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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

La produccion de shiitake, (Lentinus edodes), se extiende mundialmente por sus
altos valores nutricionales y medicinales, y por el incremento de las eficiencias de
produccién y demanda. Un factor de gran importancia en el cultivo de
macromicetos en blogues sintéticos es la optimizacion de cada una de sus etapas
de produccion, lo que conllevara a la reduccion de costos y a una mayor
competitividad en el mercado (FUNG 2002).

El objetivo de este estudio es evaluar el efecto de tres sustratos y dos técnicas de
pasteurizacion durante el desarrollo del cultivo de shiitake, (Lentinus edodes).

Para el efecto, esta investigacién muestra la calidad de residuos organicos que
generan nuestros cultivos, puesto que el champifion shiitake siendo el mas
gourmet de los hongos frescos cultivado alrededor del mundo, crece una sola vez
al aflo a campo abierto, durante el otofio en los paises que gozan de las cuatro
estaciones, siendo uno de los hongos exdéticos de mayor interés econémico con

atractivas oportunidades de mercado.

Finalmente, se puede afiadir que el hongo shiitake, puede presentar una
interesante alternativa de produccion y competitividad con el vecino pais de
Colombia, que durante los Gltimos afios ha ido incrementando su produccion, que
espera crecer con los nuevos tratados de libre comercio (TLC) con EE. UU. que
igualmente a desarrollado técnicas que le han permitido superar la produccion de
ciertos paises asiaticos como Taiwan (FUNG 2002, ABADIA 2007).

1.1 PROBLEMA



La Provincia de Imbabura, ha sido por varias décadas una zona netamente
agricola, y por consiguiente generadora de una gran cantidad de residuos
orgénicos, que en la mayoria de los casos pasan a formar parte de la
contaminacion ambiental. Por tal motivo, se los ha considerado materia prima

(fuente de lignina y celulosa) en el cultivo de hongos comestibles.

En el Ecuador, la escasa informacion que existe sobre el cultivo de shiitake, y la
falta de conocimiento que la poblacién tiene sobre esta seta comestible, hacen que
su produccién y consumo sean sumamente limitados; sin embargo, con esta
investigacion se pretende dar alternativas y soluciones para aliviar los problemas

de contaminacion en el Medio Ambiente.

Dentro del enfoque actual sobre la agricultura, es necesario que los estudiantes
aportemos al desarrollo en el sector agricola, realizando investigaciones en los
campos de la Biotecnologia Sustentable, como una alternativa de produccion y

coémo uno de los desafios a la situacion actual del pais.

1.2 JUSTIFICACION

Con la ejecucion de esta investigacion se propone generar bienes de consumo
alimenticio, utilizando tecnologias tradicionales que faciliten la transformacion de
los residuos agricolas y madereros en una excelente fuente de celulosa y

hemicelulosa para poner en macha el cultivo de setas comestibles.

Estos cultivos se podran desarrollar al aire libre, en locales relativamente
pequefios o adaptando bodegas en desuso, para contribuir a la diversificacion de la
produccion y aportar una fuente de alimento y medicina a la dieta de la familia
ecuatoriana. Lo que nos permitira atender un mercado selectivo en las principales

ciudades ya que no existe oferta de este producto a nivel nacional.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 GENERAL

Evaluar el efecto de tres sustratos, mediante dos técnicas de pasteurizacion en la

produccion de shiitake Lentinus edodes.

1.3.2 ESPECIFICOS

e Determinar cudl de los tres sustratos (aserrin de laurel, marlo molido
de maiz y tamo de avena), es el de mejor calidad para el cultivo de

shiitake.

e Definir que técnica de pasteurizacion (vapor o agua caliente) es la mas

efectiva para el desarrollo del hongo shiitake en el medio artificial.

e Realizar un andlisis econdmico de presupuesto parcial para el mejor

tratamiento.
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1.4 HIPOTESIS

El rendimiento de hongos shiitake en los tres sustratos es el mismo

Al menos uno de los sustratos difiere en el porcentaje de productividad.

Las dos técnicas de pasteurizacion no muestran significancia estadistica en

el rendimiento.

Una de las técnicas de pasteurizacion rinde mas al momento de la cosecha.



CAPITULO II

LITERATURA
2.1 Introduccion al Cultivo de Shiitake
2.1.1 Principios del Cultivo de Setas

El cultivo de setas es a la vez una ciencia y un arte; una ciencia porque ha
investigado la biologia béasica de setas determinando cémo los factores
ambientales influyen en el mismo y es un arte porque aplica esta informacién a la

actividad de creciente éxito de los cultivos de hongos (SINGER 1961).

El cultivo de Shiitake no debe ser un proceso desordenado (FERNANDEZ 2004),
puesto que requiere de una atencidn constante para mantener cierta ventaja
competitiva necesaria para el éxito econdémico, los pasos basicos en el cultivo de
Shiitake son: 1) Creacion de una base selectiva de nutrientes para el hongo; y 2)
Medio ambiente adecuado para favorecer el crecimiento y desarrollo del mismo
(SALDARRIAGA 2001).

2.1.1.1 Historia

El primer registro escrito de Shiitake se encontr6 plasmado en documentos
historicos en Japon cuando el emperador Chuai en 199dC elogio a nativos
Kyushu por ofrecerle hongos Shiitake recogidos del medio silvestre (SAN
ANTONIO 1981).

Histéricamente el sefior Wu San Kwung fue conocido como el que origind el
cultivo del hongo Lentinula. El nacié durante la dinastia Sung (960-1127) en

Lung-Shyr, una villa de Lung-Chyuan al suroeste de Chekiang; condado



nombrado oficialmente en 1994 como “la ciudad del hongo Lentinula” (CHANG

y MILES 1984).

Luego, los cientificos chinos S. T. Chang y P. G. Miles (1984) manifiestan que el
investigador Wang Cheng registra las conocidas técnicas de crecimiento del
hongo shiitake en el afio 1313, describiendo cémo seleccionar el lugar adecuado
para escoger y cortar apropiadamente los arboles a ser sembrados, con estos

metodos béasicos del cultivo se estimulaba la produccidn de hongos.

Entre 1500 y 1600 dC, agricultores chinos introducen estas técnicas de cultivo al
Japdn, siendo desde entonces los japoneses los lideres en el desarrollo de técnicas
para el cultivo de Shiitake en troncos (CHANG 1987)

Después, en 1933 se registra por primera vez un cultivo de Shiitake en bloques de
madera sometidos a tratamiento térmico (CHANG y MILES 1984). En 1935, los
bloques de aserrin s6lo eran medios de prueba de micelio de Shiitake para mejorar
sus caracteristicas genéticas (ITO 1978).

A pesar de la historia, el cultivo comercial de Shiitake en aserrin u otros
materiales que contienen celulosa sigue creciendo en el mundo entero, asi como
las técnicas de cultivo, un claro ejemplo es el método desarrollado por
cultivadores holandeses, quienes pasteurizan el sustrato de Shiitake en camas
como las setas de botdn blanco (Agaricus), por esta razén no existe un método
ideal de cultivo sino més bien una gran variedad de métodos desarrollados en
diferentes limitaciones (LOU 1981).

2.1.2 Técnicas de Cultivo

2.1.2.1 Cultivo sobre Troncos

Tradicionalmente, el hongo Shiitake ha sido cultivado en troncos recién cortados,

por lo general de la familia de los robles; los arboles son talados durante el



periodo de dormancia cuando su contenido de azucar es alto; seguidamente dentro
de uno o dos meses los troncos son inoculados con micelio puro activado, esta
siembra consiste en introducir 6 clavar pequefios trozos de madera o aserrin
invadido el micelio de Shiitake en pequefios orificios que han sido hechos
anteriormente con un taladro (ROYSE et al. 1985).

Después de la inoculacién los troncos han de ser colocados uno sobre otro,
creando asi condiciones favorables para la colonizacion del micelio en madera.
Una vez que los troncos estan completamente invadidos de micelio, se los induce
a fructificacion regandolos por aspersion en forma periddica hasta iniciar el
periodo de cosecha (SAN ANTONIO 1981, REGES 2008).

PREFPARACION DE TRONCOS

INOCULACION

T

CORRIDC DE MICELIO

e

W A

CICLO DE FRUCTIFICACION

Fig. 1 Proceso del Cultivo de Shiitake en Troncos
Redibujado de S. T. Chang y P. G. Milles (1984) (16)



2.1.2.1 Cultivo en Aserrin

Es una mezcla de materiales que imitan el medio natural de reproduccion del
Shiitake, estos sustratos estan compuestos por aserrin, aditivos suplementarios con
contenidos de celulosa como los granos o el salvado de trigo y otras fuentes de
hidratos de carbono y nitrégeno (MURATA et al. 1987). La mezcla es esterilizada
al calor, en frascos, para eliminar parasitos competidores por nutrientes; una vez
fria la mezcla es inoculada con micelio de Shiitake e incubada por 30 a 180 dias,
cumplida la incubacion los blogues han de ser sometidos a un choque térmico
trasladando a una nevera, induciéndolos asi, al proceso de fructificacion (I1ZUKA
y TAKEUCHI 1978).

Vo e aeitre
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T,

INCUBACION .
CICLO DE FRUCTIFICACION

Fig. 2 Cultivo de Shiitake en Aserrin
Redibujado de S. T. Chang y P. G. Milles (1984) (16)



2.1.3 Tendencias de Produccién y Consumo de Shiitake

El Shiitake ocupa el segundo lugar después del boton champifion (Agaricus) en el
total de la produccion mundial de setas. En todo el mundo la produccién de
Shiitake ha incrementado de menos de 10.000 toneladas métricas en 1946 a mas
de 300.000 millones de toneladas métricas en 1986; durante este mismo periodo la
produccién de Agaricus crecié de 100.000 toneladas a 1.226.640 toneladas
(CHANG 1987, SINGER 1961).

Japdn hasta 1983 fue el productor principal de Shiitake con un aporte a la
produccién mundial del 83%, en 1986 esta aportacion decreci6 al 51%, en 1991 a
32.2%, en 1994 a 21.5% hasta establecerse en 1997 con una contribucion del
16.5% con tendencia a seguir decayendo (CHANG y MILES 1984).

Aproximadamente el 80% de la produccion mundial se deshidrata, mientras que el
20% restante se vende en fresco; sin embargo la produccién de Shiitake fresco
para el mercado ha ido aumentando constantemente, por ejemplo: en 1970
cultivadores japoneses producian 38.064 toneladas de Shiitake fresco, lo que
duplic6 en 1979 a 77.517 toneladas; pero, aunque la produccion de Shiitake
Japonés incrementaba, el nimero de agricultores disminuia, lo que se veia
reflejado en un cambio drastico en las grandes fincas; en 1970 existian 251.759
productores: el 80% tenia 3.000 troncos 0 menos, y sélo el 5% contaba con mas
de 10.000 troncos; para 1979, habian 181.709 agricultores, de los cuales el 66%
producian en 3.000 troncos 0 menos, mientras que el 13% registraba més de
10.000 troncos (CHANG 1987).

La demanda de Shiitake se ha mantenido a la par con el aumento de la
produccidn; por lo que EE. UU. fomenta el rapido crecimiento de la industria de
shiitake debido a factores politicos y econdmicos (CHANG y MILES 1984). A
principios de 1970 la importacion de hongos enlatados a bajos precios desde Asia
causa una abrupta caida de hongos Agaricus; gran nimero de explotaciones sale
del mercado, lo que obliga a otros productores a extender sus negocios ofreciendo



nuevas setas a bajos costos, dando asi, espacio para que el cultivo artificial del
hongo Shiitake crezca; no obstante, para 1972 el Departamento de Agricultura de
los EE. UU. prohibe la importacion de cepas de Shiitake desde el Japon, lo que
obliga a sus investigadores a trabajar en la mejoracion de las cepas disponibles; a
raiz de esto, la industria de Shiitake en EE. UU. se desarroll6 rapidamente
aplicando nuevas técnicas de cultivo en sustratos artificiales a base de aserrin; lo
que permiti6 que para 1986 EE. UU. represente el 0.1% en la produccion mundial
de Shiitake; desde entonces ha crecido paulatinamente con el desarrollo de nuevas

técnicas de cultivo en sustratos artificiales (LEE 1996).

Sin embargo, la produccion que originariamente limitaba a Asia como principal
productor ha iniciado en paises como EE. UU., Australia, Canadé, Brasil, Peru,
Chile, Argentina, Colombia, Holanda, Espafa, Bélgica, Finlandia, Singapur,

Tailandia, Filipinas entre otros.

Actualmente, China ha desarrollado nuevas técnicas de cultivo artificial, lo que le
ha permitido incrementar su desarrollo en un 350% desde 1962 al 2002, razén por
la que el hongo Shiitake ocupa el segundo lugar en la produccion mundial de
hongos comestibles después del champifion Agaricus, con alrededor de 1.722.645
TM de peso fresco lo que representa un incremento del 70% de la produccion total
de ese pais y el 25.4% de la produccion mundial (FUNG 2002).

Tablal Produccion mundial de Lentinula edodes peso fresco, expresado TM.

1994 1998 2000 2003
Pais
volumen % | volumen % | volumen % | volumen %

China 35.0 139 | 266.0 574 | 4382 710 | 5736 711
Japon 159.1 633 | 149.2 322 | 1325 215 | 1253 165
Corea 16.4 6.5 12.0 2.6 154 2.5 1.95 1.7
Taiwan 34.3 136 | 25.8 5.6 19.6 3.3 19.9 2.7
Otros 6.6 2.6 10.2 2.2 11.9 1.9 16.0 2.0
TOTAL 251.4 100.0 | 463.2 100.0 | 617.6 100.0 | 697.7 100.0

FUENTE: QOei, 2003 (61)




2.2 Biologia del Hongo Shiitake

El hongo Shiitake degrada la madera y obtiene los nutrientes necesarios para su
produccion. Dos sistemas interdependientes como: la biologia del Shiitake y el
proceso de descomposicion de la madera regulan la respuesta del hongo a los
cambios ambientales, por lo que es importante que el productor conozca estos
sistemas basicos a fin de resolver problemas que puedan surgir durante el
cultivo (ISHIKAWA 1967).

2.2.1 Clasificacion

En la actualidad, los hongos son colocados en un reino de los suyos, el reino
Fungi (GRANADOS y ORELLANA 2004). La mayoria de los bi6logos

reconocen por 1o menos cinco reinos:

e Reino Monera  (bacterias y virus)

¢ Reino Protista  (protozoarios, algas, etc.)

¢ Reino Fungi (hongos)

e Reino Animalia (metazoarios, con o sin columna vertebral)

e Reino Plantae  (Plantas)

El reino Fungi se divide en una jerarquia de grupos relacionados, en orden
descendente son: division, clase, orden, familia, género, especie y cepa. Los
hongos suelen dirigir su alimento externamente para luego, nutrirse de el por
medio de la absorcion (HERRERA y ULLOA 1990).

a. Clasificacion Taxonomica

El hongo Shiitake taxonémicamente segun Pegler (1983), se encuentra

clasificado de la siguiente manera:



REINO Fungi

DIVISION Basidiomycota
CLASE Basidiomycetes
SUBCLASE Agaricomycetidae
ORDEN Agaricales
FAMILIA Agaricaceae
GENERO Lentinus

CEPA Lentinus edodes

b. Ascomicetes y Basidiomicetes

Estudios realizados por Tokimoto (1978) y Pegler (1983) demuestran: que la
mayoria de los hongos son de importancia econémica, en las dos grandes clases
que son agrupadas bajo la dominacion de hongos. Estas dos clases de hongos se
distinguen por sus esporas sexuales (Ascomicetes producen ascosporas formadas
dentro de un saco llamado asca y Basidiomicetes originan basidiosporas en los
basidios), forma, color, tamafio y textura de fructificacion del cuerpo
(Basidiomicetes mayores a una pulgada y Ascomicetes son microscépicos en su

mayoria a excepcion de las morchelas).

El hongo Shiitake pertenece a un orden de los Basidiomicetes denominado
Agaricales (Figura 3), que son los tipicos hongos conocidos por su sombrerillo y
un tallo falso o pedicelo (ITO 1978).

2.2.2 Sindnimos de Lentinula edodes

Al hongo Shiitake se le ha dado una serie de nombres a través de los afios
(PEGLER 1983), sin embargo la mas aceptada ha sido Lentinus edodes dado por
R. Singer en 1941 (Tabla 2).
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Fig. 3 Produccién de Esporas Sexuales en Basidiomicetes y Ascomicetes
Redibujado de T. Ito (1981) (65)

2.2.3 Micelio y Reproduccién Asexual

a. Micelio

Los hongos pasan la mayor parte de su vida como micelio vegetativo; su
produccidn es analoga a la produccion de un tomate por la planta de tomate; en
los hongos la seta es el fruto del micelio, no obstante, sin micelio no hay

setas (KOMATSU,1961).

El micelio es muy fragil ya que cualquier perturbacién fisica lo rompe o tritura, ya
que esta compuesto por muchas lineas de interconexidn individual (hifas) que son
invisibles, excepto bajo un microscopio (KOMATSU 1963). El crecimiento del
micelio es s6lo en la punta de cada hifa, puesto que la digestidn se produce a los
largo de la longitud de la hifa hasta ocupar por lo general casi todo el sustrato
(SINGER 1961).



Tabla2 Sinénimos de Lentinus edodes

Nombre Afio Asignado
Agaricus edodes 1877
Collybia shiitake 1886
Armillaria edodes 1887
Agaricus russaticeps 1888
Lepiota shiitake 1889
Lentinus tonkinensis 1890
Mastaleucomyces edodes 1891
Pleurotus russaticeps 1891
Cortinellus shiitake 1899
Tricholoma shiitake 1918
Cortinellus berkeleyanus 1925
Lentinus shiitake 1936
Cortinellus edodes 1938
Lentinus edodes 1941
Lentinula edodes 1975

FUENTE: KALBERER, P. P. (1987) (38)

b. Micelio Primario y Secundario

Los hongos tienen dos tipos basicos de micelio: primario y secundario, el primero
se produce cuando una ascospora o basidiospora germina, teniendo un solo ndcleo
por célula monocaridtica llamado monocarion; mientras que el segundo antes de
gue un ascomicete o basidiomicete produzca ascosporas o basidiosporas puras,
este tiene un par de ndcleos en cada célula dicaridtica denominado dicarion
(KOMATSU 1963).

El Shiitake y la mayoria de otros hongos pueden producir setas sélo con el micelio
secundario, en vista de que este se ha formado por la manifestacion del micelio

primario (KONEMAN 1997). Una caracteristica distintiva del micelio secundario



en muchos basidiomicetes, incluyendo el Shiitake es la presencia de conexiones
en forma de abrazadera, que asegura que los nuevos nucleos de células reciban la
informacién del dicarion (KOMATSU 1963, TOKIMOTO 1978 y 1982).

Fig. 4 Conexiones que unen la formacion de Basidiomicetes.
Redibujado de M. Komatsu (1961) (43)

c. Reproduccion Asexual

Las ascosporas y basidiosporas son el resultado de la recombinacién sexual
(SOLOMON, 1996); por lo que durante la produccion de esporas sexuales, la
recombinacion genética y la mutacién del hongo le permiten adaptarse a las
condiciones cambiantes del medio (WAINWRIGHT, 1995).

La mayoria de hongos se reproducen asexualmente sin recombinacion sexual, ya
sea por fragmentacion de la hifa 6 por esporas asexuales producidas en estructuras
especiales, dando como resultado una estructura similar al micelio reproductor
(WAINWRIGHT, 1995).

Estos fragmentos de micelio son ubicados en nuevos sustratos para que siga

creciendo hasta establecer una colonia; sin embargo, los Basidiomicetes asi como



los Ascomicetes no sobreviven a la fragmentacion, por esta razon la cepa de
Shiitake es invadida en piezas de materiales solidos que aseguran la proteccion del
micelio dentro de ellas (WEBSTER 1970, WAINWRIGHT 1995).

2.2.4 Ciclo de Vida del Shiitake

Inicia en el momento de madurez de las setas, cuando las basidiosporas han sido
dispersadas por el viento (son microscopicas paredes delgadas que perecen
rapidamente a la exposicién solar), caen sobre sustratos adecuados para su

germinacién y crean nuevas colonias para su reproduccion (OEI 2003).

En la naturaleza, la principal etapa del micelio es por lo general rapida, no siendo
asi en un medio artificial donde, el micelio primario de Shiitake no puede producir
setas, por lo que para desarrollar el micelio secundario las dos hifas primarias
(monocaridnicas) que tienen nucleos compatibles, deben crecer juntas para formar
un dicarion (81); de tal forma que el micelio secundario resultante de este
apareamiento produzca setas, completando asi el ciclo de vida del Shiitake
(KOMATSU 1963).

Sin embargo, no todos los micelios primarios de Shiitake son compatibles, por lo
que a todos estos efectos practicos, el Shiitake tiene cuatro tipos de apareamiento
que son compatibles solo en determinadas combinaciones, por ejemplo: la
capacidad de los monocariones de crecer juntos y cambiar de nucleos es
controlada por uno 0 mas genes; este sistema de apareamiento es hetrothallic, lo
que significa que dos esporas genéticamente diferentes sean compatibles y
tetrapolares, es decir, que son cuatro genes diferentes los encargados del control
de compatibilidad entre ellas. (KONEMAN 1997, PEGLER 1983)

Con estas especificaciones se dice que el Shiitake pasa la mayor parte de su vida
como micelio secundario durante la etapa vegetativa, que es cuando este coloniza
y degrada la madera, absorbiendo y almacenado nutrientes para la fructificacién
(KOMATSU, 1963).
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Fig. 5 Ciclo de vida del Shiitake
Redibujado de MATA G&R PEREZ (2000) (53)

2.2.5 Proceso de Descomposicién de la Madera

El Shiitake obtiene los nutrientes que necesita de la madera en descomposicion;
las hifas segregan enzimas que descomponen los materiales insolubles como la
celulosa y la lignina, convirtiendolos en azlcares simples para que las hifas
fangicas absorban y conviertan estos componentes en tejido de hongo y diéxido
de carbono (MILES G.&S. JONG 1987).

Al desintegrarse la madera, pierde fuerza y peso, aumentando asi, su capacidad
para absorber humedad (FUNG, 2002); siendo factores como el contenido de
nutrientes de la madera, el nivel de humedad, la temperatura, la disponibilidad de
oxigeno y la concentracion de compuestos tdxicos o inhibitorios los que influyen

positiva o0 negativamente la tasa de descomposicion (BLACHETE, 1978).



» Constituyentes de la Madera

Sus principales componentes son largas y complejas moléculas de celulosa,
hemicelulosa y lignina, las mismas que estan constituidas por moléculas de
glucosa en el caso de la celulosa, mientras que a la hemicelulosa la componen
otros azucares como la xilosa y la manosa, y la lignina es la unién de diferentes
compuestos fenolicos que son dificiles de degradar para muchos hongos
(BLACHETE y SHAW 1978, ROYSE y SANCHEZ 2000).

La madera obtiene la mayor parte de su fuerza de la celulosa, que esta organizada
en estructuras similares a paquetes sobre las paredes celulares de las fibras de la
madera, y la lignina que es la que da rigidez a la madera y se encuentra incrustada
en la hemicelulosa que se ubica alrededor de los paquetes de celulosa,
adicionalmente se pueden encontrar pectinas, almidones, minerales y azlcares
simples (CAROLINAAGRO-TECH 1986, BUSWELL et al. 1996).

> Humedad de la Madera

El contenido de humedad en la madera es un elemento importante en la
degradacidn, ya sea por saturacion o escasez de agua, ésta inhibe el crecimiento de
los organismos que acttian durante este proceso (ROYSE y SANCHEZ 2000).

La madera adecuada para la descomposicion debe contener la suficiente
humedad, de tal manera que en la superficie de las células de la fibra de la madera
exista una pelicula libre de agua (MORAIS et al. 2000). Esta ldmina de oxigeno
Unicamente aparece en la madera que tiene un 23% de saturacién de la fibra
(contenido de humedad) en peso fresco, en caso de sobrepasar este porcentaje la
limitacion de oxigeno inhibiria la descomposicion (LOU 1981, MATA 2000).

La humedad en la madera eventualmente es equilibrada con el contenido de agua
de la atmosfera circundante. Incluso si el aire fuera demasiado himedo, la madera

con un contenido de humedad en equilibrio, se situara por debajo del punto de



saturacion de la fibra. No obstante, este equilibrio debera ser controlado durante el
cultivo de Shiitake para apoyar el crecimiento de los hongos (MURATA 1987,
MORAIS 2000).

» Tipos de Descomposicion de la Madera

La madera descompuesta por basidiomicetes tiene dos tipos de pudricion
(BUSWELL et al. 1996):

1) Parda, degrada primero la celulosa y después la lignina dandole un color

marron al sustrato en la Gltima etapa de descomposicion, y;

2) Blanca, esta al contrario de la anterior degrada la celulosa y la lignina al

mismo tiempo.

Shiitake es una pudricién blanca, en los troncos degrada a la célula desde parte
interior, mientras que en el aserrin es un tanto diferente en vista de que la madera
es alterada en su estructura por lo que su superficie esta mayormente expuesta al
micelio, lo que dara mayor ventaja al momento de la descomposicion, ya que el
hongo podra crecer y degradar el aserrin con mayor rapidez y facilidad
(PEGLER 1983, ROYSE y SANCHEZ 2000).

2.3 Cultivo de Shiitake en Aserrin

2.3.1 Preparacion del Sustrato

El Lentinus edodes por ser un organismo que obtiene sus requerimientos de
fuentes no vivas, basicamente de elementos lignoceluldsicos de las paredes
celulares de las plantas. EI hongo produce enzimas que son excretadas al ambiente
convirtiendo estos compuestos insolubles (lignina y celulosa) en solubles, y asi
poder ser llevados a través de la pared celular fungal y la membrana celular, al
citoplasma donde son metabolizados (MORAIS et al. 2000).



La pared celular vegetal estd compuesta basicamente de celulosa, hemicelulosa y
lignina, los cuales les brindan rigidez y proteccion a la planta. La celulosa es un
componente fibrilar constituido por un polimero lineal de restos de D-glucosa
unidos por enlaces B (1-4) glucosidicos. Cada molécula presenta una rotacion de
180 °C con respecto a las moléculas contiguas, estabilizadas por puentes de
hidrogeno intramoleculares entre OH-3’-O-5 y OH-2-0S-6’. La ausencia de
cadenas laterales unidas a la estructura lineal de las cadenas  (1-4) glucano,
permite la formacion de agregados moleculares (microfibrillas) estabilizados por
puentes de hidrogeno intermoleculares entre OH6-0S3, confiriéndole una
estructura cristalina (AZCON-BIETO y TALON 1993).

Después de la celulosa, el componente presente en mayor proporcion es la
hemicelulosa, la cual estd compuesta de polisacéaridos neutros que presentan una
cadena lineal relativamente larga con ramificaciones cortas de varias clases de
azlicares como pentosas: Xilosas y arabinosas; hexosas: manosas, glucosas y
galactosas, y &cidos urénicos como: el acido galacturonico y el &cido
glucoronico. (ISHIKAWA 1967)

La composicion de la hemicelulosa varia dependiendo de la especie y se ha
determinado que pueden unirse mediante puentes de hidrégeno a las cadenas de

B (1-4) glucano de la celulosa, formando una red que limita la separacion de las
microfibrillas y proporciona mayor rigidez a la pared (AZCON-BIETO y TALON
1993).

La lignina es un polimero constituidos por restos fenilpropanoides derivados casi
exclusivamente de los acidos p-cumarico, coniferilico y sinapilico, unidos entre si
por enlaces éter (C-O-C) 6 C-C. La composicién monomérica, asi como el tipo de
enlace entre ellos y su organizacion en la macromolécula varia entre las diferentes
especies. Su presencia en las paredes celulares secundarias, distribuida en los
espacios entre la celulosa y la hemicelulosa, desplaza el agua por su caracter
hidrofobico, aumentando tanto la resistencia quimica como la fisica y la rigidez de
las mismas (AZCON-BIETO y TALON 1993).



La bioconversion de los materiales de desecho de las plantas forma parte de un

alimento de alto contenido proteinico para el hongo. Este al excretar diferentes

enzimas especificas (Tabla 3), degrada los polisacéridos de alto peso molecular o
mondmeros mas faciles de asimilar (TOKIMOTO y KOMATSU 1978,
TRITATANA y TANTIKANJAN 1987).

Tabla3 Produccién Enzimatica Extracelular de Lentinus edodes.

Actividad Funcién Compuesto en | Producto de la Actividad
Enzimética el Sustrato enzimética
Lacasa Biodegradacion Fenoles 6 Compuesto aromético de
de la lignina lignina menor peso molecular
Endocelulasa .
Degradacion de )
Exocelulasa Celulosa Azlcares
) la celulosa
B—Glucosidasa
_ Degradacion Xilan .
Xilanasa . ) Azlcares
del xilan (hemicelulosas)
Degradacion de ) .
Proteasa ) Proteinas Aminoacidos
la proteina
Liberacion del Esteres de _
Fosfatasa _, Desconocido
ion fosfato fosfato
) Degradacion de
Lipasa .
lipidos
Degradacion de Azlcares, base de é&cido
DNAsa DNA .
DNA nucléico, fosfatos
Degradacion de Azucares, base de 4cido
RNAsa RNA .
RNA nucléico, fosfatos
o Degradacion ]
Laminarinasa Glucanos Azucares

del glucan

FUENTE: MILES, P. G&S T. JONG (1987) (56)




Una gran variedad de residuos agricolas y madereros pueden ser utilizados como
sustrato en la produccion de Shiitake como por ejemplo: bagazo de cafia de
azUcar, cascarilla de arroz, heno, tallos de plantas de maiz, tamo de cereales,
rastrojos de leguminosas y virutas de diferentes maderas; que pueden
suministrarle al hongo los nutrientes necesarios para su crecimiento y
fructificacion, los cuales bajo condiciones controladas pueden tener altos
rendimientos, disminuyendo el porcentaje de contaminacion por organismos
competidores. (GAITAN 2000, 2004).

2.3.2 Ingredientes del Sustrato

La mezcla de particulas en la composicion de un sustrato pueden ser ajustados por
el productor con el fin de incrementar la disponibilidad de nutrientes para el
crecimiento de Shiitake, niveles mas altos de nutrientes aceleran la velocidad de
crecimiento del micelio y por lo tanto su rendimiento (HARRIS 1986,
KALBERER 1987, MILES G&S JONG 1987).

En general el aserrin es el ingrediente principal en los sustratos utilizados para la
produccién de Shiitake, sin embargo la velocidad de descomposicion, nutricion y
produccidn de setas varian de acuerdo a las caracteristicas fisicas de la madera o
de cualquier material existente en el medio (FUZISAWA et al. 1978, FUZISAWA
etal. 1978, FUZISAWA y HATTORI 1979).

> Aserrin

Normalmente, el componente principal de las mezclas es el aserrin de arboles de
hoja caduca 6 maderas duras (aliso, laurel, nogal, chanul, sauce, caoba, balsa), que
representa del 60 a 90% del peso total del sustrato seco; no siendo asi con las
maderas blandas o de hoja perenne — coniferas (cedro, pino, ciprés) que por sus
altos contenidos de resinas y compuestos fendlicos inhiben el crecimiento de los

hongos, por lo que no se recomienda su uso a menos de que estos compuestos



sean degradados o removidos del aserrin antes de este sea empleado en el cultivo
de Shiitake (BUSWELL et al. 1996, FUNG 2002, KALBERER 1987).

El aserrin de maderas blandas, también puede ser quimicamente alterado con
carbonato de sodio para eliminar una parte de estos compuestos (BUSWELL et
al. 1996), 0 ser envejecido al aire libre por uno 0 mas afios haciendo monticulos
pequefios de aserrin para permitir el intercambio de gases producidos durante el
proceso bioldgico aerdbico; ademas de la reduccion notable de los compuestos
inhibitorios, la degradacion del material aumenta la accesibilidad del hongo a los
componentes de la madera (MORAIS et al. 2000).

Tabla4 Composicion Lignoceluldsica de Maderas

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Celulosa Hemicelulosa Lignina  Cenizas  Extractos Otros

ESPECIE

Madera blanda
cedro, pino, ciprés

41 24 27.8 2 0.4 4.8

Madera Dura
aliso, laurel, nogal, 39 35 19.5 3.1 0.3 3.1
balsa, caoba, sauce

FUENTE: FUNG, Y. (2002) (19)

El tiempo necesario para que el Shiitake degrade el aserrin se relaciona con el
tamarfio de las particulas, es decir que grandes particulas son degradadas mas
lentamente que pequefias particulas a pesar de que si son muy pequefias el
movimiento de los gases se ve restringido, razon por la que se trabaja con
particulas de 2 a 3 mm. No obstante, el Shiitake ha sido cultivado en otros
materiales (pajas, mazorcas de maiz, etc.) sean estos solos en combinacién con
aserrin (HZUKA y TAKEUCHI 1978, CAROLINAAGRO-TECH 1986,
BUSWELL et al. 1996).




» Suplementos

Son agregados al sustrato para acelerar su crecimiento y aumentar el tamafio de
las setas, modificando de esta manera las caracteristicas fisicas y quimicas de la
mezcla (FUZISAWA et al. 1978).

Estos complementos nutricionales elevan los niveles de nitrégeno incrementando
asi los rendimientos; mientras que los hidratos de carbono aceleran la velocidad
de colonizacién y degradacion del medio de cultivo, reduciendo el tiempo del
proceso de desarrollo hasta la fructificacion (MILES G&S JONG 1987,
MURATA et al. 1987).

La cantidad de suplementos a utilizar con éxito dependen del productor de
Shiitake; por ejemplo: los granos o materiales similares son cominmente
utilizados por su gran contenido de proteinas, hidratos de carbono y grasas;
mientras que otros aditivos que contienen minerales y vitaminas son empleados
porque influyen en el crecimiento de los hongos (KASAHARA et al. 1976, LOU
1981, HARRIS 1986). Ver Tabla 5.

» Otros Aditivos

Estos pueden ser afiadidos para cambiar la acidez (pH) 6 mejorar la estructura
fisica del medio de cultivo; un claro ejemplo es el uso de la cal o carbonato de
calcio, que se encarga de mantener el pH por encima de la media de pH 4, durante
las ultimas etapas de descomposicion cuando el sustrato tiene un pH
extremadamente acido (PELLINEN et al. 1987).

El yeso 6 sulfato de calcio, también mejora la estructura fisica de la mezcla, altera
el pH, y actia como fuente de calcio, pero se lo usa especialmente en las setas de
boton como los Agaricus (SINGER 1961, PELLINEN et al. 1987, REGES
DALMAU 2008).



Tabla5 Andlisis comunes de Materiales usados como Suplementos

Materia Fibra Porcentaje de Peso Himedo
Material Seca Detergente | Minerales Grasas Carbohidratos Nitrégeno

Total Acida Totales
Maiz 89.0 3.0 1.3 3.8 71.3 1.5
Mijo 90.0 15.0 2.6 3.8 57.3 1.9
Avena 89.0 14.0 3.1 4.8 55.3 1.9
Trigo 89.0 7.0 1.7 1.8 64.3 2.3
Salvado de

) 89.0 14.0 6.1 3.9 49.8 24

trigo
Salvado de

91.0 16.0 11.6 13.7 37.0 2.0
arroz
Harina de
semillas de 94.0 15.5 6.8 7.0 29.5 5.6
colza
Soja 92.0 9.0 51 17.2 21.5 6.3
Extracto
de harina 90.0 3.4 5.8 0.9 30.2 7.9
de maiz
Levadura,

93.0 3.7 6.6 0.8 38.9 7.0
Cerveceria

REFERENCIA: US-Canadian Tables of Feed Composition (1982) (81)

2.3.3 Formulacién de Sustratos

La formulacion del sustrato dependera principalmente de los materiales
disponibles en el medio, que pueden variar de un lugar a otro (Tabla 6); la formula
estandar comprende el 80% de aserrin de madera dura 'y el 20% de suplementos
en base seca (KALBERER 1987).




Tabla 6 Ejemplos de Férmulas

Pais Formulacion

80% aserrin
EE. UU. 10% salvado
10% cereales (trigo 0 mijo)

84% aserrin

5% salvado de arroz
TAIWAN 5% afrecho de trigo
3% harina de soja
3% cal

75% aserrin de abeto
SUIZA 24% afrecho de trigo
1% cal

FUENTE: KALBERER, P. P. (1987) (38)

Algunos cultivadores utilizan formulas con niveles mas bajos de suplementos para
evitar altos niveles de contaminacion, dos ejemplos de este tipo de formulas de
seguimiento son: 90% aserrin, 10% salvado de arroz con el 0.2% de cal; y 95%
aserrin, 5% salvado de arroz mas el 0.4% de almidén de maiz (ITO 1978,

IZUKA y TAKEUCHI 1978).

2.3.4 Mezcla

Por lo general, los ingredientes deberan mezclarse homogéneamente
(manualmente o con mezclador mecanico) mientras el material esta seco, para
luego anadirle agua hasta lograr el nivel de humedad adecuado (HARRIS 1986).

» Contenido de Humedad

La humedad desempefia un factor importa en el crecimiento del hongo, esta

determinada por la formula del sustrato, el tamarfio de las particulas y la cantidad




de agua que pierde durante la incubacidn; sin embargo, el rango optimo oscila
entre 55y 70% antes del tratamiento térmico (FUZISAWA et al. 1978, MILES
G&S JONG 1987, FULIMOTO 19875).

Por ejemplo: muchos cultivadores estiman que el contenido de humedad adecuado
para el sustrato se lo debe medir apretando la mezcla con la mano, es decir que si
el sustrato libera una o dos gotas de agua esta en perfectas condiciones
(FULIMOTO 1987).

2.3.5 Enfundado

a. Contenedores

La mezcla, por lo general es colocada en bolsas plasticas resistentes al calor, antes
de proceder con algun tratamiento térmico. Frecuentemente, este tipo de
contenedores son los méas usados para el cultivo artificial de Shiitake, porque
resisten la manipulacién, soportan el calor, tienen la capacidad de intercambiar
gases con el medio ambiente y pueden ser transparentes (FULIMOTO 1987,
FUZISAWA et al. 1978, FUZISAWA y HATTORI 1979).

b. Material de los Contenedores
El polietileno (PE) es uno de los pléasticos mas comunes, los hay de dos tipos: de
baja densidad y de alta densidad. EI Shiitake puede ser cultivado en PE de baja

densidad ya que permite el intercambio de gases para el crecimiento del micelio.

El polipropileno (PP), es més resistente al calor pero no tiene el suficiente paso de
aire como para intercambiar gases (FUZISAWA y HATTORI 1979, OEI 2003).



c. Disposicion para el Intercambio de Gases

El método méas comun es cerrar las bolsas después de llenarlas, con un anillo de
plastico replegable y resistente, con el fin de crear una apertura en el cuello de la
funda, mismo que debera ser taponado con algodon permitiendo asi el intercambio
de gases (IIZUKA y TAKEUCHI 1978, FUZISAWA et al. 1978).

Fig. 6 Cierre de Bolsas para Intercambio de Gases
Redibujado de N. Fuzisawa, A. Maedai y K. Hattori (1978) (21)

d. Llenado

Los contenedores pueden ser llenados a mano 0 a maquina, de tal manera que la
mezcla sea comprimida en la bolsa plastica para incrementar su densidad; una vez
Ilena la bolsa, se presiona en el centro del sustrato un agujero hacia abajo y se
inocula el micelio reproductor a fin de garantizar la distribucion vertical de la
semilla en la bolsa; acelerando de esta forma la colonizacion de la cepa en el
sustrato (IZUKA y TAKEUCHI 1978, KALBERER 1987).



2.3.6 Tratamientos Térmicos

Después de la mezcla de aserrin, se prepara el tratamiento térmico para eliminar o
reducir las poblaciones de organismos competidores que estan presentes en el

sustrato.

La velocidad a la que se calienta el sustrato depende de una serie de factores
cémo: el calor himedo que se moviliza en el aserrin mas rapidamente que a través
del aire, la cantidad de calor (vapor) aplicada al sustrato y el total de masa 6
volumen de mezcla en las bolsas, que determinan el tiempo necesario para
alcanzar la temperatura ideal con la mitad del sustrato (REGES DALMAU 2008).

A. Esterilizacion

Es la eliminacion o destruccion de todos los organismos vivos utilizando
tratamientos de calor, radiacion, filtracion 6 quimicos (SAN ANTONIO 1981,
TRITATANA Yy TANTIKANJAN 1987). El tiempo necesario para la
esterilizacion es en funcion de la temperatura, es decir que a mayor temperatura
menor tiempo de esterilizacion, por ejemplo: esporas bacterianas altamente
resistentes al calor mueren después de 5 minutos a 250°F (121°C) aungue ciertas
bacterias termofilas pueden sobrevivir 5 horas a 212°F (100°C) pero son muertas
después de 25 minutos a 250%F (121°C) (COTTER at al. 1965).

Por lo tanto, el tiempo requerido para esterilizar una mezcla efectivamente es
igual al tiempo necesario para la penetracion del calor al centro del sustrato, méas
el tiempo de exposicion a la temperatura necesaria para eliminar a los
competidores. Lo que significa que 30 minutos a 250°F (121°C) garantizaria la
esterilizacion (MORAIS et al. 2000).



B. Pasteurizacion

La pasteurizacion es el proceso que elimina una parte de la poblacién de
microorganismos existentes en la mezcla; se produce a temperaturas de 60 a 80°C
por lo que es imposible matar a organismos termo tolerantes (MILES G&S JONG
1987, MORAIS et al. 2000).

Este tratamiento térmico es regularmente utilizado en el cultivo de hongos
comestibles como el botdn blanco (Agaricus) y el hongo ostra (Pleurotus
ostreatus); a diferencia del cultivo de Shiitake donde es raramente usado, en vista
de que los experimentos han demostrado que rendimientos mas bajos se
obtuvieron con el sustrato pasteurizado (calor a 176°F, 80°C) durante 30 minutos,
que con el sustrato esterilizado (ROYSE 1985); esta diferencia tiene dos
explicaciones posibles: 1) Los rendimientos bajos se deben a que ciertos
organismos se hayan mantenido vivos después de la pasteurizacién, lo que hizo
posible que estos competieran por alimento con el hongo Shiitake, y 2) Las
elevadas temperaturas de la esterilizacion rompieron las cadenas de componentes
de la madera, logrando mayor disponibilidad de azlcares para el Shiitake
(ROYSE y BAHLER 1986, MILES G&S JONG (1987).

2.4 Inoculacion e Incubacion del Aserrin

La inoculacion es el proceso de introduccion del micelio activo de Shiitake en una
bolsa o contenedor con sustrato a base de aserrin; una vez vacunado, el sustrato
deberé ser colocado en un calido ambiente de incubacion para que el micelio
inicie la degradacion del material (AKIMAYA et al. 1976, MURATA et al.
1987).

El sustrato que ha sido selecto para cultivar el hongo Shiitake ha de mantenerse
durante la inoculacion e incubacién excluido de cualesquier microorganismo, ya

que si estos patdgenos se han introducido durante la inoculacién o antes de que el



hongo haya colonizado completamente el sustrato, este podria fracasar totalmente
(FULIMOTO 1987, ABADIA 2007, ANONIMO 2008).

2.4.1 Seleccion y Produccién de la Cepa

2.4.1.1 Caracteristicas de la Cepa

No todas las cepas de Shiitake son adecuadas para el cultivo de aserrin; cada cepa
posee rasgos especificos que la identifican como: forma, color, resistencia a
enfermedades, duracion del corrido de micelio y la temperatura 6ptima para
desarrollarse y fructificar. Sin embargo, la expresién a estos rasgos se ve influida
por las condiciones del sitio de cultivo y la formula del sustrato; por lo tanto, un
productor exitoso debe coincidir con la cepa y la mezcla adecuada, tomando en

cuenta las condiciones ambientales especificas de la granja (PEGLER 1983).

» Rango de Temperatura

Durante la etapa vegetativa (corrido de micelio) la mayoria de cepas de Shiitake
crecen mejor a temperaturas de 77°F (25°C); aungue algunas cepas pueden tolerar
una gama de temperaturas y ain asi crecer bien, incluso alcanzar su méxima tasa
de crecimiento (TOKIMOTO y KOMATSU 1982).

La temperatura 6ptima de fructificacion de las cepas es distinta; algunas prefieren
temperaturas calidas mientras que otras desarrollan mejor en temperaturas frias
entre 55 y 68°F (13 a 20°C), aunque hay ciertas excepciones, en las que no se
controla la temperatura y en cuyo caso es necesario que las cepas formen frutos en

virtud de la fluctuacién de temperaturas extremas (ANDO 1976).

» Tiempo de Corrido de Micelio

El tiempo de incubacion antes de la fructificacion es determinada por la formula

del sustrato y las caracteristicas de la cepa. La incubacion tiene dos fases:



1) Durante la fase inicial de la colonizacion, el micelio crece a través del sustrato,
acumulando los recursos necesarios para la fructificacion, y 2) El tiempo en que la
cepa realiza el corrido de micelio, que dependera Unicamente de que la cepa sea
un colonizador rapido o lento; en el primer caso puede requerir de un largo
periodo de tiempo para acumular la energia suficiente para realizar un brote, no
asi en el segundo caso en que la cepa esteé lista para fructificar una vez colonizado
totalmente el sustrato (COOK y FLEGG 1962).

» Calidad de las Setas
El tamafio, la forma y la intensidad de sabor de las setas, estan relacionados con
los rasgos de la cepa, aunque la Humedad Relativa en la sala de fructificacion
modifica el contenido de humedad de las setas, por lo que diferentes cepas
cultivadas en idénticas condiciones pueden producir setas con diferentes
contenidos de humedad (SUAREZ 2008); esta diferencia afecta la vida de las
setas en almacenamiento, es decir que mientras mas bajo sea el contenido de

humedad en las setas, éstas no pereceran tan rapidamente (COTTER et al. 1965).

» Caracteristicas de la Cosecha

Las cepas de Shiitake, difieren en sus respuestas a las condiciones ambientales
durante la fructificacion, ciertas cepas reaccionan a los cambios bruscos de
temperatura produciendo setas en un corto periodo de tiempo, mientras que otras
no responden bien a este tipo de induccion, lo que conlleva una baja

produccion (ROYSE 1985).

2.4.1.2 Tipos de Semilla

Por lo general, la cantidad de semilla a utilizar en la siembra varia entre el 1% y

5% del volumen de aserrin, aunque a mayor cantidad de semilla mas rapido es el



proceso de colonizacion del sustrato. Existen tres tipos de semilla, descritas a
continuacion, que se usan para la inoculacién de sustratos (PEGLER 1983,
ABADIA 2007, MICELIOS FUNGISEM).

a. Semilla en Aserrin

Es una mezcla de aserrin y salvado en proporcion 4:1 que ha sido colonizada por
micelio de Shiitake; este micelio se aclimata rapidamente al nuevo sustrato en
vista de que ha sido adaptado al crecimiento en aserrin. La tasa de siembra es
elevada, hasta el 5% (v/v), sin embargo se vuelve dificil de manejarlo porque
antes de la siembra se debe romper el micelio (FULIMOTO 1987). Ver Fig. 7.

b. Semilla en Grano

Consta de particulas de grano (generalmente trigo, mijo o centeno), que son
colonizados por Shiitake. La semilla en grano se rompe facilmente, lo que permite
hacer la distribucion uniforme sobre el sustrato, por lo tanto disminuye el tiempo
de colonizacion y la tasa de siembra, que es inferior al 2% (v/v) debido a que los
granos tienen un nivel de proteina mas elevado, lo que le permite actuar como
suplemento y a la vez lo vuelve propenso a la contaminacion en caso de que el
tratamiento térmico sea insuficiente (KLEINMAMM-KLAR y SCHWANTES
1980, FULIMOTO 1987).
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Fig. 7 Obtencion de Semilla en Aserrin
Redibujado de The Ohio State University (1968) (77)

c. Semilla Liquida

Son purines de micelio en una solucion nutritiva; puede ser producido por la
mezcla intacta del micelio o por la fermentacion de la cepa liquida; la ventaja del
micelio liquido es el gran nimero de particulas de inoculo que es puesto sobre el
sustrato y la facilidad de inoculacién sobre este (ROYSE y BAHLER 1986,
REGES DALMAU 2008).



El inoculo liquido es muy diferente del medio en que se inyecta; éste debe
recuperarse de la inoculacion y girar sobre las enzimas necesarias para colonizar
la madera; por lo que el éxito de la inoculacién esta en adaptar el micelio a
extractos de madera antes de que esta se efectlie (ROYSE y BAHLER 1986).

Una vez realizada la siembra, el sustrato de la bolsa es fortificado con azlcares
simples que incrementan el crecimiento inicial aunque se aumenta el riesgo de
contaminacion. (SUAREZ 2008)

2.4.2 Refrigeracion

La temperatura del sustrato antes de la inoculacion debe estar en, o por debajo de
86°F (30°C), ya que a mayor temperatura puede morir o debilitarse el micelio de
Shiitake (FULIMOTO 1987).

Los sustratos esterilizados son los mas susceptibles a la contaminacion antes de
ser totalmente colonizados por el hongo Shiitake; esto puede ocurrir durante el
enfriamiento de la mezcla pero puede reducirse al minimo mediante la
combinacion de técnicas e instalaciones, es por eso que después de que las bolsas
salen del tratamiento térmico son colocadas en una camara de flujo de aire estéril
0 en un tanel especial de enfriamiento para evitar que las esporas se asienten en la
superficie de la bolsa y la contaminen, lo que puede retrasar un par de dias la
inoculacion (LOU 1981, HARRIS 1986, LEE 1996).

2.4.3 Inoculacion

Durante la inoculacion, el micelio activo de Shiitake que contiene la semilla es
introducido en la bolsa llena de sustrato, este, es brevemente expuesto al aire
(fuente potencial de contaminantes) al abrir el recipiente para colocar la semilla
pero son sellados inmediatamente para evitar que microorganismos patogénicos se

introduzcan durante el proceso, por esta razon se toman medidas de seguridad



como por ejemplo, desinfectar toda el area de trabajo para evitar la contaminacion
(COTTER et al. 1965, ITO 1978).

a. Técnicas de Inoculacion

La exposicion del sustrato a los contaminantes puede ser limitado, ya sea por la
apertura de la bolsa antes de colocar el micelio o por el cierre inmediato del
contenedor. Sin embargo, los rdpidos movimientos a menudo crean corrientes de
aire que pueden llevar esporas a la bolsa. En algunas zonas la inoculacion répida y
el uso de semilla en aserrin son las Gnicas precauciones contra la contaminacion
durante la siembra, razon para que los productores sean capaces de tolerar una
mayor tasa de contaminacion en vista de que sus costos de produccion son bajos
(ITO 1978).

> Técnica estéril

La persona que realiza la inoculacion es una de las principales fuentes de
contaminacion. La técnica estéril combina la fuente potencial de contaminacion
con el movimiento que minimiza la contaminacién, limitando de esta manera las
corrientes de aire cerca al sustrato (MURATA et al. 1987, PELLINEN et al.
1987).

Las herramientas necesarias para la inoculacién dependeran del tipo de semilla a
usar; estos instrumentos deberan ser esterilizados periédicamente (mientras dure
el proceso de inoculacion) en la llama de una lampara de alcohol o un mechero
Bunsen (PELLINEN et al. 1987).

» Distribucion de la Semilla
Existen dos métodos para hacer la distribucion de la semilla: 1) Se coloca la

semilla en la parte superior del sustrato, es un método de inoculacion rapida pero

lento en cuanto a la inundacion del sustrato ya que emplea mayor tiempo para su



incubacion, y 2) Es practico y no necesita un largo periodo de incubacion, se
realiza un agujero vertical en la mitad de la bolsa con el sustrato y se coloca el
micelio activo (NUTALAYA y PATARAGETVIT 1981, OEI 2003).

2.4.4 Incubacion

Durante el periodo de incubacion (llamado también corrido de micelio), el micelio
vegetativo crece en el medio de cultivo, digiere y almacena azucares simples para
la fructificacion (VILLEGAS et al. 2007).

a. Factores Ambientales

La temperatura Optima para el crecimiento vegetativo es de 77°F (25°C),
causando problemas las fluctuaciones de temperatura en caso de que la bolsa
tenga un cierre imperfecto (ISHIKAWA 1967, ANONIMO 2008).

La luz es necesaria para que el blogue de Shiitake cree cuerpos fructiferos, son las
longitudes de onda que se encuentran en la gama azul (370 — 420nm) a una
intensidad de 180 a 500 lux (AKIMAYA et al. 1976, IIZUKA y TAKEUCHI
1978, KOMATSU 1963), aunque generan la luz de onda e intensidad adecuada las

luces fluorescentes blanco frio en el periodo de incubacion.

Un método alternativo es incubar a la oscuridad total y luego someterlo a un
tratamiento de luz durante 10 — 20 dias (ROYSE y BAHLER 1986). Otro factor
importante es el oxigeno, para realizar el incremento de gases puesto que los
niveles altos de dioxido de carbono puede raramente limitar el desarrollo del
micelio, razon por la que siempre debe existir un minimo intercambio

(ROYSE 1985).



b. Sitio de Incubacion

En zonas donde el clima es favorable, las bolsas pueden ser apiladas en hileras en
el suelo e incubadas sin calefaccion; no siendo asi en climas menos favorables
donde la temperatura del lugar de incubacién debe ser controlado (OEI 2003,
REGES DALMAU 2008).

El sitio de incubacion para el cultivo en aserrin es usualmente equipado con un
sistema de circulacion de aire para mantener la temperatura ideal en la camara de
incubacion, en vista de que el calor metabolico que generan las bolsas produce un
recalentamiento del lugar (KALBERER 1987).

c. Contaminacion

Una gran variedad de hongos, bacterias y ciertas plagas pueden causar problemas
durante el periodo de incubacién en aserrin ya que pasan inadvertidamente al
interior del contenedor creciendo rapidamente por el sustrato (JABLONSKY
1981, HARRIS 1986).

> Mohos

Colonizan rapidamente el sustrato en comparacion con el Shiitake, aumentando
visiblemente su tamafio de un dia a otro; estas conidias crean colonias de color

que parecen convertirse en polvo, razon por la que el hongo Shiitake raramente
crece en zonas ocupadas por estos hongos patogenos (KALBERER 1987).

Los principales mohos son: 1) Trichoderma spp., forma colonias de color blanco,
verde claro ¢ verde oscuro; 2) Mucor spp., inicialmente aparece como un fino
micelio blanco que crece velozmente sobre la superficie del sustrato y se extiende
en el ambiente cambiando de color gris a negro; y 3) Penicillum spp., son colonias

que varian de color verde a verde amarillento, su esporulacion siempre crece al



exterior del sustrato de manera polvorienta (SINGER 1961, SAN ANTONIO
1981).

> Bacterias

Son mas dificiles de detectar que los mohos, con frecuencia hay una minima o
nula incidencia de colonias bacterianas en el periodo de incubacion; éstas, se
multiplican dentro de los contenedores por las finas ldminas de agua que contiene
la mezcla, haciendo que el liquido se vuelva viscoso y genere un olor agrio (SAN
ANTONIO 1981).

» Plagas

Tienen poca incidencia durante la incubacion, pero pueden ser visibles cuando
existe una infestacién en el sustrato ya que son muy pequefias, traslicidas y de
movimiento lento (REGES DALMAU 2008)).

La plaga mas comun son los acaros, que una vez establecidos son muy dificiles de
controlar, estos comen micelio e introducen contaminantes en el sustrato, como
por ejemplo: esporas de mohos que llevan impregnados en sus pequefios cuerpos;
usualmente aparecen cuando las bolsas han sido cerradas incorrectamente, por lo
que es necesario recurrir a productos quimicos como los miticidas, para fumigar la
sala de incubacién y demas superficies de esta, con la finalidad de eliminarlos

antes de iniciar el proceso de fructificacion (OEI 2003).

> Determinacion de Causas

Cuando las enfermedades se manifiestan durante el periodo de incubacion, el
productor debera buscar la causa 6 una pista que revele la forma en que el
organismo contamino el sustrato. Un tratamiento térmico insuficiente es una
fuente de contaminacion; si el calor no fue suficiente para excluir a estos

microorganismos parasitos, los sobrevivientes apareceran en grandes



proporciones, ya sea dentro o fuera del sustrato; por ejemplo, las colonias de
mohos aparecen alrededor de la semilla puesto que tienen un gran contenido de
nutrientes disponibles (ROYSE et al. 1985, OEI 2003).

Agujeros o malos cierres en la bolsa, también generan contaminacién pero en
menor proporcion, dado que las colonias de hongos crecen simétricamente y su
origen puede ser localizado (JABLONSKY 1981).

La siembra es otra posible causa de contaminacion, debido a que al tener el grano
gran cantidad de nutrientes y los contaminantes procedentes de otras fuentes a

menudo esporuladas se desarrollan en los granos de semilla (ITO 1978).

d. Duracién del Corrido de Micelio

Por lo general, requiere de 30 a 120 dias antes de que esté listo el bloque para la
fructificacion (FULIMOTO 1987, MORAIS et al. 2000, NUTALAYA 'y
PATARAGETVIT 1981), este tiempo se ve influenciado por la cepa de Shiitake
utilizada, la formula del sustrato, la tasa de siembra, la siembra y la distribucion
de la temperatura durante la incubacion (NUTALAYA y PATARAGETVIT
1981).

Después de la colonizacidn, el sustrato totalmente en blanco y las particulas de
aserrin ya no son visibles dado que el micelio madura y se torna marrén claro
cuando recibe la luz y el oxigeno (ROYSE y BAHLER 1986).

2.5 Fructificacion de Shiitake en Aserrin
Después de completar el proceso de incubacion, la parte protectora de los

contenedores debera ser retirada para la fructificacion (ANDO 1976,
JABLONSKY 1981).



2.5.1 Ciclo de Fructificacion

Durante la incubacion en la bolsa, el micelio de Shiitake se une a las particulas de
aserrin, esta masa de sustrato y micelio denominada bloque hace que los
nutrientes sean mas disponibles a los hongos, reduciendo asi el tiempo de
incubacion necesario para que el Shiitake acumule recursos para la fructificacion
inicial y también acorta el periodo de descanso antes de los siguientes rubores.
(ANDO 1976, KLEINMAMM-KLAR y SCHWANTES 1980)

El ciclo de Fructificacion del Shiitake se detalla a continuacion:

CORERIDO DE
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RECUPERACION

1

} MADURACION

LCE

v
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1
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DE SETAS

—

RECOLECCION

FRUCTIFICACION 14- 21 DIAS

Fig. 8 Ciclo de Fructificacion de Shiitake en Sustratos a Base de Aserrin

Redibujado de D. J. Royse (1985) (67)



a. Induccidon

El Shiitake debe agotar los hidratos de carbono facilmente disponibles en el
sustrato a fin de iniciar el ciclo de fructificacion; este requiere luz antes de la
induccion, por lo tanto, el sustrato que ha sido incubado en la oscuridad podra
requerir de 10 a 18 dias de luz para satisfacer esta necesidad (KLEINMAMM-
KLAR y SCHWANTES 1980, REGES DALMAU 2008, ).

La induccioén puede iniciarse por la transformacion de calidas temperaturas de
incubacion (25°C) a temperaturas mas frias (16°C), ciertas cepas responden bien a
estos cambios de temperatura, mientras que otras producen mayor cantidad de
setas en respuesta a un choque térmico (TOKIMOTO y KOMATSU 1982), que
puede ser proporcionado a los bloques mediante la refrigeracién a temperaturas de
41 a 46°F (5 — 8°C) por 5 a 12 dias (JABLONSKY 1981, MURATA et al. 1987).

Sin embargo, el riego (SAN ANTONIO 1981, ROYSE 1985) 6 remojo de los
bloques (KOMATSU 1961, ROYSE 1985) también induce rubores adicionales.
Una vez que el blogue sale de refrigeracion es aconsejable rociarlo con agua para
disminuir su temperatura, ya sea por evaporacion o rehidratacion del sustrato
(SAN ANTONIO 1981).

b. Pinning o Choque Térmico

Los altos niveles de dioxido de carbono inhiben el choque térmico, por lo tanto,
para promover el Pinning, la totalidad o parte de la superficie del sustrato debera
ser expuesta al medio ambiente con el fin de que el bloque desarrolle una piel
marron que forme un microambiente favorable para la formacién de primordios y
proteja al bloque de microorganismos patégenos y deshidratacion (TRITATANA
y TANTIKANJAN 1987, KLEINMAMM-KLAR y SCHWANTES 1980).



Por otra parte, la humedad relativa 0ptima estara comprendida entre 85 y 95%
para evitar que los bloques se sequen demasiado rapido y puedan provocar abortos
(REGES DALMAU 2008).

c. Fructificacion

La maduracion de las setas requiere de condiciones ambientales especificas como
temperaturas de 55 a 68°F (13 — 20°C), humedad relativa de 75 a 95%, luz, aire
fresco, suficientes nutrientes y agua de la reserva del bloque (ROYSE y
SANCHEZ 2000).

La temperatura, afecta la velocidad de madurez y la densidad del sombrero de las
setas; mientras que la luz es necesaria para desarrollar el color de las setas, esta
necesidad aumenta a medida que sube la temperatura; asi como los niveles de
dioxido de carbono que deberan mantenerse por debajo de los 1200 ppm
(TOKIMOTO y KOMATSU 1982, LEATHAM 1983), en vista de que sobre este
nivel de CO; se consiguen sombreros pequefios, no carnosos y talos alargados;
por esta razon, no es raro que la primera cosecha de hongos tenga un alto
porcentaje de setas abortadas y deformes (ANDO 1976, KAWAMURA y GOTO
1980, ALBERTO 2006).

d. Descanso o Periodo de Latencia

Una vez que se ha producido la primera oleada de hongos, se reanuda el

crecimiento vegetativo y el micelio acumula nuevas reservas para otra descarga.

La duracion del periodo de descanso podré durar entre 10 y 30 dias en una amplia
gama de condiciones, aunque cuando hay excesos de humedad los bloques han de
ser colonizados por mohos debido a que el micelio de Shiitake se ha visto
debilitado por la fructificacion de este; por ejemplo: a) Los bloques podrian

permanecer bajo condiciones de fructificacion, sin embargo, se recuperarian mas



rapido si la temperatura es de 25°C; y b) Se puede combinar este periodo con el
descanso de secado, donde se detiene el proceso de fructificacion y se permite una
cosecha mas sincronizada (ROYSE et al. 1985, MORAIS et al. 2000, SUAREZ
2008).

2.5.2 Ciclo del Cultivo

El cultivo de blogues en aserrin puede durar de 3 a 6 meses 6 en ciertos casos
demora un poco mas, esto dependera tnicamente de los factores ambientales y el
descanso durante la fructificacion, la formula del sustrato y el tamafio del bloque.
Se ha reportado que para | cultivo de Shiitake sobre sustrato con aserrin, la
eficiencia bioldgica es del 40 a més del 100% (FUZISAWA et al. 1978, IIZUKA
y TAKEUCHI 1978, PEGLER 1983, KALBERER 1987), en vista de que la
disponibilidad de nutrientes en mayor y la competencia con otros hongos es
reducida (REGES DALMAU 2008).

2.5.3 Manejo del Cultivo

Es el proceso que tiene por objetivo equilibrar el rendimiento, la calidad de las
setas, el tiempo y los costos de produccion con el potencial de ingresos. EI hongo
Shiitake puede producirse en bloques de aserrin bajo un sin nimero de situaciones

diferentes, desde la méas simple a la mas compleja (LOU 1981).

Dos estrategias de gestion diferentes se indican a continuacion: la primera se basa
en la aplicacién de un bajo nivel de suplementos, lo que quiere decir que
disminuyen los posibles problemas por contaminacion en el sustrato, pero en el
periodo de fructificacion se obtienen rendimientos bajos de entre el 40 y 50% de
la eficiencia bioldgica y aproximadamente duraria de 4 a 6 meses; no asi en el
segundo caso, que se utiliza un sustrato mas rico en suplementos pero,
contrariamente a la anterior estrategia se requieren condiciones controladas para
estabilizar los altos niveles de contaminacion, no obstante, el rendimiento por

unidad por periodo de tiempo es més elevado, siendo del 50 al 80% de la



eficiencia biologica en un periodo de fructificacion de 3 a 6 meses (SINGER
1961, MURATA et al. 19875, SAN ANTONIO 1981).

2.5.3.1 Plagas y Enfermedades durante la Fructificacion

Es limitado el ataque de plagas y enfermedades durante la fructificacion de
Shiitake en los bloques de aserrin, afortunadamente, pueden ser controladas con
métodos culturales (PELLINEN et al. 1987).

» Moho
Aparecen durante la fructificacién, incluyen especies de géneros Trichoderma,
Gliocladium, Mucor, Penicillum y Doratomyces (I IZUKA y TAKEUCHI 1978);

con excepcioén de los Doratomyces estos hongos han sido descritos anteriormente.

Los Doratomyces son comunmente conocidos como moho negro 6 bigote gris; y
aparecen como masas de esporas de aspecto himedo o mojado, este hongo
patdgeno a menudo indica altos niveles de carbohidratos disponibles (ROYSE, et
al. 1985).

La aparicion de contaminacion durante la fructificacion puede ser causada por el
uso de bloques no colonizados completamente, 6 condiciones que hacen hincapié
en el micelio de bloques totalmente colonizados. Esta clase de moho puede
aparecer después de uno o mas rubores, tanto en los bloques como en la sala de
fructificacion (I1ZUKA y TAKEUCHI 1978, ROYSE, et al. 985)

Otro potencial contaminante es la presencia de altos niveles de suplementos en la
mezcla, que puede aparecer antes del primer brote ¢ inmediatamente después.
Este problema puede solucionarse reduciendo la cantidad de proteina en la
mezcla, eliminando los focos de infeccion 6 secando el bloque para que el hongo
muera (NUTALAYA Yy PATARAGETVIT 1981).



» Plagas

Los acaros son las principales plagas encontradas en los sitios de fructificacion,
ademas de la disminucion de la calidad del hongo, estas propagan bacterias y
esporas de moho que llevan en sus diminutos cuerpecillos (SAN ANTONIO 1981,
OYARCE et al. 2006).

Estas plagas pueden ser controladas con lamparas (tubos delgados de 18 pulgadas
montados entre dos tiras de papel) de luz negra de 15 vatios, que son ubicadas en
el sector donde se encuentran las setas; las moscas son atraidas a la luz quedando
atrapadas, esta clase de trampas son eficaces como medida de control porque
muchas de las moscas ya han establecido sus huevos antes de quedar atrapadas
(AKIMAYA et al. 1976, SAN ANTONIO 1981).

Esta plaga es un problema importante en el cultivo de Shiitake ya que la
utilizacion de productos quimicos como los organofosforados, las piretrinas
sintéticas 0 los reguladores de crecimiento no estan registrados para el uso en este
cultivo (ABADIA 2007, ANONIMO 2008, SUAREZ 2008).

2.6 Recoleccion del Hongo Shiitake

La recoleccion es en forma manual, puede ser con una cuchilla, tijera, 6
simplemente agarrando el sombrero suavemente para girar la base del tallo falso y
desprenderlo de la superficie del sustrato del hongo (KASAHARA et al. 1976,
HARRIS 1986).

2.7 Aspectos Nutricionales y de Salud

El Shiitake ha sido protagonista de innumerables acontecimientos, desde hace
2500 afios ha sido utilizado como un verdadero TONICO capaz de incrementar la
energia corporal, promover la LONGEVIDAD, realzar la VITALIDAD y la
VIRILIDAD (HAJl y MOHAMMED 2000).



La antigua tradicion terapéutica China lo considera junto a los demas hongos

medicinales como un “remedio espiritual”, ya que le atribuyen la capacidad de

nutrir el Shen o “espiritu” (MARMOL, FUNG2002).

Conocido en los paises del sol naciente como el "ELIXIR DE LA VIDA" u
"hongo que crece naturalmente™ nombre tomado del idioma japonés, donde shii es
un tipo de arbol de crecimiento silvestre (encino negro) y take que significa hongo
(HAJl y MOHAMMED 2000, MARMOL ).

2.7.1 Contenido Nutricional

En muchas culturas orientales los hongos son una comida aparte, con conocidas
propiedades medicinales; en estas culturas el Shiitake forma parte integral de la
dieta diaria. En las culturas occidentales los hongos son valorados por su sabor y
se usan mayormente como condimento, ademas se ha demostrado que el Shiitake
contiene un nimero de nutrientes importantes (Tabla 7), ya sea deshidratado o en
fresco (PEGLER 1983, REGES DALMAU 2008).

2.7.2 Beneficios para la Salud

Los compuestos biologicamente activos han sido aislados y purificados del
Shiitake (TABLA 8). Algunos de estos compuestos tienen mas de un efecto.
Ademas hay efectos sinérgicos entre estos compuestos y entre ellos y otros
compuestos "inactivos” en el hongo. Por lo tanto se considera que el consumo de
los frutos de los hongos, ya sea frescos o secos pueden dar el maximo de potencial
a las propiedades benéficas para la salud (KAWAMURA y GOTO 1980).



Tabla7 Composicion nutricional de Shiitake Deshidratado y Fresco

Shiitake Deshidratado

Shiitake Fresco

Compuesto Sombrero Talo Sombrero  Talo
Cobre (ug/g) 15.4 9.1 - -
Hierro (ug/g) 88.3 46.5 - -
Zinc (ug/g) - 83.0 - -
Manganeso (mg/g) 37.2 60.9 - -
Nitrégeno (mg/g) 37.5 14.3 - -
Fosforo (mg/g) 10.7 13.9 - -
Potasio (mg/g) 33.9 27.3 - -
Sodio (mg/g) 0.2 0.5 - -
Calcio (mg/qg) 0.2 0.6 - -
Magnesio (mg/g) 1.9 3.8 - -
Ceniza (%) - - 0.9 0.9
Grasa Cruda (%) - - 0.2 0.1
Fibra Cruda (%) - - 1.9 1.7
Sacarido (%) - - 5.9 10.9
Vitamina D (UI1/100) 73 969
Cont. Polisacaridos (%) 383-395  48.7-516 - -
Arginina (g/100g) 7.0 0.648
Histidina (g/100g) 1.8 0.159
Leucina (g/100g) 7.0 0.679
Isoleucina (g/100g) 4.4 0.405
Lisina (g/100g) 3.5 0.343
Tirosina (g/100g) 3.5 0.323
Treonina (g/100g) 5.2 0.497
Metionina (g/100g) 1.8 0.179
Fenilalanina (g/100g) 5.3 0.486
Valina (g/100g) 5.2 0.486
Proteina (%) 17.5 -
Ac. Grasos Monoinsaturados 0.307 - - -
Ac. Grasos Poliinsaturados 0.140 - - -
Ac. Grasos Saturados 0.247 - - -

FUENTE: REGES DALMAU. R. (Revisado 4 de mayo de 2008). (66)




Tabla8 Compuestos Bioldgicamente Activos encontrados en el Shiitake.

Compuesto Efecto (s) Tipo de Actividad
Compuesto
Inmunoactivo Derivado de la Acelera metabolismo
Eritadenina Antiviral Adenina y excresion del
Hipolipidémico Colesterol
Ac2P Antiviral Polisacarido Inhibe la replicacién
viral
Virus (al igual que | Antiviral RNA de doble Induce produccion de
las particulas) Antitumoral hebra interferon
Antitumoral Polisacarido Induce produccion de
KS-2 . . i
Antiviral interferon
KS-2-B Antibacterial Péptido Induce actividad
Inmunoactivo macrofagica
C-1-2 Inmunoactivo Polisacéarido
. Antitumoral Polisacérido Estimula produccion
Lentinan . .
de Linfocitos-T
Antitumoral Polisacarido Inmuniza Sistema
LAP1 Modulador (Suprimi6
cancer de higado)
TCA (Thioprolina) Aminoécido Eliminador de nitritos
EBP Antiviral Proteina Inhibe la infeccién
viral en plantas
Fibra Disminuye colesterol
Chitin y viscosidad en la
sangre
N Antibacterial G(+) Antibiético de amplio
Cortinelli
yG(-) espectro
Reduce coagulacion  Aminoéacido Previene formacién
Lisina sanguinea de azlcar en la
sangre
Antiviral Lignina Estimula produccién
EP3 Inmunoactivo en el organismo del
interferon
Poli Antitumoral Proteina Inhiben la agregacién
Ribonucleotidos Inmunoactivo de &cidos nucléicos
Lectina Inmunoactivo Proteina Reconocen células y

proteinas

FUENTE. HAJI M. MOHAMMED 1. (2000) (30)




2.7.3 Usos del Shiitake en la Medicina Tradicional

El hongo Shiitake es un hongo muy versatil que puede consumirse tanto en
comida como en bebidas, ya sea este en estado fresco combinado con legumbres o

deshidratado en forma de té. Algunos ejemplos:
Tabla9 Utilidades del hongo Shiitake.
Colesterol alto o

Arteriosclerosis

Dosis: comer 9g

Gripes o resfriados deshidratados 0 90g Padecimiento del
frescos higado o Diabetes
Dosis: 6-8g de
shiitake preparados Dosis: 8 hongos al
enté dia
\ Usos /
) medicinales
Dolor de estdbmago
del Hongo Presidn arterial
Dosis: a fuego lento _—"  shiitake alta

hervir 9g

deshidratados, tomar Dosis: 8 hongos
a diario / \ al dia
Mantenimiento

Dolor de cabeza 'y

debilidad general de la salud
Dosis: comer a diario Dosis: 3-49
cocinandolo deshidratados al dia

FUENTE: MARMOL J. (disponible en www.novopharma.com.ar) (49, 50)



http://www.novopharma.com.ar/

CAPITULO 11l

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales

3.1.1 Caracterizacion del Area de Estudio

Provincia Imbabura

Canton Ibarra

Parroquia El Sagrario

Lugar San Miguel de Yahuarcocha
Altitud 2 225 msnm

Zona de Vida Bosque Seco Montano Bajo
Temperatura 12-16°C

Precipitacion anual 500 — 1000

Provincia de Humedad Subhdmedo

Relacion Evapotranspiracion 0.70-1.88

3.1.2 Materiales y Equipos de Laboratorio

A. Insumos

Los insumos utilizados durante la fase de desarrollo del micelio reproductor

fueron los siguientes:

e Agar

e Extracto de malta
e Levadura

e Harinade trigo

e Pellets de conejo (Balanceado)



e Pellets de aserrin

e Agua

e Esporas en aceite

e Cartulina negra

e Perdxido de hidrogeno

e Aserrin

e Marlo de molido de maiz
e Afrecho de cebada

e Carbonato de calcio

e Cerveza

e Hipoclorito de Sodio

B. Materiales y Equipo

Los materiales y equipo con que se trabajo durante la reproduccién del micelio se

mencionan a continuacion:

e Cabina Aséptica

e Mechero de alcohol

e Incubadora cacera

e Manta (1.50*1)m

e Perforadora

e Asade siembra

e Escalpelo

o Cajas de Petri

e Frascos de vidrio de boca ancha
e Olla de presion con medidor
e Tanque de gas

e Fosforera

e Rejilla de madera



e Rociador
e Papel aluminio
e Cinta adhesiva

e Balanza gramera

3.1.3 Materias Primas del Ensayo

a. Insumos

e Aserrin de laurel

e Marlo molido de maiz
e Tamo de avena

e Afrecho de cebada

e Carbonato de calcio

e Perdxido de hidrégeno
e Hipoclorito de Sodio

e Formol

b. Materiales y Equipos

e Malla pléastica y Fundas plasticas 18 *35 cm
e Cinta de amarre

e Asade siembra

e Medidor de presion

e Tanque de gas

e Fosforera

e Rociador

e Romana

e Guantes de goma

e Balanza gramera



e  Quemador industrial
e Rejilla de madera
e Mesa
e Tanque y Canasto metéalico
e Termdémetro
e Polea
3.2 Métodos
3.2.1 Factores en Estudio
Se estudiaron los siguientes factores:
A. Sustratos
sl Aserrin de laurel
s2 Marlo molido de maiz
s3 Tamo de avena
B. Técnicas de Pasteurizacion
tl Pasteurizacion con Vapor
t2 Pasteurizacion con Agua Caliente

3.2.2 Tratamientos

Los tratamientos resultantes de la combinacién de los dos factores fueron los

siguientes:



Tratamiento Simbologia Descripeion

Sustrato Pasteurizacion
Tl sitl Aserrin de laurel Vapor
T2 s1t2 Aserrin de laurel Agua Caliente
T3 s2tl Marlo molido de maiz ~ Vapor
T4 s2 t2 Marlo molido de maiz ~ Agua Caliente
T5 s3 13 Tamo de avena Vapor
T6 s3t2 Tamo de avena Agua Caliente

3.2.3 Disefio Experimental

Se utilizd el Disefio Completamente al Azar en arreglo factorial A x B con
DIEZ repeticiones, donde A corresponde a los sustratos y B a las técnicas de

pasteurizacion.

3.2.4 Caracteristicas del Experimento

Descripcion: Cada blogue o unidad experimental es una mezcla de sustrato con
un peso seco de 1.5 kilogramos, una vez pasteurizado Yya sea con vapor 0 agua

caliente el peso seco incrementa en un 50% a 75% lo que conlleva a que el

Tratamientos

Repeticiones

Unidades Experimentales

6
10
60

blogue tenga un peso hiumedo aproximado a 3 kilogramos.




3.2.4.1 Esquema del Analisis Estadistico

El esquema del ADEVA fue el siguiente:

Fuente de Variacion Grados de Libertad

TOTAL 59
Tratamientos 5
Sustratos (S) 2
Técnicas de Pasteurizacion (T) 1
2

SXT
Error Experimental 54

En el andlisis funcional se emple¢:

e Tukey al 5% para Tratamientos

e DMS al 5% para Sustratos

e Tukey al 5% para las Técnicas de Pasteurizacion

e DMS al 5% para la Interaccion Sustratos vs. Técnicas de

Pasteurizacion

3.2.4.2 Variables Evaluadas

Las variables evaluadas fueron las siguientes:

¢ Porcentaje de Eficiencia Bioldgica

¢ Rendimiento de hongos por kg. de materia seca de sustrato
e Medicién de pH cada 15 dias

¢ Dias de incubacion en los tres medios de cultivo

¢ Dias de Fructificacion con cada sustrato

e Costos de produccion para cada uno de los Tratamientos




3.3 Manejo Especifico del Experimento

Una vez instalado el ensayo, los problemas estuvieron presentes constantemente
siendo una de las causas fundamentales la adaptacion de la semilla importada al
medio en el cual se desarrollo la fase experimental, este inconveniente tuvo
grandes precedentes dentro de la investigacién, por lo que realizo el proceso de
obtencidon de semilla 6 micelio reproductor, a partir de una cepa pura importada de
los EE. UU., de esta manera se obtuvieron resultados positivos frente al primer

fracaso en la fase de prueba y adaptacion del micelio.

3.3.1 Elaboracion del Micelio Reproductor

a. Seleccion de la Cepa

Las caracteristicas de la variedad de la cepa escogida:

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Natural
Forzada
Temporada de fructificacion
Casa comercial: Produced by Northwest Mycological Consultants, Inc. 702

NW 4™ St., Corvallis, Oregon, 97330, USA.

Cepa: Wide —Range Strain CS — 41



Descripcion: Produce en una amplia gama de temperaturas, y es de rapida

fructificacion.

Hongos: El espesor del sombrero es de medio a grueso y en un

minimo margen es blanco.

Corrido de Micelio: Agresivo, coloniza rapidamente y dura entre 6 a 12 meses.

Inducciodn: Temperatura Optima es de 60° a 68°F (16° - 20°C); rango
entre 54° y 75°F (12°-24°C). Si es blogue es secado antes

del remojo o riego es mas eficaz.

Pinning: Temperatura Optima 60° a 77°F (6° - 25°C), rango entre 50°
a 82°F (10 — 28°C).

Fructificacion: Temperatura Optima de 50° a 64°F (10-18°C), y maxima de
77°F (25°C). Humedad relativa baja entre 60% y 75%.

Ciclo de cultivo: A lo largo del afio puede fructificar 4 veces con un periodo

de descanso entre 20 y 40 dias, lo que conlleva a una
intensa produccion durante tres afios.
b. Produccién de la Semilla
La obtencién del micelio reproductor se realiz6 con la técnica de inoculacion
liquida en discos de cartulina negra empapados de solucién nutritiva de cerveza al
10%.

Insumos y Materiales:

e Cabina Aséptica



e Perforadora

e Dos l&minas de cartulina negra
e Frasco de boca ancha

e Tubo de ensayo

e 1 vaso de cerveza al 10%

e (CepaCS-41

Proceso:

e Con la perforadora se hacen pequefios discos de cartulina negra, y
colocandolos en un frasco;

e Se pasteuriza el frasco que contiene los discos de cartulina negra por
media hora, en la olla de presidn junto con el tubo de ensayo;

e Después, en la cabina aséptica se introduce: el frasco pasteurizado con los
discos de cartulina, el tubo de ensayo, el vaso con cerveza, la cepa CS-41

cubierta con la ldmina de cartulina negra, algodon, alcohol,

wIDRIO O )
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EURLETE
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SO MA
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Fig. 9 Disefo de Cabina Aséptica
FUENTE: REGES DALMAU, (2008)



Cerrada la caja, se la cubre con una manta,

Se ilumina la lampara de luz ultravioleta por 12 horas, para la desinfeccion
de la caja y los materiales a utilizar;

Transcurrido este tiempo, apagamos la luz e introducimos las manos en
los guantes de goma;

Los discos de cartulina son empapados con la solucién de cerveza al 10%
por unos minutos;

Posteriormente, se escurre el exceso de solucion en los discos de cartulina
para colocarlos en el tubo de ensayo;

Luego, se deja caer 0.5ml de la cepa CS-41 en el tubo que contiene los
discos de cartulina; y se limpian los bordes del tubo de ensayo con
algodon empapado de alcohol,

El tubo es sellado con algodén y cubierto con papel aluminio para
incubarlo por unos dias, hasta que observar los discos de cartulina

totalmente blancos por la invasion del micelio.

c. Obtencion del Medio MYA (Malta, levadura y agar)

Materia Prima:

12g de agar

129 de extracto de malta liviano

1g de polvo de levadura nutritiva
0.5g de harina de trigo

0.5g de alimento para conejo (pellet)
4.5g de pellets de madera

11t de agua corriente

Método:

Se colocaron los ingredientes en un frasco que tenga dos veces el volumen

del material a usar, para evitar que el agar hirviente se derrame al cocinar;



e En una olla de presion se introdujo el frasco con el medio a esterilizar
(dando 10 minutos iniciales de vapor para fundir el agar antes de colocar
el regulador de presion de 15 psi) por 5 horas, y luego se esterilizaron 50
placas de Petri plasticas por 15 minutos.

e Se retir6 del fuego la olla para bajar disminuir la presion con el fin de
retirar el frasco con el medio de cultivo;

e En una mesa desinfectada con hipoclorito de sodio al 2% y a temperatura
ambiente, es colocado el frasco que contiene el medio

e Una vez que el medio se ha enfriado en un 90%, se lo coloca en una olla
con agua templada y se agrega con una pipeta peréxido de hidrégeno al
0.018% (6ml de solucion al 3% por litro de agua); teniendo cuidado de no
hacer muchas burbujas, se mezcla el peréxido y el medio con un
movimiento circular e invirtiendo las direcciones un par de veces

e Se vierte este medio en las cajas de Petri, se los tapa y durante unos dias se
los deja solidificar en una bandeja ligeramente cubierta a temperatura

ambiente.

d. Fructificacién de Esporas en Discos de Cartulina

Dentro de la cabina aséptica son colocados los elementos a usar, estos son:

e Mechero de alcohol

e Encendedor, para prender el mechero

e Asade Siembra

e Disco de cartulina invadidos por el micelio

e Una Hoja de cartulina negra, para evitar la incidencia directa de la luz ultra
violeta sobre las esporas

e Cajas de Petri llenas hasta la mitad, con el medio MYA (todo esterilizado).

e Plastico Termoencogible



Procedimiento:

e Introducidos los materiales de trabajo, se cubre el tubo de ensayo que
contiene las esporas invadidas por el micelio con la cartulina negra;

e Sobre la caja aséptica es colocada la manta oscura para encender la luz
ultra violeta por 12 horas, esto con la finalidad de eliminar todo
microorganismo patogénico de la caja;

e Una vez esterilizada la caja y apagamos la luz, se introduce las manos en
los guantes de la caja;

e Se aviva el mechero de alcohol, e inmediatamente es destapado el tubo de
ensayo que contiene los discos invadidos de micelio, y la primera placa de
Petri a sembrar;

e La punta del asa de siembra es flameada en la llama del mechero de
alcohol, e introducida en el tubo para agarrar un par de los discos
invadidos que contiene;

e Luego, los discos son colocados en el centro del medio de cultivo de la
placa de Petri;

e Raépidamente, la caja de Petri es tapada y cubierta con plastico
Termoencogible para evitar que una futura contaminacion;

e El mismo proceso es repetido con todas las placas a sembrar;

e Concluida la siembra, se flamea la boca del tubo en el mechero para
sellarla, evitando de esta manera la contaminacion.

e Finalizado el trabajo, la cabina es destapada, para retirar de ella todos los
materiales utilizados.

e Las placas sembradas son ubicadas sobre una repisa desinfectada con
hipoclorito de sodio al 2% (cubriéndolas ligeramente) al ambiente, hasta

que el micelio se propague en el medio MYA.

e. Propagacion del Micelio

Una vez que el micelio se ha propagado por el medio de cultivo colocado en las

cajas de Petri, esta listo para ser traspasado a los frascos con el grano esterilizado.



f. Preparacion del Sustrato

Para el buen desarrollo del Shiitake, es necesario un sustrato enriquecido de
proteinas y carbohidratos, con la finalidad de facilitar el rapido desarrollo del

hongo, por tal motivo se eligid los siguientes materiales:

48% de aserrin grueso
30% de marlo de maiz molido
20% de afrecho de cebada

3% de carbonato de calcio

Estos materiales fueron mezclados y pasteurizados en una olla de presion cacera
por cuatro horas, antes de ser colocados en los frascos de vidrio, para realizar el

traspaso del micelio de las cajas de Petri hacia el nuevo sustrato.

Posterior a la primera esterilizacion de los materiales que componen el sustrato, se
lo dejo enfriar antes de ponerlo en los frascos de vidrio; colocado el material en
los frascos de vidrio se afiaden 80ml de agua por cada uno de ellos y se los somete
nuevamente a una esterilizacion en la olla de presion (colocando una base 6

rejilla de madera en el fondo) por un lapso de tiempo de 5 horas.

g. Multiplicacion del Micelio

Una vez listos los frascos para el traspaso del micelio de las cajas de Petri, se

procedio de la siguiente manera:

e La cabina aséptica es destapada y desinfectada con hipoclorito de sodio al
2% antes de introducir los elementos necesarios para la siembra en los

frascos, estos son:

1. Mechero de alcohol

2. Foésforos o encendedor



Escalpelo

Asa de siembra

Frascos con el sustrato esterilizado

Cajas de Petri con el Micelio Desarrollado
Hoja de cartulina negra

Algodén

© 0o N o 0 b~ w

Cinta adhesiva

e Luego, se rocia la caja aseptica con el Hipoclorito de sodio y formol al
2%; se cubre con la cartulina negra el tubo de ensayo que contiene los
discos invadidos de micelio, con la manta se recubre la cabina aséptica y la
luz ultravioleta se mantiene encendida por 6 horas;

e Laluzesapagada, y se introducen las manos en los guantes de goma;

e El mechero de alcohol es avivado, se destapa la caja de Petri que contiene
el micelio desarrollado y con el escalpelo, una vez flameado por el
mechero se corta el micelio desarrollado de la caja de Petri en tantos trozos
como frascos se quiera sembrar en este caso se dividié en 5 pedazos, y se
colocaron 2 partes por cada frasco, para acelerar el corrido de micelio;

e Se abren los frascos con el sustrato esterilizado (uno por uno), y con el asa
de siembra en la mano, se la flamea en el mechero, con ella se toman dos
trozos de micelio de la caja de Petri, dejandolos caer dentro del frasco con
el sustrato esterilizado;

e Una vez colocados los dos fragmentos de micelio, el borde de la boca del
frasco es limpiado con alcohol antes de colocar el tapdn de algodén en la
boca del frasco y sujetarlo con cinta adhesiva;

e La rutina es repetida con todos los frascos que se desee sembrar (125

frascos).

h. Incubacion del Micelio en el Sustrato

Esta etapa del proceso de elaboracion del micelio reproductor, se la llevo a cabo

en una incubadora cacera desinfectada previamente con hipoclorito de sodio al



2%. Una vez realizada la siembra en los frascos con el sustrato esterilizado, se los
cubrié con papel aluminio para proporcionarles oscuridad y ubicarlos en la
incubadora con el fin de mantenerlos a una temperatura de mas menos 23 °C por

un periodo de tiempo de 15 a 21 dias.

Descripcion del disefio casero:

La incubadora cacera, es una caja de carton de (40*30*30) cm. forrada con
espuma flex en su interior, y con unas pequefias ventanas a los lados de (20*5)cm
y (7*5)cm respectivamente, para dar ventilacion de tal manera que el calor no se
concentre sino que se mantenga y un foco para mantener la temperatura interna de

los frascos.

TAPA

L | — ﬂ

1
| %:% FOCO VENTANAS
I
1
I
1

PAREDES CUBIERTAS DE ESPUMA FLEX

AR aimrg

FRAZCOS EN PROCES0 DE INCUBACION

Fig. 10 Disefio de Incubadora Cacera
FUENTE: Disefio de la Tesista

Nota: Para la preservacion y uso posterior de la semilla, deberd permanecer en un

ambiente de 4-6°C para que el micelio disminuya al minimo su desarrollo.



3.3.2 Fase de Investigacion

Una vez realizada la semilla 6 micelio reproductor, se continué con la fase

investigativa que se propone en este Proyecto de Tesis.

1) Evaluacion del Material
Los materiales evaluados en este proyecto fueron tres residuos agroindustriales,
los cuales fueron adquiridos directamente del campo. Los residuos analizados

fueron aserrin de laurel, marlo de maiz y tamo de avena.

Tabla 10 Analisis Quimico de Materiales

Analisis Residuos agricolas y madereros Proteina
Quimico Aserrin de ) Tamo de Salvado de
(%0) laurel Marlo de malz avena trigo
Materia Seca 84 86 92 89
Ceniza 0.5 1.6 6.9 8.2
Fibra Cruda 62.4 8.3 37.0 10.4
Grasa 0.6 3.2 2.1 3.9
Extracto no
Nitrogenado 20.2 65.0 42.5 53.4
Proteina Cruda 0.3 7.8 4.0 15.2
Macro minerales importantes (%)
Calcio 0.18 0.07 0.23 0.11
Fosforo 0.01 0.23 0.06 1.26
Magnesio 0.03 0.2 0.17 0.52
Azufre - 0.19 0.21 0.22

FUENTE: FAO, 2008




2) Formulacion de la Mezcla

Se realizd la mezcla de los componentes necesarios para los tratamientos bajo la
formulacién Suiza de la Tabla 2.6. en iguales proporciones para cada uno de los

residuos agroindustriales.

Tabla1l Formulacion de los Tratamientos para el Cultivo de Shiitake

. Porcentaje de los Componentes
Materiales
en Peso Seco

Residuo Agroindustrial

75 %

(Fuente de Carbono)

Salvado de Trigo

. 24 %

(Fuente de Nitrégeno)

Carbonato de Calcio (CaCO:s)
1%
(Buffer)
Agua La necesaria para mantener una

humedad de 65 a 75%

FUENTE: KALBERER, P. P. (1987) (37)

De acuerdo a la Tabla 3.2. se ajustd la formulacién para todos los tratamientos
realizados, modificandose asi la formulacion de la composicion, la cual se explica

en el siguiente Cuadro.

Tabla12 Formulacion para cada uno de los Tratamientos

) ) i Residuo L Salvado
Tratamiento | Simbologia ) | Pasteurizacion ) CaCOg
Agroindustrial de Trigo
1 S1T1 Vapor
78% Aserrin
2 S1T2 Agua Caliente
3 S2T1 78% Marlo de Vapor
) _ 20% 2%
4 S2T2 maiz Agua Caliente
5 S3T1 78% Tamo de Vapor
6 S3T2 avena Agua Caliente




3) Pesaje de Materiales

Una vez determinada la mezcla del material se procedio al pesaje de los mismos,
de acuerdo a las proporciones anteriormente mencionadas, quedando la
formulacion del sustrato residuo agroindustrial : salvado de trigo : carbonato de
calcio asi 1,17:0,3:0,03 kg. de manera que el peso seco de la mezcla resultante sea

de 1,5 kg para cada una de las unidades experimentales.

4) Tratamiento Térmico

Una vez pesados los materiales se procedié a mezclarlos y colocarlos en sus
respectivos contenedores en fundas para el tratamiento con agua caliente y mallas
plasticas para el tratamiento con vapor, cada tratamiento comprende 10 muestras,

resultando un total de 60 bloques con residuo organico.

A. Pasteurizacion con Vapor

Se pasteurizaron independientemente 10 unidades experimentales de aserrin, 10
de marlo molido de maiz y 10 de tamo de avena, con un peso seco por bloque de
1,5 Kkg., este material se coloc6 en mallas pléasticas de tal manera que quedase

totalmente expuesto al vapor;

Técnica:

e Se coloco en mallas plésticas el material experimental (1,5 kg), y se los
ubicd en el canasto metélico,

e Seguidamente, se sumergié con fuerza el canasto metalico en un tanque
con agua e inmediatamente se lo escurrid, con la finalidad de lavar el
material; este proceso se lo repitié 10 veces, tomando la precaucion de
cambiar de agua a cada sumergida del material;

e En otro tanque metalico se colocé una rejilla de madera y un poco de agua

de tal manera que esta no sobrepase la rejilla;



Se encendi6 el quemador a Ilama alta y una vez que el agua empezo a
hervir se colocaron las fundas sobre la rejilla y se tapé el tanque
herméticamente para que el vapor no se fugue;

Una vez sellado el tanque, se observo el medidor de temperatura ubicado
en la parte superior de la tapa del tanque, para monitorear que el vapor no
pase los 60°C, esta temperatura la mantenemos por 5 horas;

Transcurridas las 5 horas, esperamos a que el tanque se enfrie un poco para
sacar el material experimental;

Con agua tibia en una regadera se lava el material suavemente para
eliminar residuos de tierra sobrantes o algun otro foco de infeccion;

Esta misma técnica es repetida para cada uno de los tratamientos.

B. Pasteurizacion con Agua Caliente

Al igual que en la pasteurizacion con vapor, este tratamiento térmico consto

de 30 unidades experimentales: 10 con aserrin, 10 con marlo molido de maiz y

10 con tamo de avena con un peso de 1,5kg. de peso seco por cada bloque.

Procedimiento:

Una vez pesados los 1.17kg. de residuo maderero (aserrin) y agricola
(marlo molido de maiz, tamo de avena) se lo apil6 individualmente en el
piso para saturarlo de agua constantemente durante dos dias;

Una vez eliminadas las resinas del sustrato se procedié a mezclar con el
afrecho y el buffer;

Seguidamente se colocé el material en fundas plasticas y en parte superior
de la funda se introdujo un aro de tubo PVC y se lo corché con algodoén;
Luego, en un tanque metalico se puso una rejilla de madera y se asentaron
sobre esta las fundas con el material experimental;

Se lleno el tanque con agua, de tal manera que esta llegue hasta las %
partes de la funda, se prendié el quemador y una vez que el agua empezo a

hervir fue monitoreada con el termémetro constantemente;



e Una vez que el agua adquiri6 90°C (10°C menos que el punto de
ebullicion), se sometid al material a un tiempo de coccién de 8 horas, para
luego dejarlo enfriar y proceder con la inoculacion del micelio;

e Es sumamente importante mantener el agua a esta temperatura y, sobre las
% partes de la funda;

¢ El mismo procedimiento se realizd con cada uno de los tratamientos, de tal
manera que el tiempo de coccidn del material en esta fase no influya en el

proceso de incubacion y su posterior fructificacion.

5) Enfriamiento de la Mezcla

Una vez pasteurizado el material, se lo deja en reposo sobre una mesa limpia,
desinfectada con hipoclorito de sodio (Producto quimico al 15%) y formol al 2%
(Producto quimico al 56%).

Nota: Todos los utencillos se desinfectaron con cloro y formol después de cada

proceso individual.

6) Inoculacion del Micelio en el Sustrato

Procedimiento:

Una vez frio el material se retira el algodon y el aro de tubo PVC cuidadosamente;
Se abre la funda y con el asa de siembra se realiza un orificio en la mitad del
sustrato, que llegue hasta la base de la funda y que tenga un didmetro entre 1.5 a
2cm.;

Seguidamente, se toma el asa de siembra con una mano para flamearla por el
mechero de alcohol; mientras tanto, con la otra mano se coge el frasco de semilla,
se lo destapa y una vez flameada el asa, es introducida en el frasco para sacar la
semillay colocarla en el agujero realizado en el sustrato;

Una vez lleno de micelio el agujero del sustrato, la funda es cerrada rapidamente,

evitando que microorganismo del ambiente ingresen hacia el interior de la funda;



Se inserta nuevamente el aro de tubo PVC (1/2”) de 2em de largo, que ha sido
previamente desinfectado con vapor a una temperatura de 40 — 50°C por 20
minutos y con una solucién de hipoclorito de sodio al 2%;

Luego, el aro es tapado con algodén, empapado en una solucion de peroxido de
hidrogeno al 0.15%, de tal manera que exista un intercambio de gases entre el
diéxido de carbono producido por el micelio y el oxigeno del ambiente exterior.
Este proceso fue realizado en cada una de las fundas, para acelerar el tiempo de

incubacién del micelio sobre el sustrato.

7) Incubacién

Una vez realizada la siembra, se envolvio la funda en papel aluminio para darle
oscuridad, después fueron puestas sobre una mesa limpia, desinfectada
previamente con hipoclorito de sodio al 2%

8) Induccion 6 Choque Térmico

Una vez que los bloques estuvieron totalmente invadidos por el micelio (blancos o
amarillentos) se procedio a sacar primeramente el papel aluminio, luego se realizo
pequefios agujeros por toda la funda para que el agua invada el sustrato
colonizado y, una vez sumergidos en agua fria a 12°C por 36 horas se retiraron los
bloques del agua y la funda que los cubria con el objetivo de incentivar asi la

formacion de cuerpos fructiferos.

9) Formacién de Cuerpos Fructiferos

Concluido el tiempo de induccion, los bloques fueron sacados del agua y ubicados
en un lugar sombreado, bien ventilado con una temperatura entre 16 y 21°C, con
una humedad relativa fluctuante entre 30 y 50%, este proceso duré 10 dias con el

unico sustrato que fructifico..



10) Fructificacion
Una vez madurado el micelio en la fase de formacién de cuerpos fructiferos o
primordios, el hongo estuvo listo para brotar y desarrollarse en un tiempo maximo
de tres dias.

11) Cosecha

Transcurrido el periodo de fructificacién, la cosecha se la realiz6 con una cuchilla

cortando el talo (tallo falso) en la base.

3.4 Toma de Datos

3.4.1 Porcentaje de Eficiencia Biologica

Una vez concluida la cosecha se pesaron inmediatamente los hongos para evitar
pesas irreales por el proceso de deshidratacion, y mas los datos de la Materia
Seca, se procedié a calcular el porcentaje de Eficiencia Bioldgica, con ayuda de la

siguiente férmula:

£ _PHF.(ko)

= 100
P.S.S.(kg)
Donde: E.F. = Eficiencia Bioldgica
P.H.F. = Peso de Hongos Frescos
P.S.S. = Peso de Sustrato Seco

3.4.2 Rendimiento de Hongos por kg. de Materia Seca de Sustrato

Culminado el proceso de formacion de primordios (10 dias después del choque

térmico), se realizd la cosecha individualmente para cada uno de los bloques



fructificados en cada tratamiento, posterior a la cosecha se peso cada lote de

hongos frescos para la obtencién de datos.

3.4.3 pH cada 15 dias

La primera medicion de pH se llevo a cabo el dia de la siembra, y luego fueron
constantes cada 15 dias, cabe sefialar que se tomaron 10 mediciones en cada uno

de los tratamientos, para observar el incremento de pH en cada uno de ellos.

3.4.4 Dias de Incubacidn en los tres Medios de Cultivo

El proceso de incubacion con cada uno de los sustratos fue monitoreado y
contabilizado desde el primer dia de siembra hasta el momento en que los bloques

estuvieron compactos y de un color blanguecino por la inundacion del micelio.

3.4.5 Dias de fructificacion con cada Sustrato

Fueron contabilizados desde que se observo cambios de color en el sustrato, es
decir que prontamente en la parte donde ha de salir el brote, el sustrato se hace
torna de un color marrén oscuro, lo que significa que la formacion de primordios
o cuerpos fructiferos ha finalizado, dando inicio al proceso de fructificacion del

hongo.

3.4.6 Costos de Produccion para los Tratamientos

Los costos de produccion (llamados también costos de operacion) se ven
representados por la valoracién monetaria de los gastos incurridos durante el
ciclo de experimentacion, que incluye el costo de materiales y mano de obra. Esta
investigacion analiz6 la importancia de cada uno de los aspectos en el proceso
investigativo, que directa ¢ indirectamente determinaron la estructura de los

costos de produccion.



Después de un afio de experimentacion puedo manifestar, que los gastos
necesarios para hacer funcionar el proyecto se consideraron hace cinco meses
atras, cuando la solucion al inconveniente de adaptacion se corrigio y los costos

innecesarios se eliminaron como consecuencia a un desbalance financiero.

La estimacion de los costos operativos de esta investigacion muestra, en primer
lugar la funcionalidad del proyecto y los costos de mayor influencia sobre la
rentabilidad, y en segundo lugar elige él tratamiento mas ventajoso entre las tres

alternativas como elemento de juicio a eventuales variaciones en los precios.



CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Porcentaje de Eficiencia Biologica

Cuadro 1 Condiciones del Cultivo por Tratamiento

Tratamiento | Simbologia Estadc_) del
Cultivo

1 s1tl 100% contaminado
2 s1t2 30% activo

3 s2 t1 100% contaminado
4 s2 t2 100% contaminado
5 s3tl 100% contaminado
6 s3 12 100% contaminado

Cuadro 2 Eficiencia Biologica por tratamiento

Tratamiento | Simbologia| yx (kg) EB
1 sltl 0 0
2 slt2 0,87 58,00
3 s2tl 0 0
4 s2 t2 0 0
S s3tl 0 0
6 s3 t2 0 0

De los Cuadros 1y 2 podemos concluir, que el Unico tratamiento que ha
respondido positivamente al proceso de desarrollo y fructificacion del hongo
shiitake ha sido el tratamiento s1t2 (78% aserrin de laurel + pasteurizacion con
agua caliente), del cual resulta una eficiencia bioldgica del 58%, lo que quiere
decir que por cada bloque experimental de 1,5kg de peso seco se cosecharon en

promedio 0.87kg de hongos frescos; sin embargo, cabe recalcar que unicamente el



30% del tratamiento s1t2 (tres bloques) fructificd, el otro 70% al igual que el resto
de tratamientos como lo muestra el Cuadro 1, se inactivaron por la presencia de
agentes contaminantes (hongos competidores), los cuales impidieron que el
micelio del hongo shiitake se desarrolle correctamente, reprimiendo de esta

manera la maduracion del micelio para su fructificacion.

Fig. 11 Porcentaje de Eficiencia Biologica por Tratamiento
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4.2 Rendimiento de hongos por kg. de materia seca de sustrato

Cuadro 3 Rendimiento de hongos por Unidad Experimental en cada
Tratamiento

. . Bloque (kg)

Trat.| Simbologia =Ty TV Tvi v (vin[ x| x|
T1 | sttt [0l 0 o0]o]lo]olo o ool o
T2 | stz | o0 lo%| 0| o|o| o oes| oo 07| 260
3| s2t ol o |o]o|o]o]| o |o|olo]| o
4| s20 ol oo |o|lolo|lo|lolo|lo]| o
5| 31 ol oo |o|lolo| o |lolo|o]l| o
6| s3t2 o]l o|o]lo|o]|o]| o|o]lolo]| o




Cuadro 4

Cuadro de Medias

Tratamiento | Simbologia | Y (kg) | x (kg)
1 sltl 0 0
2 s1t2 2,6 0,87
3 s2tl 0 0
4 s2 t2 0 0
5 s31tl 0 0
6 s3t2 0 0
Cuadro5  Arreglo Factorial
Sustratos Tratamientos 5 .
tl t2
sl 0 2,60 2,60 0,13
s2 0 0 0 0
s3 0 0 0 0
> 0 2,60 2,60
Y 0 0,09
Cuadro 6 Analisis de Varianza
Ftab
FV GL SC CM F cal
5% 1%
Total 59 2,162
Tratamientos 5 0,563 0,113 3,80 ** 2,29 3,17
Sustratos (S) 2 0,225 0,113 3,80 * 3,07 4,79
Técnicas (T) 1 0,113 0,113 3,82 ns 3,92 6,85
SxT 2 0,225 0,113 3,80 * 3,07 4,79
Error EXp. 54 1,599 0,030

** = significativo al 1%

* = significativo al 5%

ns = no significativo

Cv =0,173




El anélisis de varianza (Cuadro 6) detecta significancia al 1% entre tratamientos,
ademas existe significancia el 5% para sustratos e interaccion y ninguna
significancia para las técnicas de pasteurizacion.

El coeficiente de variacion fue de 0.173.

Cuadro 7 Prueba de Tukey para Tratamientos

. Media de
Tratamientos Rendimiento Rangos
T2 0,87 A
T1 0 B
T3 B
T4 0 B
T5 0 B
T6 0 B

La prueba de Tukey al 5% (Cuadro 7), muestra la presencia de dos rangos, el
primer lugar le pertenece al tratamiento dos con una media en rendimiento de
0.87kg de hongos frescos por cada bloque de 1,5kg. de mezcla, este resultado
ratifica una vez mas las condiciones del cultivo (Cuadro 1) en ambientes no

controlados.

Cuadro 8 Prueba DMS para Sustratos

Media de
Sustratos Rendimiento Rangos
Aserrin de laurel 0,13 A
Tamo de avena 0 B
Marlo molido de maiz 0 B

La prueba DMS al 5% (Cuadro 8), determina la presencia de dos rangos, siendo el
aserrin de laurel el sustrato que ocupa el primer rango; con este argumento se

corrobora el analisis de la Medicion de pH (Figura 11), lo que significa que las



enzimas degradativas alcanzaron un pH optimo Unicamente con el aserrin de
laurel, que fue el material experimental que prosperd hasta final del proceso

(fructificacion) durante el desarrollo de este proyecto experimental.

Cuadro 9 Prueba de Tukey para Técnicas de Pasteurizacion

Pasteurizacion Media de Rangos
Rendimiento g

Agua Caliente 0,09 A

Vapor 0 B

La prueba de Tukey al 5% (Cuadro 9), define dos rangos que sefialan como mejor

técnica de pasteurizacion al agua caliente.

Cuadro 10  Prueba DMS para Interaccion

Tratamiento Simbologia Rangos
T2 slt2 A
T1 sltl B
T3 s2tl B
T4 s2 t2 B
T5 s3tl B
T6 s312 B

La prueba DMS al 5% (Cuadro 10), indica dos rangos que confirman los analisis
anteriormente realizados en los Cuadros 7, 8 y 9, en los cuales se define como
mejor tratamiento al nimero dos, compuesto por el sustrato a base de aserrin de

laurel y pasteurizado con la técnica de agua caliente.



Fig. 12 Rendimiento de Hongos por kg. de Materia Seca con cada
Tratamiento
RENDIMIENTO DE HONGOS POR KG. DE
MATERIA SECA
3
¥
° 2
S
£
T 1
&
O L L A L __—
T1 T2 T3 T4 T5 T6
4 Tratamientos 0 2,60 0 0 0 0

4.3 Medicion de pH cada 15 dias

Cuadro 11  Fluctuaciones de pH con cada Tratamiento

Lecturas de pH en el tiempo (dias)

Trat. Simbologia

0 15130 | 45|60 | 75 | 90 | 105 | 120 | 135
T1 sltl 64|66 |68|68|69|70(71| 73 | 74 7,5
T2 s1t2 6,2 (63|65|66|68|69|70| 72| 73 7,5
T3 s2tl 56 | 57(59|61|63|64|65| 6,7 | 69 7,1
T4 s2 t2 551|156 |58|60|62|63|64| 65 | 67 6,9
T5 s31tl 656,768 7072|7374 74 | 715 7,5
T6 s3 12 66 | 6869707172 (73| 73 | 74 7,5




Fig. 13 Curva de Comparacion del pH fluctuante en cada uno de los
Tratamientos
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Analizando el Cuadro 11, observamos que el pH va cambiando de acuerdo al
crecimiento de los hongos, que se ve influenciado directamente por la reaccion
entre las enzimas degradativas y la madera (MORAIS et al. 2000); lo que quiere
decir que cada enzima tiene un pH dptimo, que cuando esta sobre o por debajo de
este, la enzima trabaja con mayor lentitud hasta inhibirse por completo
(BUSWELL et al. 1996).

Por tal motivo, la Curva de Comparacion (Figura 12) muestra que el pH asciende
paulatinamente de parcialmente acido a neutro en cada uno de los tratamientos, lo
que significa que el crecimiento del micelio de shiitake en el sustrato artificial fue
el adecuado, ya sea porque las enzimas degradativas trabajaron bajo un pH
optimo, 0 por la solubilidad de los compuestos que determiné su disponibilidad
en el sustrato para el desarrollo del micelio del hongo cultivado durante el proceso
de degradacion (ITO 1978, JABLONSKY 1981).



4.4 Dias de Incubacién en los tres Medios de Cultivo

Cuadro 12 Dias de incubacion para cada uno de los Tratamientos

. . . Tiempo de
Tratamiento | Simbologia incubacion (dias)
1 S1T1 135
2 S1T2 130
3 S2T1 115
4 S2T2 99
5 S3T1 122
6 S3T2 105
Fig. 14 Tiempo de Incubacion del Micelio en cada uno de los Tratamientos
INCUBACION (dias)
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Como podemos observar en la Figura 14, el tiempo de incubacion para cada uno
de los sustratos es diferente, por cuanto hay ciertos factores que determinan cuan
rapido o lento puede ser este proceso, esto significa que la composicidn quimica
de los materiales experimentales como se los puede apreciar claramente en el

analisis quimico de la Tabla 10 influye determinantemente durante la incubacion;



asi como la influencia de ciertos rasgos especificos que poseen las cepas (forma,
color, resistencia a enfermedades, duracién del corrido de micelio, temperatura
Optima a desarrollarse y fructificar), las condiciones del sitio de cultivo y la
formulacién del sustrato (PEGLER 1983).

4.5 Dias de Fructificacidon con cada sustrato

Cuadro 13  Dias de Fructificacion con cada Tratamiento

Tratamiento | Simbologia DI?? de”
Fructificacion
1 sltl 0
2 s1t2 3
3 s2tl 0
4 s2 12 0
5 s3tl 0
6 s3t2 0
Fig. 15 Tiempo de Fructificacion en cada Tratamiento
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En el Cuadro 13, se distingue que el Unico tratamiento en el que los primordios o

cuerpos fructiferos se desarrollaron con éxito, fue el tratamiento dos (78% aserrin



de laurel en la mezcla y pasterizacion con agua caliente), este dato una vez mas
comprueba los resultados obtenidos y analizados en las variables de Eficiencia

Biologica y Rendimiento.

4.6 Costos de Produccion para cada uno de los Tratamientos

Las diferencias que se observaron con cada uno de los tratamientos con respecto a

las Técnicas de Pasteurizacion y los Sustratos fueron:

e El Tratamiento 1 (ANEXO 1V) fue mas costoso que el Tratamiento 2

(ANEXO V), por cuanto el costo de la Pasteurizacion con Vapor resultd ser

mas elevado que el del Agua Caliente.

e La misma circunstancia se observa con el Tratamiento 3 (ANEXO VI) vy el

Tratamiento 4 (ANEXO VII), donde el valor econémico del primero,

respectivamente hablando es més elevado que el del segundo.

e Mientras que en el Tratamiento 5 (ANEXO VIII) y el Tratamiento 6

(ANEXO [IX), no varian las situaciones con respecto al costo del proceso de

pasteurizacion, concluyéndose de esta manera que la técnica mas costosa

resulto ser la pasteurizacion con vapor, en vista de que se utilizaron mayor

cantidad de materiales para su ejecucion.

e En el Tratamiento 1 (ANEXO 1V); Tratamiento 3 (ANEXO VI) y

Tratamiento 5 (ANEXO VIII), no se comprueba diferencia alguna en el costo

de pasteurizacion, ya que en los tres tratamientos se realizo la técnica de

pasteurizacion con vapor; lo mismo sucede con el Tratamiento 2 (ANEXO
V), Tratamiento 4 (ANEXO VII) y Tratamiento 6 (ANEXO 1X), que fueron
tratados con agua caliente; sin embargo, en ambos casos el costo del material

experimental varia considerablemente, resultando ser el mas economico el

sustrato de los Tratamientos 1y 2, seguidos por los Tratamientos 4 y 5; no asi

con los Tratamientos 5 y 6 que fueron los mas onerosos en comparacion al

resto de tratamientos.



Cuadro 14 Resumen de Costos de Produccion por Tratamiento

Tratamiento Simbologia |Costo Unit.

Aserrin de laurel + Vapor S1T1 200,22
Aserrin de laurel + Agua Caliente S1T2 197,36
Marlo de maiz + Vapor S2T1 207,30
Marlo de maiz + Agua Caliente S2T2 204,44
Tamo de Avena + Vapor S3T1 212,96
Tamo de avena + Agua Caliente S3T2 210,11

TOTAL 1232,39

El Cuadro 14, nos muestra que el tratamiento mas econémico es el de aserrin de
laurel + agua caliente (S1 T2); comprobando de esta manera que el sustrato mas
adecuado para el desarrollo del hongo shiitake es el aserrin y la técnica de

pasteurizacion mas conveniente es el agua caliente.



CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados de la presente investigacion se puede concluir que:

Se llego6 a determinar que el tratamiento con mayor eficiencia bioldgica es el
s1t2 (aserrin de laurel y pasteurizacion con agua caliente), con un total de
58%, concluyéndose de esta manera que el sustrato mas adecuado fue el
aserrin por su alto contenido de fibra cruda (ver Tabla 10), mientras que el
tratamiento térmico ideal para eliminar microorganismos patogénicos del
sustrato fue la pasteurizacion con agua caliente que tuvo una duracion de 8

horas.

Segun los rendimientos, igualmente el mejor tratamiento es el s1t2 (aserrin de
laurel y pasteurizacion con agua caliente), los resultados demuestran que
Unicamente el 30% de este tratamiento estuvo activo al momento de la
cosecha, es decir que solo tres bloques experimentales completaron el ciclo
hasta la fructificacion, mientras que los siete restantes (70%) de este, y la
totalidad de los otros cinco tratamientos no completaron el ciclo por la

presencia de agentes contaminantes (hongos competidores) en cada blogue.

Las fluctuaciones de pH en el bloque tienden a tener un crecimiento,
conforme las enzimas degradativas del sustrato van descomponiendo el

material.

El tiempo de incubacion a pesar de ser un proceso muy importante en el
cultivo de este hongo, no es un factor relevante para la fructificacion ya que

esto no garantiza que el bloque experimental culmine el ciclo.

De todos los tratamientos experimentales unicamente el s1t2 (aserrin de

laurel y pasteurizacién con agua caliente) lleg6 a formar primordios o cuerpos



fructiferos que maduraron a los tres dias, teniendo en cuenta que todos los

tratamientos tuvieron las mismas condiciones climaticas.

Después de la medicion econdémica de cada uno de los tratamientos se
determind que el s1t2 (aserrin de laurel y pasteurizacién con agua caliente)
fue el mas econdmico y de facil adquisicion, con un costo de produccién de
194, 67 ddlares.



RECOMENDACIONES

Debido a que en el pais no existen empresas especializadas que elaboren
micelios reproductivos, no sélo en el caso de Shiitake, sino de las diferentes
setas comestibles, es fundamental que se apliquen técnicas que permitan
producir uno mismo los diferentes micelios reproductivos, recomendando de
esta manera la produccién de semillas, las mismas que tendran un costo
marginal en funcion de la inversion tomando en cuenta que la inversion de la

semilla importada es muy elevada.

Pese a las altas tasas de seguridad en el aseo se observo la presencia de
contaminantes en los contenedores, razon por la cual se recomienda mantener

total asepsia desde el principio hasta el final del cultivo.

Es sumamente importante evitar abrir las fundas durante la fase de

incubacidn, en vista de que este hongo es muy susceptible a la contaminacion.

Se puede aliviar la contaminacién ambiental urbana, utilizando los desechos
agricolas y madereros de la zona para la produccion de esta seta exotica

comestible y medicinal.

El porcentaje de suplemento nutritivo que se aplica en la mezcla del sustrato,
influye directamente en el tiempo de incubacién del sustrato y duracion de la

fructificacion en el proceso de cultivo del Shiitake.



RESUMEN

Lentinus edodes, comunmente conocido como shiitake 6 elixir de la vida, es un
hongo comestible originario de Asia; se produce principalmente en China, Japon,
Corea y Taiwan. Son apreciados por su exquisito sabor, valor nutricional y por sus
beneficios sobre la salud, especialmente en el Centro de Investigaciones contra el
Cancer, en Tokio, donde se ha probado que tiene efectos antivirales, antitumorales
y baja el nivel de colesterol en la sangre.

Al igual que otros hongos de pudricién blanca, Shiitake se puede cultivar sobre
residuos agricolas, forestales y agroindustriales; aunque durante el desarrollo de
este proyecto se presentaron problemas de disponibilidad de semilla (micelio
activado) y la adaptacién de tecnologia de produccion.

El presente trabajo se evalud en bloques sintéticos, con el fin de aprovechar y
hacer buen uso de los diferentes residuos agricolas y madereros de la zona, que
hasta el momento no se habian experimentado para este tipo de cultivo, y que
representan un problema ambiental en ciertos sectores de la provincia.

Se realizaron seis tratamientos de diez repeticiones cada uno; con tres diferentes
sustratos (marlo molido de maiz, tamo de avena y aserrin de laurel), una fuente de
nitrégeno (salvado de trigo), un controlador de pH o buffer (CaCOs3) y tratadas
con dos técnicas de pasteurizacion (vapor y agua caliente).

Resumen de la Produccién de Lentinus edodes en cada uno de los
Tratamientos

Tabla 13

Variables evaluadas Trat. Trat. Trat. Trat. Trat. Trat.
1 2 3 4 5 6

Eficiencia Biologica (%) 0 58 0 0 0 0
Rendimiento de hongos
por kg. de Materia Seca 0 0.87 0 0 0 0
de sustrato
Tiempo de Incubacion 135 130 115 99 122 105
Dias de Fructificacion 0 3 0 0 0 0
Costos de Produccion 199.29 | 194.67 | 197.48 | 204.09 | 210.92 | 218.23

De acuerdo al resumen de produccién con cada uno de los tratamientos, se

determind, como sustrato de mejor calidad al aserrin de laurel, mientras que el

tratamiento térmico méas adecuado para eliminar o reducir poblaciones de

microorganismos patogénicos competidores de la mezcla, fue la pasteurizacion




con agua caliente; estos dos factores, pertenecientes al tratamiento dos (s1t2),
proporcionaron al hongo las mejores condiciones para la formacion de cuerpos
fructiferos y posterior desarrollo y crecimiento en la etapa de fructificacion. Asi
mismo, el tratamiento mas econémico ha sido el nimero dos (s1t2), en vista de
que el sustrato es de facil adquisicion y la pasteurizacion de facil manejo.

Sin duda alguna, como lo muestra la Tabla 13, dependiendo del tratamiento
evaluado, se han obtenido eficiencias bioldgicas de 0% y 58%, rendimiento de
hongos frescos de 0 y 0.87 kg. para la primera cosecha, dias de fructificacion de 0
y 3 dias, colonizacion de sustratos entre 99 y 135 dias y un costo de produccion
por tratamiento entre $ 194.67 y $ 218.23 ddlares.



SUMMARY

Lentinus edodes is known commonly as shiitake or “elixir of life”, it is an eatable
mushroom, it is from Asiatic country, it is produced in China, Japan, Korea and
Taiwan mainly. This product is very appreciate by its nutritional and healing
properties, besides its flavor is excellent, so, in Tokyo, in the Investigation
Centre against cancer has demonstrated that it has antiviral and antitumor effects
and it lows cholesterol levels in the blood.

In the same way, other mushrooms of white rottenness, shiitake can be
improved over farm , forestall and agro industrial scraps although during the
development of this project there were some disposability problems of the
spawn (active mycelium) and the adaptation of the production technology.

This job was evaluated in synthetic blocks in order to make good use of the
different agricultural and timber scraps from the zone, which until this moment
had not tried this type of cultivation so, it represents an environmental problem in
some sectors in the province.

It was done six treatments, each one was made ten times with three different
kinds of raw materials to know: the marl ground of corn, the oat fluff and the
sawdust from the laurel it must add a source of nitrogen(Wheat bran), a counter
of pH or buffer (CaCO3 ) all them were treated with two techniques of
pasteurization ( steam and hot water).

Table 13 Summary of the production of Lentinus edodes in each one of
the treatments.

. Trat. Trat. Trat. Trat. Trat. Trat.

Variables evaluated 1 5 3 4 5 5
Biological efficiency (%) 0 58 0 0 0 0
Produce rent of
mushrooms per
Kg. of dry matter of 0 0.87 0 0 0 0
substrate.
Incubation Time. 135 130 115 99 122 105
Days of Fructification 0 3 0 0 0 0
Prices of Production. 199.29 | 194.67 | 197.48 | 204.09 | 210.92 | 218.23




According with the summary of production with each one of the treatments, it was
determinate to the sawdust from the laurel as the better quality substrate, while the
most adequate thermal treatment to kill or reduce populations of pathogenic
microorganism opponent of the mixture was the pasteurization with hot water,
both factors are included in the treatment two(slt2),which proportionate to the
mushroom the better conditions for the formation of fructiferous substances and
later evolution and growing in the fructification period. In the same way, the
cheapest treatment had been number two (slt2), considering that the substrate is
easy to obtain and the pasteurization is easy to handling.

Without a doubt, as the Table 13 shows, depending of the treatment evaluated, it
has obtained biological efficiencies of 0% and 58%, produce rent of fresh
mushrooms of 0 and 0.87kg. for the first crop, the days of fructification go from 0
and 3 days, the colonization of substrates among 99 and 135 days and the price of
production by treatment among $194.67 and $218.23 dollars.
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ANEXO II Informe de Diagndstico Ambiental (IDA), y
Evaluacién de Impactos Ambientales (EIA)

Introduccion

A través del tiempo, el ambiente ofrecio lo que necesitaba el ser humano para
satisfacer sus necesidades de alimento, por tal motivo existia un equilibrio
bioldgico entre el ser humano y el Medio Ambiente; sin embargo las necesidades
sociales tornan fragil este equilibrio, lo que convierte al ser humano, en el
principal responsable del deterioro ambiental por su desmedido afan de uso y
abuso de los recursos naturales que degradan el ambiente.

Los aspectos mas criticos del problema ambiental en el Ecuador se ven
relacionados con el deterioro del suelo, el agua, la cubierta vegetal y el clima. Por
consiguiente, es una medida indispensable identificar, describir y evaluar los
impactos ambientales que puede ocasionar un proyecto de desarrollo agropecuario
a fin de determinar los efectos que causaran las posibles acciones sobre los
parametros ambientales, y de esta manera poder sugerir las medidas de
mitigacion o correctivas convenientes para el proyecto y el medio ambiente.

Caracterizacion del Proyecto

De acuerdo a la Quinta Disposicion Final del Art. 29, Capitulo V del Libro VI del
TULAS, se debe contar con el méximo de informacion para eliminar
incertidumbres, por tal motivo el modelo de ficha ambiental para identificar la
ocurrencia de probabilidades es el siguiente:

Identificacion del Proyecto

Nombre del Proyecto:

Estudio Comparativo de Tres Sustratos para la Produccion de Shiitake
Lentinus edodes Sing. (Berg) en Yahuarcocha, Imbabura.



Localizacidn del Proyecto: Provincia: Imbabura
Canton:  Ibarra
Parroquia: El Sagrario
Barrio: San Miguel de
Yahuarcocha
Auspiciado por: [0 Ministerio de Agricultura

[0 Gobierno Provincial de
Imbabura

1 lustre Municipio de Ibarra

<

Otros: Inversion personal

Tipo del Proyecto: Abastecimiento de agua
Agricultura y ganaderia
Amparo y bienestar social
Proteccion &reas naturales
Educacion

Electrificacion
Hidrocarburos

Industria y comercio
Mineria

Pesca

Saneamiento Ambiental

Vialidad y trasporte

OO0O0O00O0O0o0o0ooOoaoQgosd

Turismo

Descripcion resumida del proyecto: Utilizacion de residuos agricolas y residuos
de madera para aliviar los problemas por depdsito o quema de los mismos.

Nivel de los estudios Técnicos del ] ldea o prefactibilidad
proyecto: v Factibilidad

O Definitivo



Categoria del proyecto: Constructivo

Rehabilitacion

Amplificacion o mejoramiento
Mantenimiento

Equipamiento

Capacitacion

Apoyo

s Oooo0OoooOoo0oa0o

Otro: Reutilizacion de desechos
agricolas y madereros

Caracterizacion del Area de Influencia

Caracterizacion del Medio Fisico

a) Localizacion

Region geografica: Costa
Sierra

Oriente

(I I I N

Insular

<

Coordenadas: Geogréficas

UTM

O

Altitud: A nivel de mar

Entre 0 y 500 msnm
Entre 501 y 2300 msnm
Entre 2301 y 3000 msnm
Entre 3001 y 4000 msnm

Maés de 4000 msnm

OO0 < 0Od



b) Clima

Temperatura:

¢) Geologia

Ocupacion actual del Area de
influencia:

Caracterizacion del Medio Cultural

OO 0O 00

OO0 00a0

Calido-seco
Calido-humedo
Subtropical
Templado

Frio

Glacial

Asentamientos humanos

Areas agricolas o ganaderas
Areas ecoldgicas protegidas
Bosques naturales o artificiales

Fuentes hidrologicas o cauces
naturales

[0 Manglares

[0 Zonas arqueoldgicas

[ Zonas con riqueza

O O

O

hidrocarburifera
Zonas con riquezas minerales
Zonas de potencial turistico

Zonas de valor historico, cultural
o religioso

Zonas escénicas unicas

Zonas inestables con riesgo
sismico

Zonas reservadas por seguridad
nacional

Otra: Caballerizas



d) Demografia

Nivel de consolidacion del area de
influencia:

Tamafio de la poblacion:

Caracteristicas étnicas de la Poblacion:

e) Infraestructura Social

Abastecimiento de agua:

Evacuacién de aguas servidas

O O

O

O 0O < S

Oo0Ooo0oo0oooao s

Urbana
Periférica

Rural

Entre 0 y 1.000 habitantes
Entre 1.001 y 10.000 habitantes

Entre 10.001 y 100.000
habitantes

Maés de 100.000 habitantes

Mestizos
Indigena
Negros
Otros

Agua potable
Conexién domiciliaria
Agua de lluvia

Grifo publico
Servicio permanente
Racionado

Tanquero

Acarreo manual

Ninguno

Alcantarillado sanitario



Evacuacion de aguas lluvias

Desechos solidos

Electrificacion

Transporte publico

Vialidad y accesos

O <O O0O0 0

O O

O O

O 000 S

I N I B NI

Alcantarillado pluvial
Fosas sépticas
Letrinas

Ninguno

Alcantarillado Pluvial
Drenaje superficial

Ninguno

Barrido y recoleccion de
desechos inorganicos

Botadero a cielo abierto
Relleno sanitario

Otro: Incorporacion de material
vegetal al suelo

Red energia eléctrica
Plantas eléctricas

Ninguno

Servicio urbano
Servicio intercantonal
Rancheras

Canoa

Otro:

Vias principales
Vias secundarias
Caminos vecinales
Vias urbanas
Otros:



Telefonia

f)  Actividades socio-economicas

Aprovechamiento y uso de la tierra

Tenencia de la tierra:

g) Organizacién Social

h) Aspectos Culturales

Lengua

Religion

s OO0 OO <000

<\

O O

O

Red domiciliaria
Cabina publica

Ninguno

Residencial
Comercial
Recreacional
Productivo
Baldio

Otro:

Terrenos privados
Terrenos comunales
Terrenos municipales

Terrenos estatales

Primer grado
Segundo grado
Tercer grado

Castellano
Nativa
Otro: Quechua

Catodlicos



[0 Evangélicos
Otros:

a

Tradiciones Ancestrales
Religiosas
Populares

Otros:

O 0O < S

i) Medio Perceptual
Paisaje y Turismo Zonas con Valor Paisajistico
Atractivo Turistico
Recreacional

Otro:

o oo s

j) Riesgos Naturales e Inducidos

Peligro de Deslizamientos Inminente
Latente

Nulo

Peligro de Inundaciones Inminente
Latente

Nulo

N I T R N I

O

Peligro de Terremotos Inminente

O

Latente
v Nulo

Evaluacion de los Impactos Ambientales



Objetivos de la E. I. A.

Los objetivos de esta Evaluacion de Impacto Ambiental (EIA), se los resume de la
siguiente manera:

a. Establecer e identificar los impactos positivos y negativos del Proyecto,
que repercuten en el ambiente fisico y social.

b. Emplear correctamente los pardmetros de seguridad y bioseguridad para
que en caso de existir impactos negativos, se los pueda mitigar sugiriendo
clases de manejo de los desechos ambientales.

Para este propdsito se utilizé la Matriz de Leopold (Ver TABLA 4-1) con 12
Acciones del Proyecto de Micologiay 12 Elementos Ambientales agrupados en 6
componentes. Esta matriz arroja resultados cuali-cuantitavos, ya que es un método
de identificacion y valoracion que se basa en la relacion causa — efecto.

Las interacciones entre las acciones del Proyecto y el Medio Ambiente donde se
implanta, constan en la cuadricula con la diagonal , el nimero ubicado en la parte
superior constituye la Magnitud del cambio que tiene asignado su signo, positivo
si se van a verificar beneficios al ambiente, y negativo si se registran detrimentos.
Estos valores son fijados considerando la incidencia de la accion propuesta al
componente analizado, independientemente de su relacién con el proyecto. En la
parte inferior se ubica la Importancia de la accion propuesta frente al proyecto.

De acuerdo a la Agregacion de Impactos se puede observar que este Proyecto es
Ambientalmente Beneficioso puesto que, al no generar impactos negativos los
componentes ambientales de la Matriz de Leopold (Tabla 14) determinan que es
ambiental y econdmicamente positivo.
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CONCLUSION



Una vez identificado el proyecto y realizada la matriz de Leopold se concluye
que el proyecto de tesis: ESTUDIO COMPARATIVO DE TRES SUSTRATOS
PARA LA PRODUCCION DE SHIITAKE Lentinus edodes Sing. (Berg) EN
YAHUARCOCHA, IMBABURA, no requiere de un Estudio de Impacto
Ambiental puesto que segun el Art. 23 de la Ley de Gestién Ambiental no se
estiman los probables efectos sobre la poblacion y el medio ambiente y no se
identifican de las posibles alteraciones en las condiciones de tranquilidad publica,
asi como no se detectan las incidencias que la actividad o proyecto pueden
acarrear sobre los elementos del patrimonio cultural, histérico o escénico de

Yahuarcocha.



-

ELABORACION DEL MICELIO REPRODUCTOR

ANEXO IlI

MANO DE OBRA INSTUMOS Y MATERIALES EQUIPOS Y MAQUINARIA
CONCEFTO Q Q TOTAL
# Jornal | C. Unit. | Subtotal Producto Cant. | Unid. | C. Unit. | Subtotal Nombre Cant. | C. Unit. | Subtotal
A COSTOS VARIABLES 140.61
1. Seleccion de la Cepa Ce4dl 0.3 ml 253 1.28 1,28
1 7.00 7,00 |Cartulina negra 2 | Unid. | 030 00 |Cakina aséptica
Frasco 1 |Unid. | 033 0,37 |Perforadora L
— — - - — Depreciacion
- ) Tubo de ensavo 1 |Umd | 125 1,25 |Olla de presion ~
2. Elaboracion de la Semila - — ~ - . —— 10,70
Cerveza 1 |Und. | 0.30 0,30 |Aianta (1,50%1,000m
Alcohaol 10 ml 0035 0.50
Alzodon 1 | Unid. | 0,10 0,10
1 7,00 700 JAgar 12 z 2,02 2434 |Tangue de zas 4| 225 1.50
Polvo de malta 12 z 0,03 0,38 |Caja de Peti 30 025 12.50
Levadura 1 z 0,03 0,03 |Erascos de vidio 1 0,30 0,30
Hatina de trigo 0.3 g 0,02 0,01 |Balanza grameta
3. Obtencion del Medio MYA Pellets de conejo 0.5 g 0,04 0,02 |Mesa Depreciacion 3417
Pellets de aserin 43 = 0.0 0,05 |Olla de presion
H,O, 0 ml 0.0 0,10
Agua 1.5 It 0,23 0,38
Hipoclorito de Na 19 z 0.01 0,19
1 T.00 7,00 |Cartulina negra 1 |Und. | 0.30 0,30 |Cabina Aséptica
HyO, 10 ml 0,01 0,10 |MJianta (1.30%1.00im
o - Apgua 0.3 It 023 0,13 |Alechero/aleohol L.
4. Fructificacion de Esporas en Hinoclorito de N 10 — 115 |zaer Depreciacion 700
1 0 L u IoE AL
Discos de c i Hipoclorito de Na g g . g ozforera .
Plastico termoencogible 1 | Urmd. | 10,00 10,00 | Asa de siembra
Fociador




3. Preparacion del Sustrato
para multiplicacion de Micelio

1N Hl_ =0

(=]

Depreciacion

§. Multiplicacion del Micelio
patta Siembra

Depreciacion

7. Incubacion del Micelio en el
Sustrato

(=]

-

Papel aluminio

]
taa
=1
[

1 |Asermn 0 270 |Frascos de vidno
Mlatlo de maiz 0, 2,36 |Tangue de gas
Afrecho cebada 0, 290  |Olla de presion
CaCO; 0,51 |Rejilla de madera
Alzodon 2, 6,0 Ealanza gramera
Fundas polipropilena 0, Mesa

00 |Hipoclorito de Na 0, 0, Cabina Aséptica
Formaol 0, 0 Mechero alcohol
Cartulina negra 0, 0, Fosforera
Agua 0.3 0, Escalpelo
Alzadon 2 0 1, Ac=ade Siembra
Alcohol 1 0. 0,30 |Rociador
Cinta adhesiva 1 .30

. -

Incubadora Cacera

Depreciacion

=)
[
=
=)

Azua

=
Lh
[
=
s

Hipoclorito de Na

[S e e

=
=)

=)




B. COSTOS FIJOS

Renta de Instalaciones

Admimistracion 5%

Asist. Técmnica (510.0 por visita total 3)
Depreciasion

Interés del Capital 6%

Reserva 10%

74,54

10,00
7.03
4,30

31,02
344

14 046

TOTAL 215.45
COSTO POR FEASCO 172
SEMILLA T
DEPRECIACION
Egquipe Cantidad | C. Unit. C. Total |Cicle equipo | Depre. Mensual
Cabina aséptica 1 150,00 150,00 43 3,13
Perforadora 1 3.00 3.00 12 023
Olla de presién con medidor 2 55.00 110,00 24 458
Balanza gramera 1 10,50 10,50 12 0,88
Mesa 2 30,00 60,00 5 12,00
Manta (1,50%1,00m 1 3.00 3,00 G 0,50
Mechero de aleohol 1 5,00 5,00 24 0,21
Fosforera 1 0,33 0,33 2 0,18
Asa de siembra 1 3.00 3.00 5 0,60
Rociador 1 1.20 1.20 2 0,60
Rejilla de madera 1 2.00 2.00 2 1.00
Escalpelo 3 3,50 10,50 5 2.10
Incubabora cacera 5 5,00 25.00 3 5.00
TOTAL 3l.02




TRATAMIENTO 1 (Aserrin de laurel + Vapor)

ANEXO IV

MANO DE OBEA

INSUMOS Y MATERIALES

EQUIPOS Y MAQUINARLA

CONCEFTO — — — - — TOTAL
# Jornal | C. Unit, | Subtotal Producto Cant. | Unid. | C, Unit. | Subtotal Nombre Cant. | C, Unit. | Sub
A COSTOS VARIABLES 135,96
1. Evaluacion del Material 1 7.00 7.00 7.00
2. Formulacion de la Mezcla 1 7.00 7.00 7.00
1 7.00 700 |A=semin 234 | ks 005 1.17  |Eomana
3. Pesgje de Materiales Salvado trizo 6 kz. 0,50 3,00 |Guantes de goma Depreciacion 1157
CaCOy L b 0.15 0,20 |Balanza gramera
1 7.00 7,00 |Malla plastica 3 m 0.50 2,30 JCanasto metdlico
4. Tratamiento térmico Citita de amatre 1 m 0,03 0,03 |Tanque metalico Depreciacion Q.55
Guantes de zoma
1 7,00 7.00 Caldero + tapa
Se colocd en los contenedores (malla plastica) 1,5kg Quemador indust.
L . de lamezcla con 78% de asetrin, en total se Fegilla de madeta Depreciacion s
A Pasteutizacion con Vapor . am . = 923
pasteurizaron 20 unidades experimentales por Termometro
! - .
ul tiempo de 5 horas Regadera
Tanque de zas 1 | 225 | 225
1 7,00 7,00 |Hipoclorotito de Na | 28 g 0.0 0,28 |hleza L
- o . — - = - Depreciacion e
3. Enfriamiento dela Mlezcla Formol 0 1l 0.0 0,1 |Rociader A
Agua it | & | oo 0,08 _ _
1 7.00 700 JAros tubo PVC 20 | aros 0,02 0,40 JAszade Siembra
Citita de amatre 1 m 0,03 0,05 |Adechero de alcohol o
- - Depreciacion
4. Inoculacion del Micelio en Alzodon 2 |funda| 1,00 200 |Olla ik <o
46,30
el Bustrato H-04 2 ml | 001 0,02 |Termometro .
Agua 0.3 It 0.08 0,04 |Tangue de gas 18| 223 028
Micelio reproductor | 20 bot 1.84 346,80




1 T.00 700 |Papel aluminio 2 tollo 3.30 700 |Mle=a Depreciacion

7. Incubacion Hipoclorotito de Na | 29 ml 0.01 0,20 14,33
Asgua 0.3 It 0,08 0,04

8. Induccion o Choque Térmico 1 700 700 Tanque metalico Depreciacion 1100
& Fructificacion 1 T.00 7.00 T.00
10. Cosecha 1 7,00 7,00 |Bandeja I |Unid. | 1.3 13 |Cuchila 00 00 .50

B. COSTOS FIJOS 64.26

Fenta de Instalaciones 10,00

Admirdstracion 3% .80

Asist. Técnica (510.0 por visita total 3) 429

Depreciasion 2142

Interés del Capital 6% 8.14

Eeserva 10%; 13.60

TOTAL 200,22




DEPRECIACION

Equipo Cantidad | C. Unir. C. Total | Cicle equipe | Depre. Mensual
Fomana 1 2,50 2,50 3 0,83
Guantes de zoma 1 0,50 0,50 2 045
Balanza gramera 1 10,50 10,50 12 0.88
Canasto metdlico 1 25,00 2500 24 1.04
Tanque metalico 1 10,00 10,00 24 042
Caldero — tapa 1 50,00 50,00 48 1,04
Quemador industrial 1 25.00 25,00 48 0,52
Regilla de madera 1 2.50 2.50 2 125
Termometro 1 12,00 12,00 2 6,00
Regadera 1 2.00 2.00 ? 1,00
Mesa 1 30,00 30,00 5 6.00
Rociador 1 1.20 1.20 2 0.60
Aza de Siembra 1 3.00 3.00 5 0.60
Mechero de alcchel 1 5,00 5.00 24 021
Olla 1 2.00 2.00 24 0,08
Cuchilla 1 1,00 1.00 ? 0,50
TOTAL 21.42




TRATAMIENTO 2 (Aserrin de laurel +Agua Caliente)

ANEXO V

AMANO DE OBREA

INSUMOS Y MATERIALES

EQUIPOS Y MAQUINARTA

CONCEPTO — — — - — TOTAL
# Jornal | C. Unit. | Subtotal Producto Cant. | Unid. | C. Unit. | Subtotal Nomhbre Cant. | C. Unit.| Subtotal
A COSTORVARIABLES 136.01
1. Evaluacion del Material 1 7,00 700 7,00
2. Formulacion de la Mezcla 1 7,00 .00 7,00
1 7,00 700 |A=erin 234 k= 0,03 1,17 |Romana
3. Pesaje de Mateniales Salvado trizo 6 ks 0,50 300 |Guantes de goma Depreciacion 11,37
CaCOs 134 | b 0.13 0.20 |Balanza gramera
1 7,00 700 |Fundas 25%30)cm 20 | Umd. | 0,01 0.21  |Guantes de soma Depreciacion
4. Tratamiento térmico Aros tubo PVC 20 | aros 0,02 0,40 .60
Alzodon 2 | Unid. | 1,00 2,00
TN T NN 1
1 chadd Chulad FEemojado el matlo de maiz por 2 dias se lo mezcld Quemador indust.
. conlos suplementos, se enfundo en contenedores | - 8014que metalico o
E. Pasteunzacion con Agua - .. N . Depreciacion s
Calient = plasticos v se metid en base de lafundaun aro de | Termometro 923
enite _ . ]
tubo PVC tapandolo con alzodon. En total Regadera
=@ pasteurizaron 20 bloques por 8§ horas - - -
P quesp Tanque de zas 1 223 _ 225
1 .00 7,00 |Hipoclororito de Na | 29 = 0,01 0.2 |Mieza .
. ; —— = - Depreciacion o
3. Enfriamiento de la Mezcla Formal 10 ml 0.0 0,1 |Rociador ]
Asua 1 t | 00 0,08 _
1 7,00 700 |Aros tubo PVC 20 | aros 0,02 040 JAsade Siembra
Cinta de amarre 1 m 0.03 0,05 |MIechero de alcohol L
- - Depreciacion
4. Inoculacion del Micelio en Alzodon 2 |funda| 1,00 200 JOla P
46,39
el Sustrato Hy04 2 ml 0.01 0,02 |Termometro
Agua 0.3 It 0,08 1,04 |Tanque de zas '8 | 223 0.28
MMicelio reproductor | 20 bot 1,84 36,80




1 7.00 700 |Papel aluminio 2 rollo 3,30 700 |hiesa Depreciacion
7. Incubacion Hipoclototito de Na 29 ml 0.01 029 L33
Agua 0.3 It 0,08 004
8. Induccién o Chogue Térmico 1 7,00 7.00 Tangue metdlico Depreciacion
2. Fructificacion 1 7,00 700
10. Cozecha 1 7.00 700 |Bandeja 1 | Unid. | 1.3 1.3 |Cuchilla 1 00 00 a,
B. COSTOS FIJOS 61,35
Fenta de Instalaciones 10,00
Admimistracion 5% 6,80
Asist. Técmica (510.0 por visita total 3) 420
Depreciasion 18.50
Interés del Capital 6% 8.16
Beserva 10%; 13.60
TOTAL 197,36




DEPRECIACION

Eguipo Cantidad | C. Unir. C. Taral |Cicle equipo | Depre. Mensual
Fomana 1 2,50 2,50 3 0,83
Guantes de goma 1 0,50 0,90 2 045
Balanza gramera 1 10,50 10,50 12 .88
Quemador industrial 1 25,00 25,00 48 0,52
Tanque metalico 2 10,00 20,00 24 0,53
Terméametto 1 12.00 12.00 2 6.00
Regadera 1 2.00 2.00 2 1.00
Mesa 1 30,00 30,00 5 6.00
Fociader 1 1.20 1.20 2 0,60
Asa de siembra 1 3.00 3,00 5 0,60
Mechere de alcohol 1 500 500 24 0,21
Olla 1 2.00 2.00 24 0.08
Cuchilla 1 1,00 1,00 2 0,50
TOTAL 18,50




TRATAMIENTO 3 (Marlo molido de maiz + Vapor)

ANEXO VI

AANO DE OBRA INSUMOS Y MATERTIALES EQUIFOS Y MAQUINARIA

CONCEPTO — — — - —
# Jornal | C. Unit. | Subtotal Producto Cant. | Unid. | C, Unit. | Subtotal Nombre Cant. | C. Unit. | Subtotal
A COSTOS VARIABIES
1. Evaluacion del Material 1 7.00 7.00
2. Formulacion de 1a Mezcla 1 7,00 7,00
1 7.00 7.00  |Miarlo de maiz 234 | ks 0.30 7.02  |Fomana
3. Pesaje de Materiales Salvado trigo i kg 0,30 3,00 |Guantes de goma Depreciacion
CaCOs Lit | 1b 0.13 0,20 |Balanza grameta
1 7.00 7,00 |Mialla plastica 3 m 0.30 2,30 |Canasto metalico
i Tratamiento térmico Cinta de amarre 1 m 0.05 0,03 |Tangue metalico Depreciacion 55
Guantes de zoma
1 7.00 7.00 Caldero + tapa
Se colocd enlos contenedores (malla plastica) 1,3kz Quemador indust.
. . de la mezcla con 78% de aserin, en total se Begilla de madera Depreciacion
A Pasteurizacion con Vapor . i . =
pasteurizaron 20 unidades experimentales por Termémetro
. - .
url tiempo de 3 horas Regadera
Tanque de zas 1| 225 | 225
1 7.00 7,00 |Hipoclororito de Na | 2% z 0.0 029 |Mleza L.
. ) —— = - Depreciacion
3. Enfriamiento de la Mezcla Formaol 0 ml 0,0 0,1 |Eociador
Azua 1 | 0.0 0,08 _ _
1 7.00 7.0 |Aros tubo PVC 20 | aros 0,02 040 |A=ade Siembra
Cinta de amarre 1 m 0,05 005 |Mlechero de alcohol L.
- - Depreciacion
8. Inoculacion del Micelio en Alzodon 2 |funda| 1,00 200 |Ola e sa
6,30
el Sustrato Hq0 2 ml 0.01 0,02  |Termomerro
Agua 0.3 It 0,08 0,04 |Tanque de zas '8 | 223 02
Micelio reproductor | 20 bot 1.84 36,80




1 7.00 7.00 Papel aluminio 2 rollo 3,30 700 |Mhiesa Depreciacion
7. Incubacion Hipoclororito de Na 24 ml 0.01 0,29 14,33
Agua 0.3 It 0,08 0,04

8. Induccion o Chogque Térmico 1 700 700 Tangue metalico Depreciacion 700
8 Fructificacion 1 7.00 7.00 7.00
10. Cosecha 1 7.00 700 |Bandeja 1 Unid. 13 L3 |Cuchilla 00 00 230

B. COSTOS FLTOS 65,49

Renta de Instalaciones 10,00

Admirdstracien 5% 7.09

Asist. Técmica ($10.0 por visita total 3) 429

Depreciasion 2142

Interés del Capital 6% 3.51

Feserva 10% 14,18

TOTAL 207,30




DEPRECIACION

Equipo Cantidad | C. Unit. C. Total | Cicle equipo | Depre. Mensual
Fomana 1 230 2,30 3 0583
Guantes de goma 1 0,50 0,50 2 0,45
Balanza gramera 1 10,50 10,50 12 0,88
Canasto metalico 1 25.00 25.00 24 1.04
Tanque metdlico 1 10,00 10,00 24 042
Caldero - tapa 1 50,00 50,00 48 1.04
Quemador ndustrial 1 25.00 25.00 48 0,52
Regilla de madera 1 250 2.50 2 1.25
Termometro 1 12,00 12,00 2 6,00
Regadera 1 2.00 2.00 2 1.00
Mesa 1 30,00 30,00 3 6,00
Rociader 1 1.20 1.20 2 0,60
Asa de Siembra 1 3.00 3.00 5 0,560
Mechero de alcohol 1 5,00 5,00 24 0,21
Olla 1 2.00 2.00 24 0,08
Cuchilla 1 1.00 1.00 2 0,50
TOTAL 21.42




TRATAMIENTO 4 (Marlo molido de maiz + Agua Caliente)

ANEXO VII

AMANODE OBRA

INSUMOS Y MATERIALES

EQUIPOS Y MAQUINARIA

CONCEPTO — — — - — TOTAL
# Jornal | C. Unit. | Subtotal Producto Cant. | Unid. | C. Unit. | Subtotal Nombre Cant. | C. Unit. | Subtotal
A COSTOS VARIABLIES 141.56
1. Evaluacion del Material 1 7,00 7,00 7,00
2. Formulacion de la Mezcla 1 7.00 7.00 7,00
1 7.00 7.00  |AIatlo de maiz 234 ks 0.30 7.02  |FEomana
3. Pesaje de Materiales Salvado trizo 6 k= 0,30 300 |Guantes de zoma Depreciacion 17,22
CaCO: 1,534 b 0.13 0,20 |Balanza grameta
1 .00 7,00 |Fundas {25*30cm 20 (Umd. | 0.0 0,20 |Guantes de zoma Depreciacion
4. Tratamiento térmico Aros tubo PVC 20 | aros 0,02 0.40 060
Alzodon 2 | Unid. | 1,00 2,00
=T NN T N N B . . .
! chul e Femojado el marlo de maiz por 2 dias se lo mezcld Quemador indust.
o con los suplementos, se enfundé en contenedores | Tanque metalico o
E. Pasteurizacion con Agua . .. . Depreciacion s
Calient = plasticos v se metio en base de la fundaun aro de | Termametto 223
efite . . .
S
tubo PVC tapandolo con alzodon. En total Rezadera
ze pasteurizaron 20 blogques por § horas — - -
P quesp Tanque de zas 1 _ 223 _ 233
1 .00 7,00 |Hipoclororito de Na | 29 = 0,01 0,28 |hiesa L.
o ) — - = - Depreciacion L
3. Enfriamiento de la Mezcla Formal 10 ml 0.01 0,1 |Fociador =]
Asua 1 it | 008 | o008 _ _
1 7.00 .00 |Aros tubo PYVC 20 | aros 0,02 0,40 |Asade Sembra
Cinita de amatre 1 m 0,035 0,05  |MIechero de alcohol L
- - Depreciacion
¢. Inoculacion del Micelio en Alzodon 2 |funda| 1,00 2,00 |olla e so
46,39
el Sustrato Hi04 2 ml 0,01 0,02 |Termometro
Agua 0.5 It 0,08 0,04 |Tangue de zas 1/8 223 02
Micelio reproductor | 20 bot 1,84 35,80




7,00 700 |Papel aluminio 2 rollo | 3,30 700 |hleza Depreciacion
7. Incubacion Hipoclororito de Na 24 ml 0.0 0,24 14,33
Agua 0.3 It 0.08 0,04

8. Induccion o Chogque Térmico 7,00 700 Tangue metalico Depreciacion 7,00
& Fructificacion 7.00 7.00 7.00
10. Cosecha 7.00 7,00 |Bandsja 1 [ Unid L3 L3  |Cuchilla 00 00 250

B. COSTOS F1JOS 62,58

Renta de Instalaciones 10,00

Admmistracion 5% 7.08

Asist. Técmca (510.0 por visita total 3) 429

Depreciasion 18,50

Interés del Capital 6% 8,51

Eeserva 10%; 14.19

TOTAL 204,44




DEPRECIACION

Eguipo Cantidad | C. Unit. C. Total |Cicle equipo | Depre. Mensual
Eomana 1 2.50 2.50 3 083
Guantes de goma 1 0.20 0.20 2 045
Balanza gramera 1 10,50 10,50 12 (.38
Quemador mdustrial 1 25.00 25.00 45 0,52
Tanque metalico 2 10,00 20,00 24 .83
Termotmetro 1 12.00 12.00 2 6.00
Regadera 1 2.00 2.00 2 1.00
Mlesa 1 30,00 30,00 3 6,00
Rociador 1 1.20 1.20 2 0,50
Asa de siembra 1 3,00 3,00 5 0,60
Mechero de alcohol 1 5.00 5.00 24 021
Olla 1 2.00 2.00 24 0,08
Cuchilla 1 1,00 1,00 2 0,50
TOTAL 18.50




TRATAMIENTO 5 (Tamo de avena + Vapor)

ANEXO VI

- MANO DE OBRA INSUMOS Y MATERIALES EQUIPOS Y MAQUINARIA
CONCEPTO - - - - Q Q - TOTAL
# Jornal | C. Unit. | Subtotal Producto Cant. | Unid. | C. Unit. | Subtotal Nombre Cant. | C. Unit. | Subtotal
A COSTOS VARIABLES 146,49
1. Evaluacion del Material 1 7.00 7.00 7.00
2. Formulacion de 1a Mezcla 1 7.00 7.00 7.00
1 .00 700 |Tamo de avena 254 | k= 0,30 11,70 |Fomana
5. Pesaje de Materiales Salvado trigo i kg 0,30 3,00 |Guantes de soma Depreciacion 21,90
CaCOs 134 ]| b 0,13 020 |Balanza gramera
1 7.00 700 |MMalla plastica 3 m 0,30 230 |Canasto metalico
L. Tratamiento térmico Cinta de amarre 1 m 0,03 0,05 |Tangue metalico Depreciacion 953
Guantes de zoma
1 7.00 7.00 Caldeto + tapa
Se colocéd en los contenedores (malla plastica) 1.5kg [Quemader indust.
o . de lamezcla con 78% de aserin, en total se Fegilla de madera Depreciacion o
A Pasteunizacion con Vapor . o . = 023
pasteurizaron 20 unidades experimentales por Termometro
un tiempo de 5 horas Fezadera
Tanque de zas 1| 225 | 235
1 .00 700 |Hipoclororito de MNa | 29 z 0.0 0.2% |Mle=za Lo
e . — - = - Depreciacion .
5. Enfriamiento de la Mezcla Formal 0 ml 0.0 0.1 |Rociador A
Azua 1 it | 00 0,08 _ _
1 T.00 700 JAros tubo PVC 20 | aros 0.02 040 JA=a de Siembra
Cinta de amarre 1 m 0,03 005 |Mecheto de alcohol Lo
- - Depreciacion
§. Inoculacion del Micelio en Alzodon 2 |funda| 1,00 200 |Ona ix 2o
46,59
el Bustrato H:04 2 ml 0,01 0,02 | Termometro )
Agua 0.3 It 0.08 0,04 |Tangue de gas 18 223 028
MMcelio reproductor | 20 bot 1,84 35,80




7.0 700 |Papel aluminio 2 rollo 3.30 700 |Mesa Drepreciacion
7. Incubacion Hipoclorotito de Na | 28 ml 0.01 020 14,33
Agua 0.5 It 0,08 0,04

. Induccion o Chogue Térmico 7.00 7,00 Tangque metalico Depreciacion 7.00
9. Fructficacion .00 T.00 .00
10. Cosecha 7.00 700 |Bandeja 1 |Unid | 13 1,5 [Cuchilla ) 00 230

B. COSTOS FILJOS 66,47

Renta de Instalaciones 10,00

Administracion 3% 732

Asist. Técnica (510.0 por visita total 3) 424

Depreciasion 2142

Interés del Capital 6% 5.7%

Feserva 10% 14.65

TOTAL 212,96




DEPRECIACION

Eguipo Cantidad | C. Unit. C. Total |Cicle equipo | Depre. Mensual
Fomana 1 2,50 2,50 3 0,83
Guantes de goma 1 0.0 0.0 2 045
Balanza gramera 1 10,30 10,50 12 0,58
Canasto metdlico 1 25.00 25.00 24 1.04
Tanque metalico 1 10,00 10,00 24 042
Caldero - tapa 1 30,00 30,00 48 1.04
Quemador industrial 1 25.00 25.00 48 0,52
Regilla de madera 1 2,50 2,50 2 1.25
Termamenro 1 12,00 12,00 2 6,00
FRegadera 1 2.00 2.00 2 1.00
Mesa 1 30,00 30,00 5 6,00
Rociador 1 120 120 2 0,60
Asa de Siembra 1 3.00 3.00 5 0,60
Mechero de alcchel 1 5.00 5.00 24 0,21
Olla 1 2.00 2.00 24 0,08
Cuchilla 1 1,00 1,00 2 0,50
TOTAL 21,42




TRATAMIENTO 6 (Tamo de avena + Agua Caliente)

ANEXO IX

MANO DE OBRA

INSUMOS Y MATERIALES

EQUIPOS Y MAQUINARIA

CONCEPTO — — — - — TOTAL
# Jornal | C. Unit. | Subtotal Producto Cant. | Unid. | C. Unit. | Subtotal Nombre Cant. | C. Unit. | Subtotal
A COSTOS VARIABLES 146,54
1. Evaluacion del Material 1 7.00 7,00 7,00
2. Formulacion de la Mezcla 1 7,00 7.00 7.00
1 7.00 700 |Tmo de avena 2534 | kg 0.30 11,70 |Fomana
3. Pesaje de Materiales Sabvado trizo 6 | ks 0,30 3,00 [|Guantes de zoma Depreciacion 2120
CaCOs 134 0,13 020 |Balanza sramera
1 .00 700 |Fundas {25*30}cm 20 (Unad. | 0.0 0.20  |Guantes de goma Depreciacion
4. Tratamiento térmico Aros tubo FVC 20 | aros 0.02 040 Q.60
Alzodon 2 | Umd. 200 2.00
T N T N : . . M
L chalad Chal Femojado el tamo de avena por 2 dias se lo mezcld Quemador indust.
o conlos suplementos, se enfunds en contenedores | Tanque metdlico o
E. Pasteurizacion con Agua . .. - Depreciacion s
Calient = plasticos v se metio en base de lafundaun aro de | Termametro 923
efite . . .
tubo PV tapandolo con alzodon. En total Rezadera
ze pasteurizaron 20 blogques por § horas —— - -
P qeE=P Tanque de zas 1 _ 223 _ 225
1 T.00 700 |Hipoclororito de Na | 29 =4 0.01 0.2 |hlesa L
. R — - = - Depreciacion o
3. Enfriamiento de la Miezcla Formal 10 ml 0,01 0,1 |Rociador A
Azua 1 & | oos | oos _ _
1 7.00 700 |Aros tubo BVC 20 | aros 0.02 0,40 |A=ade Siembra
Cinta de amarre 1 m 0.03 0,05 |Mlechero de alcohol o
- - Depreciacion
8. Inoculacion del Micelio en Algodon 2 |funda| 1,00 2,00 |ola .
446,59
el Sustrato Ha0 2 ml 0.0 0,02 |Termémetro ’
Asgzua 0.3 It 0.0 004 |Tangue de gzas 1/3 225 028
Micelio reproductor | 20 bot 1.84 356,80




1 7.0 700 |Papel aluminio 2 | rollo| 330 700 |hlesa Depreciacion
7. Incubarion Hipoclororito de Na | 28 = 0.01 025 14,33
Agzua 0.3 It 0.08 0.04

8. Induccion o Chogque Témmico 1 1.0 7,00 Tanque metalico Depreciacion 7,00
& Fructificacion 1 T.00 .00 .00
10. Cosecha 1 7.00 700 |Bandeja 1 [Unid.| 1.3 1.3 |Cuchilla 00 A0 2,50

B. COSTOS FIJOS 63.56

Renta de Instalaciones 10,00

Administracion 5% 7,33

Asist. Técnica (310.0 por visita total 3) 4,29

Depreciasion 18,50

Interés del Capital 6% 579

Feserva 10% 14.65

TOTAL 210,11




DEPRECIACION

Eguipo Cantidad | C. Unit. C. Toral | Cicle eguipo | Depre. Mensual
F.omana 1 2.50 2.50 3 0,83
Guantes de goma 1 0,50 0,50 2 045
Balanza gramera 1 10,50 10,50 12 0,588
Quemador industrial 1 25.00 25.00 48 052
Tanque metahco 2 10,00 20,00 24 0,83
Termametro 1 12,00 12,00 2 6,00
Regadera 1 2.00 2.00 2 1.00
Mesa 1 30,00 30,00 5 .00
Fociador 1 1.20 1.20 2 0,60
As=a de siembra 1 3.00 3.00 5 0.60
Mechero de alcohoel 1 5.00 5.00 24 021
Olla 1 2.00 2.00 24 0,08
Cuchilla 1 1.00 1.00 2 0,50
TOTAL 18,50




ANEXO X

nportada CS - 14

Elaboracion Del Micelio Reproductor

Materiales utilizados

Incubacién de Discos en
cartulina en Tubo de Ensayo




Fructificacion de Esporas en Discos de Cartulina

Propagacion del
Micelio en Cajas de
Petri |




Acercamiento de Micelio Reproductor Invadiendo Caja de Petri

Micelio Reproductor

Multiplicacion e Incubacion
del Micelio en Sustrato a
Base de Aserrin

Multiplicacion e Incubacién
del Micelio en Sustrato a
Base de Granos




Degradacion de Madera en
el Sustrato a base de
Aserrin

Spawn run en Sustrato a
base de Granos

Culminacion del Proceso de Elaboracion de Semilla 6 Micelio Reproductor

Semilla en Grano

Semilla en Aserrin




ANEXO XI FASE DE INVESTIGACION

Material Experimental

Aserrin de Laurel

Marlo molido de maiz

Tamo de avena molido

Afrecho de Cebada
(Fuente de nitrgeno)




Insumos y Equipo de Trabajo

Agua
Oxigenada

Hipoclorito de sodio

Siembra de Bloques Experimentales

Guantes
de goma

Funda de polipropileno

Aro de Tubo PVC

Sustrato (mezcla de 1.5kg

de peso seco)




Colonizacion
del Micelio por
el Sustrato

Induccion é Choque Térmico

Aguaal2°C

Incubacion del Bloque experimental

Bloque invadido
completamente
por micelio del
hongo shiitake




Formacion de Cuerpos fructiferos

Cuerpo Fructifero
en formacion

Fructificacion

Cuerpo fructifero
en desarrollo




ANEXO XII TRATAMIENTO 1 (Aserrin de laurel + Vapor)

Formacion de
Cuerpos Fructiferos

Presencia de hongos
competidores (Agentes
contaminantes inhibiendo
formacion de cuerpos
fructiferos

I
)
1
k




Bloques 100% contaminados




ANEXO XIlII TRATAMIENTO 2 (Aserrin de laurel +Agua Caliente)

Tercer dia después
de Choque Térmico

Material
Lignocelulésico
del aserrin de
laurel degradado

Quinto dia, formando
cuerpos fructiferos




Segundo dia de
formacion de cuerpos
fructiferos, presencia
de doratomyces

Tercer dia en proceso
formacion de cuerpos
fructiferos, el hongo
competidor ha
colonizado el sustrato
matando el micelio
del hongo shiitake

Especie de doratomyeces en
fase de esporulacion al
medio ambiente




Bloque incubado
y en formacion de
cuerpos fructiferos

Bloque contaminado
en un 40% al tercer
dia de formacién de
cuerpos fructiferos

Bloque 100%
contaminado
al cuarto dia

después de la
induccion




ANEXO XIV TRATAMIENTO 3 (Marlo Molido de maiz + Vapor)

Segundo dia de
formacion de cuerpos
fructiferos

Area contaminada
por Penicillumy
acaros

Bloque totalmente
inundado de agentes
contaminantes

Contaminacién inhibe
la formacion de

cuerpos fructiferos en
el bloque (Tercer dia)




Bloque formando
cuerpos fructiferos

Bloque inactivado
por microorganismos
patogénicos

Presencia de Agentes
contaminantes




ANEXO XV TRATAMIENTO 4 (Marlo de maiz +Agua Caliente)

Quinto dia,
contaminacion al
85% del bloque

Sexto dia, blogue
inhibido por
contaminantes al
100%




ANEXO XVI TRATAMIENTO 5 (Tamo de avena + Vapor)

Wk
.

“ﬁ

Bloque formando
cuerpos fructiferos en
presencia de hongos

R,

Cuerpo fructifero

Contaminacion
superficial al primer
dia después de la
induccién

Hongos competidores




ANEXO XVII TRATAMIENTO 6 (Tamo de avena +Agua Caliente)

Micelio del
hongo Shiitake
inhibido por
competidores

Quinto dia,
Colonizacion
de hongos
competidores

Sexto dia, infestacion
de Trichodermas




Contaminacion
activada por
Trichodermas

Cuerpo Fructifero
muerto por muerte de
micelio reproductor

Infestacion de
Trichodermas en
el bloque




