. There were no significant differences in the type of substrate or the area of
oxygenation, however, there were significant differences in weight (g) of the fruiting bodies that
belonged to treatment C1, which had a total of 56.7 g, compared to CO with 12.3 g and C2 with
28.1 g of total fresh weight. An additional treatment showed that it was more effective to close
the fruiting sheath with adhesive tape. The results obtained show that the optimization of G.
ecuadoriense cultivation would occur using the control substrate, mycelial maturation of 30 days,
and closing fruiting sheath with adhesive tape.

Key words: Mushroom cultivation, Ganoderma, mycelium maturity, mycelium exposed area,

substrate.
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3. INTRODUCCION

3.1 TAXONOMIA DEL GENERO Ganoderma

El género Ganoderma pertenece al orden Polyporales y a la familia Ganodermataceae
(Basidiomycota), la misma que fue descrita por Marinus Anton Donk en 1948 y que incluye
cuatro géneros: Ganoderma, Amauroderma, Humphreya y Haddowia (Kirk, Cannon, Minter &
Stalpers, 2008). Actualmente en la base de datos Mycobank (octubre, 2016), se reportan 471
especies y subespecies del género Ganoderma. Este género fue descrito en 1881 por Peter Adolf
Karsten, con un espécimen de G. lucidum originario de Inglaterra como especie tipo, la cual es
considerada un complejo de especies por sus caracteristicas principales, como por ejemplo una
superficie brillante lacada (Gottlieb y Wright, 1999). Mas tarde se describe a G. applanatum que
tiene la superficie del cuerpo fructifero no lacado, constituyendo asi, el segundo complejo de
especies del género Ganoderma (Muthelo, 2009).

Ganoderma lucidum es la especie mas conocida del género por sus caracteristicas
medicinales, sin embargo, varias especies de la familia Ganodermataceae gozan de una
reputacion como productores de componentes con funciones farmacoldgicas como: G. tsugae,
G. sinense, G. applanatum, G. multipileum, G. australe, G. capanse y G. sichuanense (Zhou,
Lin, Yin & Zhao, 2007; Chen, 2004; Wang, Wu, Su, Shih & Chen, 2009). Ademas, cumplen
un rol ecoldgico transcendental al ser uno de los mas importantes degradadores de lignina
(Ryvarden, 2004). Generan una pudricion blanca en la que de-lignifican la madera mediante
accion enzimatica, sin destruir la estructura fibrilar de la celulosa en las paredes de células
vegetales (Blanchette, 1987). Este género también es patdgeno de plantas, y es responsable por

grandes pérdidas en el cultivo de palma aceitera (Elaeis guineensis), Ganoderma sp. €s
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considerado el principal limitante de este cultivo en Malasia (Gurmit, 1990). Los sintomas de
la enfermedad causada por Ganoderma, puede ser detectados a nivel de las hojas de la flecha,

las cuales no se abren ni expanden, y permanecen clordticas y pequefias (Nieto, 1994).

En Ecuador se han identificado 19 especies de Ganoderma, ademas se han encontrado
13 especies que posiblemente sean nuevas para la ciencia (Salazar, 2014). Recientemente se
reportd una nueva especie perteneciente a Ecuador Ilamada G. ecuadoriense (Salazar, Barnes
& Orddfiez, 2016), la especie utilizada en este trabajo. Las propiedades bioquimicas que pueda
tener el cuerpo fructifero de esta nueva especie amazonica son desconocidas y pudieran incluir
propiedades medicinales como tantas que se han encontrado en G. lucidum. Existe, por lo tanto,

un potencial biotecnolégico con G. ecuadoriense.

3.2 PROPIEDADES MEDICINALES DE Ganoderma

Ganoderma es un hongo que ha sido utilizado por cientos de afios por culturas
orientales, las cuales le atribuian propiedades medicinales casi milagrosas. En China se lo
conoce como Ling Zhi, que significa “hongo de la inmortalidad” (Stamets, 1993). Gracias a que
G. lucidum tiene aproximadamente 130 compuestos activos, se han estudiado maultiples
propiedades como la accién antioxidante, anticancerigena (induccién de apoptosis), inmuno-
moduladora, hepato-protectora, anti-hipertension, inhibicién de colesterol, anti-inflamatoria,

inhibidora de inducciones virales, anti-microbiana, entre otras (Powell, 2010).

Actualmente, la produccion mundial anual de G. lucidum es de 6.000 toneladas, y se

estima que el valor total de los productos derivados de este hongo supera los $ 2.500
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millones por afio (Bidegain, et al., 2015), siendo comercializado por diversos tipos de
empresas en el mundo. Se ha estudiado el efecto de este hongo sobre diferentes tipos de
enfermedades; por ejemplo, el extracto de G. lucidum mostré ser efectivo en proteger el
higado de ratones de laboratorio de dafio hepatico inducido, al permitir la restauracién
de enzimas mitocondriales y mediante el potenciamiento de las membranas (Sudheesh
etal., 2012). Igualmente, el consumo oral de este hongo redujo la fibrosis hepatica en
ratones, debido a un posible mejoramiento de la actividad de la enzima colagenasa (Wu,
Fan & Lin, 2010). También se han realizado estudios en células humanas que
demuestran que el extracto de Ganoderma inhibe la proliferacion de células
cancerigenas, produce apoptosis y suprime la proliferacion de las células humanas de
cancer de préstata PC-3 (Stanley et al., 2005). Se ha demostrado que Ganoderma puede
ayudar a tratar y prevenir varios tipos de cancer gracias a sus triterpenoides y
polisacéaridos, los cuales actian como un coadyuvante al tratamiento de la enfermedad.
Siempre se recomienda, sin embargo, seguir con el tratamiento convencional y

comunicar al médico tratante sobre el consumo de Ganoderma (Yuen y Gohel, 2005).

CULTIVO DE Ganoderma

Gracias a sus propiedades medicinales, Ganoderma ha sido utilizado por el hombre

desde hace més de 2000 afios, al menos desde los tiempos de la Dinastia Han (206 A.C — 220

D.C) en China (Stamets, 1993). En afios recientes, Ling Zhi ha sido cultivado en 15 paises a

nivel mundial, con una produccién anual de cerca de 15.000 toneladas, dato muy significativo,

al tener en cuenta que hace 15 afios solo se producian 200 toneladas de este hongo (Rogers,

2011).
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El cultivo de hongos trata de emular las condiciones ambientales favorables para obtener
cuerpos fructiferos de la especie de interés, es decir, reproducir el ciclo bioldgico de los hongos
de manera controlada (Stamets, 1993). El ciclo comienza por la germinacion de una espora,
seguido del desarrollo del micelio y el aparecimiento de primordios, para luego formar el
cuerpo fructifero (Anexo 1). Los primordios son agregaciones hifales que forman estructuras
pequefias normalmente circulares, y son el inicio del desarrollo de un cuerpo fructifero (Gaitan,
2006). La obtencién de primordios puede ser considerado el proceso mas determinante del
cultivo, ya que si este falla, todo el proceso de cultivo sera en vano. Para obtener primordios se
recomienda una humedad ambiental relativa del 95%, una reduccién del contenido de didxido
de carbono y ciclos de 12 horas de luz y oscuridad (Stamets y Chilton, 1983), ya que, el micelio
es susceptible a la aireacion e iluminacion como estimulos inductores de primordios (Gaitan,

2006).

3.3.1 FORMULACION DE SUSTRATOS

Ganoderma es un hongo lignicola parasito o sapréfito que puede ser cultivado
directamente en troncos o en sustratos basados en aserrin y viruta de maderas
duras (Stamets, 1993). Estos hongos son considerados “lefiosos” o duros, Yy Su
crecimiento demora varias semanas 0 meses mas que hongos “carnosos” o suaves
como Pleurotus (Piepenbring, 2015), que a partir de la formacion de primordios,
tardan de 4 a 7 dias en desarrollarse hasta su etapa madura (Stamets, 1993). Es
necesario, entonces formular sustratos que aumenten el rendimiento y la velocidad
del cultivo de los hongos lefiosos, al eliminar o afiadir componentes a la formula

(Stamets & Chilton, 1983). Se ha visto, por ejemplo, que la melaza estimula el



crecimiento celular al aportar azucares y nitrégeno (Erkel, 2009). Por otro lado, el
sulfato de manganeso (MnSQg) al ser suplementado en un 0.05%, puede aumentar
la eficiencia bioldgica de G. lucidum en un 14.6% (Calvo, Montoya & Restrepo,

2014).

3.3.2 INTERCAMBIO GASEOSO

Ademas de la formulacién del sustrato, el intercambio gaseoso es de vital
importancia para el cultivo de Ganoderma, ya que estos hongos son muy
susceptibles a niveles de oxigeno y diéxido de carbono durante la fase de
fructificacion (Stamets, 1993). Si no se expone a los primordios a niveles de
oxigeno semejantes a los atmosféricos, el cuerpo del hongo perderéa la oportunidad
de desarrollarse (Stamets & Chilton, 1983). Se puede manejar el tamafio del area
de micelio en contacto con el aire para determinar el nivel 6ptimo de intercambio

gaseoso.

3.3.3 TIEMPO DE MADURACION DEL MICELIO

En la empresa ecuatoriana de cultivo de hongos IntiWasi, madura la cepa
comercial de G. lucidum aproximadamente por 30 dias antes de trasladarla a
invernadero para que fructifique (T. Woodsmith, comunicacion personal, 29 de
enero, 2016), y como resultado, aparecen primordios a los 40 dias en total. Esta
empresa cultiva la cepa G102.1 de G. ecuadoriense originaria de Ecuador con
éxito, sin embargo, los tiempos de aparecimiento de primordios (90 dias) y de

cosecha de cuerpos (120 dias) son demasiado largos.
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El presente estudio busca optimizar el cultivo de la cepa ecuatoriana G. ecuadoriense a

través de la reduccidn de los tiempos de inicio de fructificacion (aparecimiento de primordios)

y desarrollo de cuerpos fructiferos, al analizar tres diferentes factores cruciales para el

desarrollo del hongo: el sustrato, el tamafio del area de micelio en contacto directo con el aire,

y el tiempo de madurez miceliar.

3.4

OBJETIVOS

3.4.1 OBJETIVO GENERAL

Optimizar el cultivo de la cepa ecuatoriana G102.1 de G. ecuadoriense.

3.42 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar cudl sustrato permite reducir el tiempo de aparecimiento de primordios
y obtener mayores valores de peso fresco (g) de los cuerpos de la cepa G102.1 de
G. ecuadoriense a lo largo de 16 semanas de desarrollo.

Identificar cual area de exposicion de micelio genera un nivel de intercambio
gaseoso adecuado para inducir el aparecimiento de primordios y obtener mayores
valores de peso fresco (g) de los cuerpos de la cepa G102.1 de G. ecuadoriense a lo

largo de 16 semanas de desarrollo.

Determinar cuél es el tiempo de maduracion de micelio necesario para que la cepa
G102.1 de G. ecuadoriense comience su fase de fructificacion antes de los 90 dias
de desarrollo y genere cuerpos con los mayores valores de peso fresco (g) en 16

semanas de desarrollo.

Determinar cual combinacidn de los factores de composicion de sustrato, exposicion

del micelio y tiempo de maduracion
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e reduce el tiempo de aparecimiento de primordios de la cepa G102.1 de G.
ecuadoriense y produce cuerpos con mayor peso fresco (g) en 16 semanas de

desarrollo.
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4. MATERIALES Y METODOS
Los ensayos se basaron en el protocolo de cultivo de hongos comestibles y medicinales

desarrollado por la empresa de cultivo de hongos IntiWasi (Anexo 2).

4.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se analizaron tres variables en el ensayo (Tabla 1): composicion del sustrato
[AO=control, A1= MnSO4 adicional, y A2= melaza adicional], &rea del micelio en contacto con
el aire [B0=20.27 cm?, B1=81.07 cm? y B2= funda abierta correspondiente a 182.41 cm?], y
maduracion del micelio [C0=15 dias, C1=30 dias y C2=45 dias de maduracién]. Cada una de
estas variables fueron combinadas, dando un total de 27 tratamientos para un arreglo factorial
3x3x3, con 4 repeticiones por tratamiento, para obtener asi un total de 108 unidades

experimentales (Tabla 2), representados por funda de fructificacion.

4.2 PREPARACION DE LA CEPA DE G. ecuadoriense

Se utilizé la cepa ecuatoriana G102.1 de G. ecuadoriense proporcionada por la empresa
IntiWasi, ubicada en Tumbaco, Ecuador. EI micelio del hongo fue sembrado en una caja Petri
con medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar) y se mantuvo en oscuridad a 24°C por 10 dias

hasta que colonizé por completo la caja Petri (Stamets, 1993).

Se multiplicé la cepa mediante inoculacion en caldos de cultivo (Gaitan, 2006; Stamets,
1993). Para un litro de caldo se midié 950 ml de caldo de papa en un frasco de 1 L, al que se
afadié 4 g de viruta 'y 2 g de polvo de yeso (sulfato de calcio dihidratado). Se autoclavé el
medio por 20 minutos a 120°C. Dentro de una camara de flujo laminar se inocul6 el medio
estéril con micelio de la cepa G102.1 de G. ecuadoriense. Se incubd el medio a temperatura

ambiente en un cuarto limpio y oscuro por siete dias. Se agité el medio por un minuto cada dia
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para homogenizar el micelio en formacion. Se prepar6 un total de 15 L de caldo de cultivo, en

15 botellas de 1 L.

4.3 PREPARACION DE SEMILLA EN GRANO

Se prepararon 99 fundas de polifan resistente al calor, cada una de las cuales contenia
1 kg de granos de avena, 1 L de agua y 16 g de polvo de yeso, estas fueron autoclavadas por 20
minutos a 120°C. Luego, dentro de una cdmara de flujo, cada funda se inoculé con 100 ml de
caldo de cultivo colonizado, fue sellada y colocada en el cuarto de colonizacién, un cuarto
limpio y oscuro, con humedad relativa baja de aproximadamente 20% y un rango de
temperatura de 20 a 28°C. Se incubd las fundas por 30 dias hasta que la semilla de grano quedo

totalmente colonizada.

4.4 PREPARACION DE FUNDA DE FRUCTIFICACION CON LOS DIFERENTES

TRATAMIENTOS

Las fundas de fructificacion contienen el sustrato que formara los cuerpos fructiferos del
hongo. De cada funda de semilla en grano, se inocularon 2 fundas de fructificacion. Se utilizaron
54 de las 99 fundas de semilla en grano generadas, para obtener 108 fundas de fructificacion.
Para el ensayo de composicion de sustrato, el tratamiento control A0 consisti6 en la funda de
fructificacion con 500 g de viruta, 150 g de aserrin, 80 g de afrechillo, 45 g de polvo de yeso,
1,66 ml de melaza y 730 ml de agua; el tratamiento Al tuvo la misma composicion que AQ
excepto que en lugar de melaza, se afiadio 4 g de sulfato de manganeso; el tratamiento A2 tuvo
la misma composicion que AO excepto que se afiadio 3,3 ml mas de melaza. Las fundas fueron
pasteurizadas (Anexo 2), y una vez frias, inoculadas con aproximadamente 1 kg de la semilla de

grano. Luego fueron selladas con anillos PVC (policloruro de vinilo) segun su tratamiento: el
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tratamiento B0 estuvo compuesto por un anillo de tubo PVC de 2 pulgadas de didametro (20.27
cm? de area) ubicado en el cierre de la funda de polifan, el tratamiento B1 tuvo un anillo de PVC
de 4 pulgadas de diametro (81.07 cm? de area), y el B2 inicialmente fue cerrado con un anillo
PVC de 2 pulgadas de didmetro, sin embargo, una vez ingresado al invernadero, se elimino el
anillo y se abrid la funda completamente, con el fin de obtener un area de exposicion de
aproximadamente 182.41 cm?. La “boquilla” generada por el anillo de PVC, fue cubierta con
papel aluminio y ajustada con una liga en todos los tratamientos. Controles visuales de
crecimiento miceliar fueron realizados cada 15 dias en esta fase, para determinar si existian
diferencias en el desarrollo del micelio, es decir, si alguno de los tratamientos colonizaba antes

0 presentaba contaminaciones.

Para el ensayo del tiempo de maduracién del micelio, el tratamiento CO se mantuvo en
el cuarto de cultivo por 15 dias, el C1 por 30 dias, y el C2 por 45 dias después de estar totalmente
colonizadas. Una vez cumplidos los primeros 15 dias de maduracion miceliar, las fundas del
tratamiento CO fueron llevadas a un estante de acero inoxidable dentro del invernadero de la
empresa IntiWasi. Las fundas de los tratamientos C1 y C2 fueron llevadas al invernadero
después de 30 y 45 dias respectivamente. Una vez en el invernadero, se retir6 el papel aluminio
de las boquillas de todas las fundas de fructificacion, para permitir el intercambio gaseoso entre

el ambiente del invernadero y el micelio.

Una vez que las fundas del tratamiento CO estuvieron en el invernadero, es decir a los 15
dias de maduracién miceliar en el cuarto de cultivo, se realizaron controles visuales del
crecimiento del cultivo cada 15 dias para detectar la aparicion de primordios y su desarrollo,
dichos controles continuaron también con los tratamientos C1 y C2. Se registrd la presencia o

ausencia de primordios, se controld el desarrollo de fundas contaminadas y de encontrarse
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fueron eliminadas. Después de 16 semanas de desarrollo a partir de la inoculacion de las fundas
de fructificacion, los cuerpos fructiferos fueron cortados desde la base con un cuchillo

desinfectado y pesados al instante para obtener sus valores de peso fresco en gramos.

4.5 OBTENCION DE DATOS Y ANALISIS ESTADISTICO

Al final del estudio se registré el nimero de primordios y los cuerpos fructiferos fueron
colectados y pesados en fresco. La informacion del peso en gramos fue tabulada para cada uno
de los 27 tratamientos. Los tratamientos fueron ordenados en bloques (A0, Al, A2; BO, B1,
B2; CO, C1, C2), y se obtuvieron valores promedio de cada uno de los blogues y luego se obtuvo
un promedio total. También se consiguié un promedio especifico, al sumar el peso de todos los
primordios obtenidos para ese bloque y dividirlos para el nimero de fundas con primordios, ya

que no todas las fundas presentaron primordios.

Se utilizé el analisis del modelo lineal general (MLG) para determinar las interacciones
entre factores y sus efectos individuales. Ademas, con el fin de analizar los resultados sin
asumir la normalidad de los datos y reemplazarlos por categorias, se realiz6 la prueba no
paramétrica de Mann- Whitney para analizar los datos del bloque B, que finalmente present6
dos niveles (BOy B1), y la prueba de Kruskal-Wallis para los bloques Ay C, los cuales tuvieron

3 niveles cada uno: AQ, A1, A2y CO, ClyC2.
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5. RESULTADOS

51 CRECIMIENTO DE LA CEPA DE G. ecuadoriense EN CALDO DE CULTIVO Y
SEMILLA DE GRANO.

En la primera etapa de multiplicacion de la cepa en caldo de cultivo, se obtuvo un éxito
de colonizacion de 73%, con tan solo cuatro de los 15 caldos de cultivo contaminados. Diez
caldos de cultivo de 1 L fueron suficientes para preparar 99 fundas de semilla. En el desarrollo
de las fundas de semilla en grano, se obtuvo un éxito de colonizacion de 64.64%. Treinta y cinco
de las 99 fundas se contaminaron antes de colonizar la funda por completo. De las 64 fundas
que colonizaron sin contaminacion, se utilizaron 54 para la preparacion de 108 fundas de
fructificacion, correspondientes a los 27 tratamientos y cuatro repeticiones del arreglo factorial
3x3x3 (Figura 1). Se conto, entonces, con suficiente material para establecer todos los

tratamientos y repeticiones planificados.

5.2 FASE DE INCUBACION

Se obtuvo una colonizacion total y homogénea de las fundas de fructificacién en 19
dias. Unicamente siete de las 108 fundas se contaminaron. Los siguientes tratamientos
presentaron una repeticion contaminada: AOB0OC2, A0OB2C1, A1BOC2, A1B1C0, A2B2C0, y

el tratamiento A2B0C2 presentd dos fundas contaminadas en la fase de incubacion.

5.3 APARECIMIENTO DE PRIMORDIOS

Los primeros primordios en aparecer fueron detectados a los 59 dias en total a partir de la
inoculacion (Figura 2). Los tratamientos en presentar primordios primero fueron: AOBOC1 en
dos de las cuatro repeticiones, y AOBOCO, A1B1C1 y A2B0C1 en una de las cuatro repeticiones

(Tabla 3).
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A partir de la colonizacion completa de las fundas, el tratamiento AOBOCO produjo
primordios a los 25 dias, mientras que los tratamientos AOBOC1, A1B1Cl1 y A2B0C1
produjeron los primeros primordios a los 10 dias. Las fundas que incluyen el tratamiento C1,

fueron llevadas a invernadero 15 dias de maduracién mas tarde que las CO.

5.4 DESARROLLO EN FASE DE INVERNADERO
Al final del ensayo, 36 fundas de fructificacion siguieron un desarrollo normal y
presentaron primordios, otras 36 fundas no presentaron primordios hasta el final del estudio, y

36 fundas se contaminaron (incluidas las siete contaminadas en fase de incubacion).

Los bloques de tratamientos que tuvieron la menor cantidad de fundas contaminadas
fueron el C1 con tres fundas y BO con ocho fundas contaminadas. Los bloques de tratamientos
que presentaron mayor contaminacion fueron B2 con 18 fundas contaminadas, CO con 17
fundas, y C2 con 16 fundas contaminadas (Figura 3). El tratamiento B2 fue eliminado del
estudio debido a que el 50% de las repeticiones se contaminaron, y un 30.5% de las repeticiones
sanas no presentaron primordios, lo que result6 en 80.5 % de repeticiones con un valor de peso

fresco de primordio de 0 g.

5.5 PESO FRESCO DE LOS CUERPOS

Tras eliminar el tratamiento B2, el arreglo estadistico cambio a ser factorial 2x3x3. Los
tratamientos que presentaron un mayor peso fresco en gramos fueron: B0, C1y Al con un total
de 74.0 g, 56.7 g y 42.0 g respectivamente, y con un promedio total de 2.06 g, 1.58 gy 1.17 g
respectivamente (Figura 4). Los tratamientos con menor peso fresco fueron: CO, A0 y B1 con
un total de 12.3 g, 19.5 gy 23.1 g respectivamente, y un promedio total de 0.34 g, 0.54 g y 0.64

g respectivamente (Tabla 4).
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5.6 ANALISIS ESTADISTICOS

Los anélisis estadisticos fueron realizados con los tratamientos restantes luego de la
eliminacién del tratamiento B2. EI ANOVA del MLG (nivel de significancia de 0.05) mostré
que solo fueron significativas las diferencias entre los niveles del factor B, con un valor de
0.035 (Tabla 5), es decir, las diferencias entre BO y B1 fueron significativas. A pesar de la
significancia del factor B, el Coeficiente de Variacion (CV) de esta prueba fue de 205.08%
(Figura 5), valor demasiado alto, ya que el méximo recomendado para que los datos tenga
validez es de 20% (Séanchez, 2013). Por lo tanto, las pruebas planteadas no fueron tomados en
cuenta, y analisis no paramétricos complementarios fueron realizados. El analisis post hoc

mostré que no hubo diferencias significativas en los bloques de tratamientos A y C (Tabla 6).

En la prueba de Mann-Whitney, el factor B obtuvo diferencias no significativas con un
valor de 0.062, y en las pruebas de Kruskal-Wallis el factor A tampoco mostro significancia
estadistica con un valor de 0.701. Sin embargo, el factor C arrojé diferencias significativas con

un valor estadistico de 0.028 (Tabla 7).

5.7 TRATAMIENTO ADICIONAL

Para asegurar obtener un namero suficiente de fundas de semilla para completar los
ensayos, se produjeron fundas en exceso. Dos de estas fundas se usaron para producir cuatro
fundas de fructificacion, generando asi un tratamiento adicional. Se inocul6 las fundas de igual
manera que el de los otros tratamientos. Se utilizé el sustrato control, un cierre de la funda con
cinta adhesiva (no se usaron anillos PVC ni papel aluminio) y se dejé madurar por 26 dias
(Figura 6), cuatro dias menos que el tratamiento C1. Estas cuatro fundas fueron colocadas en

un estante apartado del ensayo y ninguna de las cuatro repeticiones se contamind. Al finalizar
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el estudio, se obtuvo primordios con los siguientes pesos: 7.8 g, 9.3 g, 27.0 g y 40.4 g, siendo
este Ultimo el primordio mas pesado de todo el estudio. El peso total de los primordios fue de

84.50g y el promedio total fue de 21.13g.
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6. DISCUSION Y CONCLUSIONES

Cuatro tratamientos que incluyeron la variable C1 (30 dias de maduracién) y uno la
variable CO (15 dias de maduracidn), indujeron el aparecimiento de primordios 31 dias antes
que con el método de cultivo tradicional de la empresa IntiWasi (90 dias). Se determino que el
tratamiento de maduracion miceliar de 30 dias (C1) permitié un mayor crecimiento de los

primordios en menor tiempo.

6.1 APARICION DE PRIMORDIOS

El tratamiento control (AOBOCO) estuvo en el grupo de los cinco tratamientos que
presentaron primordios primero, sin embargo, solo una de las cuatro repeticiones del
tratamiento control presentd primordios, por esta razén, los tiempos usados para la comparacion
del aparecimiento de primordios, fueron los 90 dias obtenidos por empresa IntiWasi (Anexo 4).
La diferencia entre el tratamiento control y el cultivo de IntiWasi es el tiempo de maduracion,
que fue de 15 dias en el control y de cero dias en el cultivo de la empresa, esto podria ser un
indicio de que el tiempo de maduracion podria influenciar el aparecimiento temprano de
primordios, sin embargo, este tratamiento no fue tomado como control por la falta de

consistencia.

El tiempo de maduracion de 30 dias del tratamiento C1, podria ser un factor de
importancia en el aparecimiento temprano de primordios. El tiempo de maduracién miceliar, al
igual que otros factores como la temperatura (Stamets y Chilton, 1983), se pueden relacionar
con la produccidn y la actividad de enzimas en hongos de pudricion blanca como Ganoderma
(Mackensen et al, 2003); ademas, otras moléculas como antibiéticos 0 micotoxinas también

son producidas, y podrian ayudar a proteger el micelio de organismos micoparasitos (Webster
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& Weber, 2007). Enel hongo G. lucidum se han aislado 431 metabolitos secundarios, muchos
de ellos moléculas bioactivas, como los triterpenos pentaciclicos (Baby, Johnsonn & Govindan,
2015), que tienen propiedades anti-bacteriales y anti-virales (Jager, Trojan, Koop, Lazzczyk &
Scheffler, 2009), entre otras. Esto sugiere que en la funda de fructificacion pueden existir
moléculas exudadas por el hongo que protejan al micelio y ayuden a la fructificacion.
Posiblemente la actividad de las moléculas de los exudados no llegue a un nivel 6ptimo a los
15 dias, pero si a los 30 dias de maduracion miceliar, por lo tanto, exponer el micelio a
condiciones inductoras de fructificacién (mayor humedad, niveles de oxigeno y luz) en este
tiempo, podria inducir al aparecimiento temprano de primordios y a el mejor desarrollo de los

hongos a lo largo del tiempo.

A pesar de que no hubo diferencias significativas en el tiempo de aparecimiento de
primordios entre los cinco tratamientos (tomando en cuenta que la fecha de inoculacién fue la
misma para todos), existen varios estimulos, como la luz, que permiten una fructificacién mas
temprana y produccién de hongos mas pesados a lo largo del tiempo (Stamets & Chilton, 1983).
Cabe sefialar que el factor luz no fue analizado en este estudio. La maduracion miceliar del
tratamiento C1 podria ser uno de estos estimulos, que a pesar de que produce fructificaciones
al mismo tiempo que el tratamiento CO, podria provocar un mejor desarrollo de los cuerpos a
lo largo del tiempo. EI peso total obtenido de los cuerpos del tratamiento C1 puede apoyar
dicha hipotesis, sin embargo, mayores estudios son requeridos, ya que se necesita analizar el
peso de los hongos una vez alcanzada su madurez. En el presente estudio no se dejé desarrollar
a los primordios hasta su maduracion por falta de tiempo, ya que hongos “lefiosos” como

Ganoderma, se demoran mucho mas que los hongos “carnosos” como el hongo ostra Pleurotus
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ostreatus (Piepenbring, 2015), por lo tanto, no se pudieron hacer comparaciones del peso final

de los cuerpos fructiferos.

En la Tabla 4 se puede apreciar que los tratamientos BO y C1 presentaron el mayor
namero de fundas de fructificacion con primordios, y ademas el mayor peso total. Se podria
dar la situacion en la que se produzcan un menor nimero total de cuerpos fructiferos, pero con
mayor peso, sin embargo, se sugiere que lo mejor seria obtener un mayor nimero de fundas de
fructificacion con primordios, aunque estas generen un menor peso, ya que estos primordios

podrian seguir su desarrollo a lo largo de tiempo, y producir un mayor peso en promedio total.

6.2 EFECTO DE LOS SUSTRATOS (TRATAMIENTO A)

El ANOVA (Tabla 5) no mostr6 diferencias significativas (0.486) asociadas a la
composicion del sustrato. A pesar de los resultados diferentes en el peso promedio de los
primordios (A0=19.55 g, A1=42.0 g, A2=35.6 g), la adicion de sulfato de manganeso (Calvo,
Montoya & Restrepo, 2014) y melaza (Erkel, 2009), no estaria ejerciendo un efecto
significativo para el aparecimiento temprano y desarrollo de los hongos. EIl tratamiento A1,
tercero con el mayor peso de primordios en total con 42.0 g (Tabla 4), pudo estar influenciado
por el tratamiento C1, asi, por ejemplo: el tratamiento A1B0C1, tuvo repeticiones con un peso
alto de 13.70 g y 10.8 g; en este tratamiento se considera a C1 como el factor que rige el efecto
principal, ya que estadisticamente fue significativo. Se sugiere, entonces, seguir utilizando la

formulacidn del sustrato control (Anexo 5).
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6.3 EFECTO DEL AREA MICELIAR EXPUESTA (TRATAMIENTO B)

La prueba de Mann-Whitney no fue significativa (0,062) para el tratamiento B de area
miceliar en contacto directo con el ambiente, a pesar de que B0 tuvo un peso total de primordios
de 74 g y B1 de 23.1 g. Sin embargo, el area de micelio en contacto con el ambiente puede
tener efectos sobre el desarrollo y aparecimiento de primordios. Stamets y Chilton (1983) hacen
referencia a un tipo de cultivo en blogue, donde el micelio de G. lucidum es retirado de la funda
de manera exista un contacto directo con el ambiente, y se lo mantiene bajo neblina por periodos
prolongados. En el invernadero IntiWasi (Anexo 6), los hongos son regados mediante aspersion
(micro gotas) por 15 minutos cinco veces al dia, y una vez al dia con un sistema de
humidificacién por ultrasonido que genera el ambiente de neblina (Anexo 7). Segun Stamets
(1993), el micelio en contacto con el ambiente debe ser estimulado con vapor de agua y no con

agua liquida.

En el invernadero hay una entrada directa de aire externo por donde se oxigena el lugar,
pero también es la entrada de esporas de todo tipo de hongos, es decir que a pesar de que sea
un lugar limpio, no es estéril. Sin embargo, si los sustratos tuvieron una correcta pasteurizacion
e inoculacidén (Gaitan, 2006), el micelio crecera y una vez colonizado el sustrato, el micelio no
tendré problemas para defenderse de patégenos externos. Por otro lado, cuando las fundas del
tratamiento B2 se abrieron para generar un area expuesta de 182.41 cm?, agua liquida ingresé
en ellas, se filtrd hasta llegar al fondo y se estancé en las fundas, esto pudo producir estimulos
no favorables para el desarrollo del micelio que posiblemente lo debilitaron al encontrarse bajo
estrés hidrico, y afectd su habilidad para defenderse de patdégenos (Valencia & Lopez, 2004).
La alta tasa de contaminacion de este tratamiento pudo provocar la contaminacion de fundas

aledafias, ya que a pesar de que las fundas contaminadas fueron eliminadas del invernadero
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inmediatamente al ser detectadas, algunos hongos como Trichoderma suelen ser muy agresivos,

de rapida colonizacién y esporulacion (Gaitan, 2006; Stamets & Chilton, 1983).

6.4 EFECTO DEL TIEMPO DE MADURACION (TRATAMIENTO C)

El tratamiento C1 con un peso total de 56.7 g, fue significativamente superior (0.028)
al tratamiento CO con 12.3 g, y al tratamiento C2 con 28.1 g (Figura 7), como lo demuestra el
analisis de Kruskal-Wallis para este factor. Por lo tanto, se puede decir que el tratamiento C1
de 30 dias de maduracion (T. Woodsmith, comunicacion personal, 29 de enero, 2016), tuvo un
efecto positivo en el desarrollo de esta cepa de G. ecuadoriense, al permitir que los cuerpos de
los hongos de ese tratamiento crezcan 4.61 veces mas que los del tratamiento CO y 2.01 veces
mas que los primordios del tratamiento C2. Las posibles razones del efecto del tiempo de

maduracion de 30 dias en el peso de los primordios ya se discutieron en el literal anterior.

6.5 TRATAMIENTO ADICIONAL

La tercera repeticion de este tratamiento produjo el cuerpo fructifero mas pesado del
estudio, con un peso final de 40.4 g (Figura 8). Es muy probable que la razén del éxito de este
tratamiento esté vinculada al tipo de cierre de la funda (Figura 9), ya que al no tener una tapa
de papel aluminio, permitié un mayor intercambio gaseoso en la fase de incubacion (France,
2000), lo cual podria estar influenciando un mayor desarrollo de los cuerpos, sin embargo,
mayores estudios son requeridos para asegurar esta posibilidad. En este tratamiento no se
estanco el agua, porque la funda permaneci6 asegurada con cinta todo el desarrollo, y porque
una vez en el invernadero, el exceso de plastico de la boquilla de la funda fue cortado para

evitar el estancamiento de agua.
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A nivel operativo, este tipo de cierre de funda de fructificacion implica un aumento en
la eficiencia del proceso de cultivo, ya que es menos laborioso y reduce en tres veces el tiempo
de cierre de la funda. EIl tiempo de maduracion de este tratamiento fue de 26 dias, 4 dias menos
que el tratamiento C1, lo cual puede ratificar la capacidad de dicho tratamiento para producir

hongos con mayor peso del cuerpo.

Ninguna de las cuatro repeticiones de este tratamiento se contamind. Esto puede
deberse a que estas fundas fueron colocadas lejos de los 108 ensayos principales, en el mismo
invernadero, corroborando asi, que la tasa de contaminacion que se presentd en los otros

tratamientos pudo estar ligada a la ejecucion del tratamiento B2.

Gracias a este tratamiento adicional, se puede pensar en proponer otro tipo de estudios
referentes el tiempo de maduracion del micelio, ya que no solo la funda de fructificacion tuvo
un tiempo de maduracidn, sino también la semilla de grano. Las fundas con semilla de grano
maduraron 35 dias antes de ser utilizadas; en los 108 ensayos realizados, la semilla maduré solo

3 dias después de ser inoculada (Tabla 8).
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6.6 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

A pesar de que no se obtuvo diferencias significativas, parece existir una tendencia en el
area de exposicion miceliar, entre mas pequefia el area, mas peso produce los hongos, o por lo
menos con las condiciones ambientales del invernadero IntiWasi. Por otro lado, el tipo de cierre
de la funda de fructificacion fue un aspecto crucial para generar un ambiente favorable para el
desarrollo del crecimiento de G. ecuadoriense. El método de cierre mostro hacer mas eficiente
el proceso de cultivo, al inducir el aparecimiento temprano de primordios y permitir que los

hongos crezcan mas rapido y con menos contaminacion.

Una maduracién de 30 dias parece ser 6ptima, dar un estimulo de fructificacion después
de este tiempo, puede inducir a un fructificacion mas temprana y a un mejor desarrollo del
hongo, para lograr cosechas con peso fresco de los cuerpos fructiferos de G. ecuadoriense mayor

que el control.

Se recomienda utilizar el sustrato control, ya que, segun los datos obtenidos en este
estudio, los aditamentos (melaza y sulfato de manganeso adicional) no tuvieron un efecto

significativo en el desarrollo de los cuerpos fructiferos.

Para reducir el tiempo de fructificacion y aumentar el desarrollo de los cuerpos a las 16
semanas, se recomienda utilizar el sustrato control, un cierre de la funda de fructificacion con
cinta adhesiva sin tapa de papel aluminio, y permitir la maduracion del micelio por 30 dias antes

de llevarla al invernadero.

Se sugiere estudios adicionales en relacion con la maduracién del micelio en la semilla

en grano. El micelio de la cepa de G. ecuadoriense utilizada mostrd ser especialmente vulnerable
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al contacto directo y continuo de agua liquida. Se recomienda evitar que el agua ingrese en la
funda de fructificacion, ya que, al estancarse produce un aumento en la tasa de contaminacion.
Para futuros estudios del &rea de micelio en contacto directo con el ambiente, se recomienda
aumentar el tiempo de humidificacion por vapor de agua en el invernadero, y eliminar el riego

directo de agua liquida.

De presentarse una tasa de contaminacion alta, se recomienda buscar las causas
inmediatamente, ya que una vez hallado el origen de la contaminacidn, puede ser corregido para

evitar contaminaciones en el futuro.
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8. FIGURAS

Figura 1. Etapas de crecimiento de la cepa de G. ecuadoriense. A) Micelio colonizando en
PDA en una caja Petri. B) Caldos de cultivo inoculados con G. ecuadoriense C) Funda de
semilla en grano. D) Funda de fructificacion colonizada. E) Funda de fructificacion

contaminada, las manchas verdes son hongos contaminantes.
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Figura 2. Primordio de G. ecuadoriense. Primordio correspondiente al tratamiento A2B0CL1.

Ta

Fundas de fructificacion

A0
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B2
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Figura 3. Tasa de contaminacion total de fundas de fructificacion. Cada bloque de
tratamientos tiene 36 fundas, representados en esta figura como cuadrados de color. Los
cuadrados de color rojo corresponden a fundas contaminadas y los verdes a las que no
estaban contaminadas. *El tratamiento B2 tuvo una contaminacion del 50% vy fue

eliminada del estudio. = Tratamiento.
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Figura 4. Ejemplo de primordios cosechados de G. ecuadoriense.

VE
CV= ———— x100

e

Donde:

ECM (error cuadratico medio) = 7,654
X=17349

VECM
CV= ———— x100=205.084
X

Figura 5. Formula del CV (Coeficiente de variacion).
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Figura 6. Tipos de cierre de funda de fructificacion de G. ecuadoriense. A) Cierre con anillo
PVC tapado con papel aluminio en fase de incubacion. B) Cierre con anillo PVC sin papel

aluminio en fase de invernadero. C) Cierre del tratamiento adicional, solo con cinta adhesiva.
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Figura 7. Grafico de dispersion de las diferencias entre el peso total de los cuerpos
fructiferos de G. ecuadoriense de los tratamientos C0, C1y C2. Parece haber un pico éptimo

a los 30 dias de maduracion miceliar.
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Figura 8. Primordios de G. ecuadoriense obtenidos con el tratamiento adicional. A) Se
puede observar el cuerpo mas pesado del estudio anclado a su funda de fructificacion. B)
Acercamiento del mismo hongo obtenido.
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9. TABLAS

Tabla 1. Variables del estudio con sus respectivos niveles.

Sustrato Area  de exposicion Maduracion

A0 Control BO  20,27cm2 CO  15dias
Al MnS04 Bl 81,07cm2 Cl  30dias
A2 Melaza B2  182,41cm2 C2  45dias

Tabla 2. Codificacion de los 27 tratamientos tras el ordenamiento factorial 3x3x3. A
corresponde al tratamiento de composicion de cultivo, B al area de contacto para
intercambio gaseoso, y C al tiempo de maduracién del micelio.

A0OBOCO A1BOCO A2 B0 CO
A0OBOC1 AlBOC1 A2 B0 C1
A0BOC2 AlBOC2 A2 B0 C2
A0B1CO A1B1CO A2B1CO
A0B1Cl1 AlB1C1 A2B1C1
A0OB1C2 AlBl1C2 A2B1C2
A0B2CO Al1B2CO A2 B2 CO
A0B2Cl1 AlB2C1 A2B2C1
A0B2C2 AlB2C2 A2B2C2

Tabla 3. Tratamientos con los primeros primordios de G. ecuadoriense en aparecer.

Tratamiento No. de No. de dias No. de dias
Fundas con desde la fase de desde la fase de
primordios incubacion invernadero

A0 B0 CO 1 59 25

A0 BOC1 2 59 10

Al B1C1 1 59 10

A2 B0 C1 1 59 10

Se contd con cuatro repeticiones por cada tratamiento.
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Tabla 4. Peso de los primordios de G. ecuadoriense para todos los tratamientos, después
de la eliminacion del tratamiento B2.

N° de fundas
Tratamiento Peso total (g) Promedio total (g)* con primordios Promedio especifico (g)°

A0
Al
A2

BO
Bl

CO
C1
C2

19,50 1,08
42,00 2,33
35,6 1,98
74,00 2,06
23,10 0,64
12,3 0,68
56,7 3,15
28,1 1,56

10
8
11

18
11

-
14
8

1,95
5,25
3,24

4,11
2,10

1,76
4,05
3,51

2 El promedio total fue calculado al dividir el peso total, para nueve, que fue el nimero total de fundas por tratamiento.

b g promedio especifico fue calculado al dividir el peso total para nimero de fundas con primordios. Los datos coloreados en
verde corresponden a los tres tratamientos con pesos de primordios mas altos.

Tabla 5. Resultados del ANOVA (nivel de significancia 0.05) de todos los tratamientos

para la optimizacion del cultivo de G. ecuadoriense.

Tipo 1l de suma Cuadrético
Origen de cuadrados gl promedio F Sig.
Modelo corregido 220,122 17 12,948 1,692 0,073
Interceptacion 130,950 1 130,950 17,108 0,000
A 11,200 2 5600 ,732 0,486
C 42,208 2 21,104 2,757 0,072
B 35,983 1 35,983 4,701 0,0352
A*C 71,108 4 17,777 2,322 0,068
A*B 7,252 2 3,626 474 0,625
C*B 5,434 2 2,717  ,355 0,703
A*C*B 46,936 4 11,734 1,533 0,206
Error 413,338 54 7,654
Total 764,410 72
Total corregido 633,460 71

3E| tratamiento B obtuvo diferencias significativas en este analisis.



50

Tabla 6. Analisis post hoc de tratamientos A y C para la optimizacién del cultivo de G.
ecuadoriense.

Intervalo de
Diferencia confianza al 95%
de medias Error Limite  Limite
(1-J) estandar Sig.2  inferior superior
A
0 1 -,938 ,7987 474 -2,862 ,987
2 -,671 ,7987 ,680 -2596 1,254
1 0 ,938 ,7987 474 -,987 2,862
2 ,267 ,7987 ,940 -1,658 2,191
2 0 671 ,7987 ,680 -1,254 2,596
1 -,267 ,7987 ,940 -2,191 1,658
C
0 1 -1,850 ,7987 ,062 -3,775 ,075
2 -,658 ,7987 ,690 -2,583 1,266
1 0 1,850 ,7987 ,062 -,075 3,775
2 1,192 ,7987 ,303 -,733 3,116
2 0 ,658 ,7987 ,690 -1,266 2,583
1 -1,192 ,7987 ,303 -3,116 ,733

aNo hubo diferencias significativas.

Tabla 7. Pruebas no paramétricas de Mann-Whitney y Kruskal-Wallis para los factores
A, By C para la optimizacion del cultivo de G. ecuadoriense.

Mann-Whitney Kruskal-Wallis
U de M-
Sig. W de Wilcoxon w Z Sig. gl X2
A 0,701 2 0,71
Factores B* 0,062 1167 501 -1,866
C 0,028° 2 7,173

3La prueba de Kruskal-Wallis solo puede realizarse con factores de por lo menos tres niveles, el factor B que tenia dos niveles
tras la eliminacion de B2, fue analizado con la prueba de Mann-Whitney. ° El factor C mostré diferencias significativas.
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Tabla 8. Dias trascurridos durante el proceso de cultivo del bloque de tratamientos C y el
tratamiento adicional.

Etapa de cultivo Procesos Tratamientos
CO C1 C2  Adicional
Semilla de grano Inoculacién 0 0 0 0
Tiempo de colonizacion 28 28 28 28
Tiempo de maduracion 3 3 3 352
Fundas de fructificacion  Inoculacion 0 0 0 0
Tiempo de colonizacion 19 19 19 17
Tiempo de maduracion 16 30 45 26P
Total de dias hasta: La Cosecha (10/8/2016) 162 162 162 162

2Las semillas del tratamiento adicional maduraron por 35 dias.
b El tratamiento adicional tuvo casi el mismo tiempo de maduracion que C1.



10. ANEXOS

Anexo 1. Esquema del ciclo bioldgico de un hongo.
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Tomado de Stamets & Chilton (1983).
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Anexo 2. Protocolo de cultivo de hongos de la granja IntiWasi.

El cultivo se compone de cuatro procesos principales:

1. Preparacion de caldos de cultivo. Un medio nutritivo liquido y atoclavado es
inoculado con el micelio del hongo de interés.

2. Preparacion de semilla en grano. Se autoclava una funda de polifan con
aproximadamente 1 Kg de granos de avena. Enfria y luego es inoculada con el caldo de
cultivo previamente colonizado por micelio.

3. Preparacion de fundas de fructificacion. Las fundas son pasteurizadas (se coloca una
malla metélica de 20 cm de altura dentro de un tanque de metal y se llena con agua hasta
el nivel de la malla, encima se colocan las fundas de fructificacion y se aplica fuego por
dos horas y media) y después inoculadas con la semilla en grano colonizada por el
micelio del hongo de interés. Las fundas son incubadas en un cuarto oscuro con un 20%
de humedad relativa y un rango de temperatura de 20 a 28°C.

4. Fructificacion. Una vez que las fundas de fructificacion son colonizadas por completo,
se las lleva a un invernadero con humedad relativa de 90 — 95% y un rango de
temperatura diurna de 25 a 35°C y nocturna de 17 a 20°C. Los hongos fructifican y el
tiempo de cosecha depende de la especie cultivada, de una a dos semanas con hongos

ostra, y un mes y medio aproximadamente con cepas comerciales de Reishi.



54

Anexo 3. Resumen del proceso de cultivo.

1) La cepa fue reactivada en PDA. 2) Con la caja Petri colonizada se preparan caldos. 3) Con
caldos de cultivo colonizados se prepara semilla de grano. 4) Con la semilla de grano colonizada
se inoculan fundas de fructificacién. 5) Las fundas colonizadas son enviadas a un invernadero
para que fructifiquen.



Anexo 4. Tabla comparativa del cultivo analizado en este estudio de la cepa de G.
ecuadoriense y de una cepa comercial de Ganoderma.

Tiempo de aparecimiento de primordios (dias)
Colonizacion de

Cultivo y Cepas fundas
de fructificacién primordios

8 Aparecimientos de

Cultivo de la empresa

IntiWasi, de la cepa

ecuatoriana G 102.1 20 90
de G. ecuadoriense

Cultivo de la cepa

G 102.1 de G.
ecuadoriense

analizado en este estudio

19 59°

Cultivo de la cepa
comercial G 217 de

G. lucidum 10 40

3 El tiempo es calculado desde la inoculacion de las fundas de fructificacion. ® En el presente
estudio se obtuvieron primordios 31 dias antes que el cultivo de la empresa IntiWasi. El origen
de los tiempos fue proporcionado por la empresa IntiWasi.
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Anexo 5. Sustratos utilizados en el estudio.

SIMBOLOGIA Detalle CONTENIDO

A0 Control 500 g de viruta, 150 g de aserrin, 80 g de afrechillo, 45g
de polvo de yeso, 730 ml de agua y 1,66 ml de melaza.

MnSO4 . . .

Al a(dicri]onal) 500 g de viruta, 150 g de aserrin, 80 g de afrechillo, 45g
de polvo de yeso, 730 ml de agua y 4 g de (MnSO4).

A2 Melaza 500 g de viruta, 150 g de aserrin, 80 g de afrechillo, 45

adicional g de viruta, g de aserrin, 80 g de afrechillo, 45¢g

de polvo de yeso, 730 ml de agua y 5 ml de melaza.

Anexo 6: Invernadero de la empresa IntiWasi ubicado en Tumbaco, Ecuador.
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Anexo 7. Humidificacion por ultrasonido.

En la imagen se puede observar al micélogo Paul Stamets, sosteniendo una funda de
fructificacion de G. lucidum en un invernadero que utiliza un sistema de humidificacion por
ultrasonido.
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