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RESUMEN EJECUTIVO

El hongo Pycnoporus spp. ha adquirido una relevancia creciente por sus
aplicaciones en biotecnologia, industria alimentaria y farmacologia debido a sus
propiedades enzimaticas y metabolitos bioactivos, como lacasas y compuestos
antioxidantes. Sin embargo, la falta de protocolos estandarizados para su cultivo limita la
produccion a gran escala. Este estudio se centrd en la optimizacion de variables
nutricionales y ambientales para potenciar su crecimiento y produccion en diferentes
medios de cultivo, con énfasis en el uso de residuos lignoceluldsicos como bagazo de cana
de azucar, aserrin de pino, paja de trigo y paja de arroz. Se utiliz6 un disefio experimental
completamente aleatorizado con cuatro tratamientos diferenciados por la formulacion del
sustrato, replicados cuatro veces, y se evaluaron variables como la colonizacion del
micelio, la produccion de biomasa seca y la fructificacion. El aislamiento y propagacion
del micelio se llevd a cabo en medios so6lidos (PDA) y liquidos bajo condiciones
controladas de temperatura, humedad y pH. La cinética de crecimiento se evalu6 mediante
absorbancia, y se aplicaron analisis estadisticos (ANOVA y HSD de Tukey) para
determinar diferencias significativas entre tratamientos. Los resultados mostraron que las
formulaciones T3 y T4 presentaron mayores rendimientos de biomasa y estabilidad
morfolégica. En conclusion, la combinacion de sustratos ricos en celulosa suplementados
con fuentes de nitrégeno y condiciones de cultivo controladas favorece significativamente
el desarrollo de Pycnoporus spp. Esta propuesta puede ser replicada en procesos
industriales para la produccion de enzimas y metabolitos bioactivos de alto valor afiadido

en areas como la alimentaria, medioambiental y farmacéutica.
PALABRAS CLAVES

Pycnoporus spp., medios de cultivo, biotecnologia, residuos lignoceluldsicos, biomasa.
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ABSTRACT

The fungus Pycnoporus spp. has gained increasing relevance for its applications
in biotechnology, the food industry, and pharmacology due to its enzymatic properties and
bioactive metabolites, such as laccases and antioxidant compounds. However, the lack of
standardized protocols for its cultivation limits large-scale production. This study focused
on the optimization of nutritional and environmental variables to enhance their growth
and production in different culture media, with emphasis on the use of lignocellulosic
residues such as sugarcane bagasse, pine sawdust, wheat straw, and rice straw. A
completely randomized experimental design was used with four treatments differentiated
by substrate formulation, replicated four times, and variables such as mycelial
colonization, dry biomass production, and fructification were evaluated. Mycelium
isolation and propagation were carried out in solid (PDA) and liquid-supplemented media
under controlled conditions of temperature, humidity, and pH. Growth kinetics were
evaluated by absorbance, and statistical analyses (ANOVA and Tukey’s HSD) were
applied to determine significant differences between treatments. The results showed that
the T3 and T4 formulations presented higher biomass yields and morphological stability.
In conclusion, the combination of cellulose-rich substrates supplemented with nitrogen
sources and controlled culture conditions significantly favors the development of
Pycnoporus spp. This proposal can be replicated in industrial processes for the production
of enzymes and bioactive metabolites with high added value in areas such as food,

environmental, and pharmaceutical.
Keywords

Pycnoporus spp., culture media, biotechnology, lignocellulosic residues, and biomass.
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CAPITULO .- MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes Investigativos

En la actualidad, el género Pycnoporus spp. ha captado la atencion por sus
aplicaciones en areas tan diversas como la farmacéutica, la biotecnologia y la industria
alimentaria. Sus propiedades antibacterianas, antioxidantes y la capacidad de degradar
ciertos compuestos son de gran interés en la fabricacion de medicamentos y enzimas
industriales (Valenzuela-Cobos et al., 2020). Sin embargo, su uso a gran escala esta
limitado por la falta de un protocolo estandarizado de cultivo, lo que impide su produccion
masiva y consistente en condiciones controladas. Esta situaciéon se convierte en un
obstaculo para aprovechar su potencial en industrias clave que buscan fuentes sostenibles
de compuestos bioactivos. Es por esto que las investigaciones y producciones a pequeiia
escala no son reproducibles, lo que dificulta su adopcion en procesos industriales
(Miyauchi et al., 2020). En necesario encontrar una alternativa que garantice el desarrollo
optimo de un medio de cultivo con las variables nutricionales y aspectos ambientales
necesarios para la fructificacion de Pycnoporus spp. en diferentes medios de cultivo,
mejorando asi su desarrollo y permitiendo una mejor adaptacion en cuanto a su

rendimiento (Miyauchi et al., 2020).

Segun Aguilar et al., (2023). la fermentacion de un sustrato solido compuesto de un alto
contenido de caldo de salvado de arroz, bajo condiciones iluminadas y a una temperatura
de 28°C, para la produccion de P. sanguineus, produce un crecimiento micelial dptimo
con un periodo de fermentacion. Algunas investigaciones sugieren que la explotacion de
sustratos lignocelulosicos, como el aserrin y los desechos de paja de arroz como fuente
principal de carbono, combinados con nutrientes especificos, produce un crecimiento

estable.

Un medio de cultivo optimizado con Eichhornia crassipes, desechos de aserrin, CuSQOes,
acido galico y un 65% de humedad es esencial para evitar el crecimiento subdesarrollado
en la produccion de enzimas como Lacasa, producidas por el hongo P. sanguineus (Wang
et al., 2017). Por ello, es imprescindible encontrar una alternativa viable mediante la

combinacion de sustratos ricos en nutrientes y condiciones controladas para mejorar tanto



el crecimiento del cuerpo fructifero como la produccién enzimatica, maximizando asi su

potencial biotecnoldgico en diferentes medios de cultivo.

Al optimizar las condiciones nutricionales, como el uso de sustratos lignoceluldsicos
como: aserrin, paja de arroz, madera, la suplementacion de fuentes de nitrégeno, otros
oligoelementos, y la regulacion de factores ambientales como temperatura, humedad y pH
en diferentes medios de cultivo, se podrda maximizar el crecimiento y desarrollo de
biomasa de Pycnoporus spp., proporcionando su produccidn, consistencia y eficiencia en
la generacidon de metabolitos (Aguilar et al., 2023). Esta investigacion busca desarrollar
un medio de cultivo optimizado para Pycnoporus spp., viabilizando los complementos
nutricionales y condiciones ambientales especificas, ademas de la seleccion adecuada de
sustratos, con estas condiciones se espera un aumento significativo en la produccion de
biomasa (Piet et al., 2021). El desarrollo de un protocolo de un medio de cultivo también
permitird el desarrollo de procesos de produccion a gran escala de hongos, contribuyendo
asi a la extraccion masiva de componentes bioactivos con propiedades antioxidantes y
antimicrobianas para su aplicacion en el area alimentaria, la cual ain no ha sido

aprovechada con los beneficios del hongo.

1.1.1 Género Pycnoporus

El género Pycnoporus es perteneciente al filo Basidiomycota, se encuentran dentro
de los hongos lignoceluloliticos mas estudiados por la gran capacidad de degradar los
compuestos organicos de la madera (Gauna et al., 2020). Este género es parte de las
especies que son potenciales para explotacion en el 4rea biotecnologica debido a sus

propiedades enzimaticas y metabolicas.

1.1.1.1 Descripcion de Pycnoporus

El hongo Pycnoporus spp. son basidiomicetos caracteristicos de podredumbre
blanca, causantes de la descomposicion de la madera (Miyauchi et al., 2020).
Perteneciente a la familia de Polyporaceae, del género saprofito, comunmente de
tonalidad anaranjada brillante que les da un aspecto atractivo y llamativo, de textura

rugosa y porosa y suele formar cuerpos fructiferos anuales en forma semicircular.



Estos hongos desarrollan un himenio poroso en la parte inferior de los cuerpos fructiferos
que se encuentran en la madera de los arboles en descomposicion produciendo, este

himenio produce esporas para la reproduccion del hongo (Schinagl et al., 2023b).

Figura 1

Representacion del hongo de Pycnoporus spp. en su entorno natural y en condiciones de
crecimiento controlado en laboratorio.

Nota: (A) Fructificacion silvestre en su naturaleza, sobre madera en descomposicion como
sustrato. (B) Desarrollo de crecimiento micelial en condiciones in vitro. Fuente: (Cheute

et al., 2024a).

Los hongos Pycnoporus spp. se centran distribuidos en regiones y zonas subtropicales y
tropicales alrededor del mundo. La capacidad de este hongo para desarrollarse en estos
habitats estd relacionado a las condiciones humedas y calidas que favorecen su
crecimiento. Este desarrollo ocurre principalmente sobre la madera de arboles de
angiospermas y en algunas ocasiones sobre coniferas, que proporcionan una fuente rica

en sustrato para su descomposicion (Miyauchi et al., 2020).

Este género de hongo tiene una gran importancia ecologica debido a su capacidad de
degradacion de lignina, uno de los componentes mas dificiles de descomponer en la
materia orgéanica vegetal, este hongo tiene la capacidad de romper el complejo polimero,

a través de la produccion de enzimas, principalmente lacasa que facilita la degradacion de



la lignocelulosa, ayudando asi al aporte nutricional en los ecosistemas (Araujo et al.,

2023).

1.1.1.2 Morfologia y estructuras

El género Pycnoporus incluye hongos que se desarrollan sobre madera, pertenecientes
a la familia Polyporaceae. Son facilmente reconocibles por su color rojizo y su habilidad
para descomponer compuestos como la lignina (Schinagl et al., 2023c¢). Estos hongos
suelen crecer en madera muerta y juegan un papel crucial en la descomposicion de materia

organica dentro de los ecosistemas forestales.
- Morfologia macroscopica

Los basidiomas o cuerpos fructiferos de Pycnoporus spp. tienen una forma semicircular o
similar a un abanico y se adhieren lateralmente al sustrato que generalmente son troncos
o ramas Figura 1. La parte superior de estos cuerpos es de un rojo brillante a naranja

intenso, lo que los distingue de otros hongos poliporos (Chaurasia, 2024a).

En la parte inferior, se encuentra una capa de poros finos, con aproximadamente 4 a 6
poros por milimetro, a través de los cuales el hongo libera sus esporas, el tejido del
basidioma es coriaceo o lefioso, lo que le confiere resistencia y le permite permanecer en

el sustrato durante periodos prolongados (Chaurasia, 2024a).
- Estructura microscopica

A nivel microscdpico Pycnoporus spp. se caracteriza por un sistema hifal monomitico,
compuesto unicamente por hifas generativas que son septadas, los basidios son estructuras
alargadas que producen esporas sexuales denominadas basidiosporas, que son lisas
elipticas y de tamafio pequefio Figura 2. Estas esporas se dispersan por el aire facilitando
la colonizacion de nuevos sustratos. En algunas especies se pueden observar cistidios

(Schinagl et al., 2023d).

La combinacion de estas caracteristicas macroscopicas y microscopicas permite

identificar el género Pycnoporus en el entorno natural del mismo.



Figura 2

Estructura y morfologia de Pycnoporus.

Nota: Vista macroscopica y microscopica de Pycnoporus spp., donde se observa su cuerpo
fructifero sobre madera y su micelio con hifas septadas pigmentadas, como parte del

proceso de identificacion morfoldgica. Fuente: (Schinagl et al., 2023c¢).

1.1.2 Origen y usos
El género Pycnoporus son hongos que crecen sobre madera y se encuentran
en todo el mundo, especialmente en zonas tropicales y subtropicales, estos hongos
pertenecen al orden Polyporales y son facilmente reconocibles por su distintivo

color.

1.1.2.1 Distribucion Geografica de Pycnoporus

El género Pycnoporus se encuentra en diversas partes del mundo, en regiones tropicales,
subtropicales y templadas, a excepciéon de la Antartida. Estas especies crecen
principalmente sobre madera en descomposicion, troncos caidos y restos de plantas
lefiosas, lo que demuestra su capacidad para descomponer materiales organicos (Cheute

et al., 2024b).

La especie de P. sanguineus se halla mayormente en climas calidos y himedos de América
Latina, el Caribe, Africa y el sudeste asiatico y P. cinnabarinus se encuentra en regiones
mas templadas de Europa, Norteamérica y algunas partes de Asia (Chaurasia, 2024b). La
presencia de estas especies estd vinculada a la disponibilidad de madera en
descomposicion y a condiciones de humedad que favorecen su crecimiento y la formacion

de sus cuerpos fructiferos.



1.1.2.2 Clasificacion taxonémica

Tabla 1

Clasificacion de Pycnoporus

Nombre cientifico Pycnoporus
Reino Fungi
Subreino Dikarya
Division Basidiomycota
Clase Agaricomycetes
Orden Agaricales
Familia Polyporaceae
Género Pycnoporus
Especie Pycnoporus sanguineus,

Pycnoporus cinnabarinus,
Pycnoporus xanthopus,
Pycnoporus albomelleus,

Pycnoporus zeae

Fuente: (Aratjo et al., 2023)

1.1.2.3 Usos y aplicaciones en biotecnologia e industria

El género Pycnoporus se distingue por su capacidad de degradacion de madera y
materiales organicos, lo que genera interés en el area de la biotecnologico e industrial,
principalmente a la produccion de enzimas ligninoliticas como la lacasa, que resulta
fundamental en procesos industriales orientados a la descomposicion de compuestos como
la lignina presente en la madera y otros residuos vegetales. Algunas de sus aplicaciones

son:

- Biodegradacion y biorremediacion: Pycnoporus es valorado por su potencial en
la biorremediacion ya que se emplean para degradar contaminantes toOxicos como
compuestos fendlicos, pesticidas y herbicidas en suelos y aguas contribuyendo asi

a la descontaminacion ambiental (Feng et al., 2021a).
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- Industria papelera y textil: En la industria papelera la lacasa producida por
Pycnoporus cinnabarinus se utiliza para el blanqueo de pulpa, lo que permite
reducir el uso de cloro y otros agentes quimicos, en la industria textil la lacasa
facilita la degradacion de compuestos fenolicos presentes en los tintes, mejorando
los procesos de tefiido y lavado, ofreciendo alternativas menos contaminantes
frente a los métodos tradicionales (Rawal et al., 2023).

- Produccion de biocombustibles: El uso de Pycnoporus en la obtencion de
biocombustibles también es relevante, ya que su capacidad para descomponer la
lignina de la biomasa vegetal, las enzimas producidas mejoran la eficiencia de los
pretratamientos de biomasa, facilitando la produccion de biocombustibles como el
etanol (Feng et al., 2021b).

- Medicina y farmacologia: Especies como P. sanguineus que presentan
propiedades antioxidantes, antitumorales y antimicrobianas, con los metabolitos
secundarios derivados de estos hongos y su potencial para el desarrollo de nuevos
tratamientos contra enfermedades como el cancer, infecciones bacterianas y
fingicas, trastornos asociados al estrés oxidativo (Lim et al., 2024a).

- Agriculturay control bioldgico: Pycnoporus es empleado para mejorar la calidad
del suelo mediante la descomposicion de materia orgénica, acelerando el ciclo de
nutrientes, usandolos como agentes de control bioldgico frente a enfermedades
fingicas en plantas, gracias a la produccion de compuestos antimicrobianos que

inhiben su desarrollo (Lim et al., 2024b).

1.1.3 Metabolismo y crecimiento

Estos organismos presentan un metabolismo complejo que involucra tanto el
metabolismo primario, esencial para su crecimiento y desarrollo, como el metabolismo
secundario, responsable de la produccion de compuestos bioactivos y pigmentos
caracteristicos. De acuerdo con Dos Santos et al., (2023) su sistema enzimatico es
particularmente notable, incluyendo celulasas y hemicelulosas para la degradacion de
celulosa y hemicelulosa, aunque su caracteristica més distintiva radica en la produccion

de enzimas lignoliticas, principalmente lacasas y peroxidasas, que les confieren la



capacidad de degradar la lignina. Segiin Pineda-Insuasti et al., (2017), el metabolismo
secundario de Pycnoporus resulta especialmente relevante debido a la produccion de
diversos metabolitos, incluyendo &cidos fendlicos, quinonas y pigmentos, siendo la
cinabarina responsable de su caracteristico color naranja-rojizo. Estos metabolitos
secundarios no solo cumplen funciones ecoldgicas, sino que también exhiben propiedades

antibacterianas, antifingicas y antioxidantes.

1.1.3.1 Condiciones de crecimiento

El desarrollo de Pycnoporus spp., depende de diversos factores nutricionales y
ambientales que inciden tanto en su fase vegetativa como en su etapa de fructificacion,
controlar estas condiciones resulta fundamental para mejorar su cultivo en condiciones in
vitro, particularmente cuando se pretende aprovechar su potencial en aplicaciones

biotecnoldgicas.

1.1.3.2 Temperatura

La temperatura es un factor critico que ejerce una profunda influencia sobre el
metabolismo y crecimiento de Pycnoporus. Este pardmetro actia como un regulador
fundamental de las actividades metabolicas y el crecimiento de estos hongos, siendo un
factor determinante en la velocidad de las reacciones enzimaticas y la expresion de genes
relacionados con la produccion de metabolitos de interés (Cheute et al, 2024). En
general, estos hongos se desarrollan a temperaturas moderadas, alrededor de los 30°C,

aunque algunas especies pueden tolerar un rango mas amplio (Meng et al., 2022).

1.1.3.3 Sustratos

El sustrato representa un factor de suma importancia, de acuerdo con
Suwannarach et al., (2022), no solo constituye la fuente de nutrientes sino también el
soporte fisico para el desarrollo del hongo. La composiciéon quimica del sustrato,
particularmente su contenido de lignina, celulosa y hemicelulosa, asi como la
disponibilidad de nutrientes adicionales, determina en gran medida la eficiencia del
crecimiento fingico y la produccion de enzimas especificas. Ademads, la estructura fisica
del sustrato afecta la accesibilidad del micelio a los nutrientes y la transferencia de

oxigeno, factores importantes para el metabolismo aerobio de estos organismos. Estudios



en medios liquidos y so6lidos como Aguilar et al., (2023), han demostrado que ciertos
sustratos como almidon, extracto de malta, maltosa, metilcelulosa, sacarosa, dextrosa, y
caldo suplementado con extracto de levadura y/o fosfolipidos, asi como salvados de maiz,
trigo y arroz, y residuos agroindustriales como el bagazo de cafia de azlicar, aserrin, y
cascaras de arroz, los cuales aumentan significativamente la produccion de biomasa y de

compuestos bioactivos.
1.1.3.4 Humedad

La humedad desempena un papel fundamental en el desarrollo de Pycnoporus
spp., tanto durante su fase vegetativa como en la reproductiva, en su entorno natural estos
hongos se desarrollan sobre madera en descomposicidon en zonas célidas y hiumedas, lo
que demuestra la preferencia por ambientes con alta humedad relativa. Varias
investigaciones indica que el micelio de Pycnoporus alcanza su maximo desarrollo cuando
la humedad relativa se mantiene entre el 70 % y el 90 %, rango que también favorece la
produccion de enzimas ligninoliticas como la lacasa, que son fundamentales para la
descomposicion de lignina y otros compuestos organicos complejos (Schinagl et al.,
2023e). Este hongo al cultivarse sobre sustratos solidos como residuos agricolas debe
mantener la humedad entre el 60 % y el 75 %, lo que permite una colonizacion eficiente

del micelio sin generar condiciones anaerdbicas que pueden obstaculizar su desarrollo.

Segun Schinagl et al., (2023) en la formacion de cuerpos fructiferos la humedad debe ser
mayor del 85 %, una humedad insuficiente provoca la desecacion del micelio superficial
y restringe la aparicion de estructuras reproductivas, mientras que condiciones adecuadas
de humedad junto con una buena aireacion estimula su fructificacion. El manejo preciso
de la humedad resulta especialmente importante en cultivos in vitro, por lo que se sugiere
el uso de camaras de incubacion equipadas con humidificadores o sistemas manuales de
nebulizacién para mantener la humedad constante durante todo el proceso de cultivo
(Schinagl et al., 2023e). La regulacion de estos parametros permite optimizar tanto el

crecimiento micelial como la actividad enzimatica de Pycnoporus.



1.1.3.5 Mecanismos de degradacion de compuestos lignocelulosicos

El género Pycnoporus encargados de pudricién blanca tienen la capacidad de
descomponer materiales lignocelulésicos gracias a enzimas especializadas que actiian
sobre los componentes de la pared celular vegetal como la celulosa, hemicelulosa y

lignina. Esta caracteristica es esencial para la degradacion del carbono en los ecosistemas.

La descomposicion de la lignocelulosa por parte de Pycnoporus spp. se realiza mediante
un sistema enzimatico extracelular formado por enzimas hidroliticas y oxidativas, estas
enzimas hidrolitica celulasas y hemicelulasas rompen los enlaces glucosidicos de la
celulosa y hemicelulosa, liberando azicares simples como glucosa y xilosa. Posterior, la
lignina por su naturaleza resistente requiere la accién de enzimas oxidativas, como lacasa,
la lignina peroxidasa (LiP) y el manganeso peroxidasa (MnP). Estas enzimas generan
radicales libres capaces de romper los enlaces éter y carbono-carbono de la estructura
ligninica, facilitando asi su fragmentacion y posterior mineralizacion (Miyauchi et al.,

2020b).

Dentro de este grupo enzimatico, la lacasa producida por Pycnoporus cinnabarinus y
Pycnoporus sanguineus es objeto de numerosos estudios debido a su elevada eficiencia
catalitica, estabilidad y versatilidad para actuar sobre diversos sustratos fenolicos. La
accion de estas enzimas permite a Pycnoporus spp. degradar biomasa vegetal de manera
eficiente, incluso bajo condiciones ambientales variables, lo que es importante para el
desarrollo de tecnologias sostenibles (Gauna et al., 2021). Ademas, que la produccion de
estas enzimas puede incrementarse mediante el uso de sustratos lignoceluldsicos como
bagazo de cafia, aserrin o cascaras vegetales, lo que representa una ventaja significativa

para procesos industriales de bajo costo.

1.1.3.6 Produccion de enzimas ligninoliticas (lacasas y peroxidasas)

Los hongos ligninoliticos como los del género Pycnoporus spp., se caracterizan
por la capacidad para sintetizar enzimas que descomponen compuestos resistentes como
la lignina, un polimero complejo y dificil de degradar presente en las paredes celulares

vegetales. Entre estas enzimas las més relevantes son lacasas, la lignina peroxidasa (LiP)
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y el manganeso peroxidasa (MnP) formando parte del sistema extracelular oxidativo que
facilita la despolimerizacion de la lignina, promoviendo asi la biodegradacion de residuos

lignocelulodsicos (Salinas Sanchez et al., 2022a).

En la investigacion de Pernia et al., (2021) menciona que las lacasas (EC 1.10.3.2) son
oxidasas que catalizan la oxidacion de compuestos fenolicos y aromaticos, reduciendo
simultdneamente el oxigeno molecular a agua. Especies como P.s cinnabarinus y P.
sanguineus son reconocidas por su elevada produccion de lacasas, incluso sin la necesidad
de inductores externos. Estas enzimas son ampliamente estudiadas por su eficacia en la
degradacion de tintes, fenoles, pesticidas y otros contaminantes industriales, ademas de su
potencial aplicacion en las industrias papelera, textil y en procesos de biorremediacion.
Por otro lado, las peroxidasas ligninoliticas, como la lignina peroxidasa (LiP; EC
1.11.1.14) y el manganeso peroxidasa (MnP; EC 1.11.1.13), utilizaron peroxido de
hidrogeno (H202) como cofactor para oxidar las estructuras no fendlicas de la lignina,

ampliando su espectro de accién en comparacion con las lacasas (Cheute et al., 2024c).

La induccion de la produccion enzimatica se desarrolla mediante el uso de sustratos
lignoceluldsicos como aserrin, bagazo de cafia, hojas secas o cdscaras vegetales. Ademas,
condiciones de cultivo con pH 4cido (4.5-6.0), temperaturas moderadas (25-30 °C) y
fuentes de nitrogeno orgéanico, como peptona o extracto de levadura, favorecen la

produccion de estas enzimas.

1.1.4 Medios de cultivo

La evaluacion de diferentes medios de cultivo para Pycnoporus es esencial, debido
a que se debe evaluar el crecimiento y la produccion de la biomasa y el cuerpo fructifero
del hongo, estos medios conforman factores importantes para su desarrollo, favoreciendo
principalmente al crecimiento micelial, produccion de metabolitos secundarios y enzimas
ligninoliticas (Aguilar et al.,, 2023b). Para esto es necesario tener en cuenta los

componentes y nutrientes generales que constituye cada medio utilizado en el cultivo.

1.1.4.1 Caracteristicas generales de los medios utilizados para el hongo

El crecimiento fructifero del hongo y el desarrollo de la actividad metabolica se

deben a factores como una fuente adecuada de carbono, nitrégeno, vitaminas y minerales
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que proporcionen nutricion equilibrada para el crecimiento, ademas debe mantener un pH
entre 6.5 y 9.0 y una buena humedad de 70% aproximadamente, son condiciones Optimas
para que el medio de cultivo sea el apropiado para que el hongo integre todas esas
caracteristicas para su desarrollo (Schinagl et al., 2023a). Ademas, el medio ideal para
Pycnoporus debe tener una buena aireacion, especialmente en medios de cultivo solidos,
evitando todo tipo de contaminaciones por otros microorganismos o contaminaciones
cruzadas, también se debe observar una buena textura del medio lo que puede influir en

la morfologia del micelio y la producciéon de sus metabolitos.

Estos medios de cultivo deben tener fuentes disponibles de glucosa, fructosa, maltosa,
almidon, sacarosa, extracto de malta y dextrosa, en la composicion basica de los medios
se deben emplear extractos vegetales como almidon o extractos de papa, harina de trigo,
siendo el medio final uno so6lido o liquido, dependiendo el objetivo experimental (Henske

et al., 2018).

1.1.4.2 Importancia de la formulacion de sustratos

Al desarrollar la formulacién adecuada, con las concentraciones requeridas para el
crecimiento del hongo segin las necesidades nutricionales se establecen sustratos 6ptimos
y asi poder mantener la influencia en la velocidad del desarrollo y produccion de la

biomasa micelial (Portz et al., 2022a).

Los residuos de origen agroindustrial son una fuente adecuada y rica en lignina y celulosa,
que se utilizan como sustratos para el cultivo de hongos basidiomicetos, en el caso del
cultivo de Pycnoporus se produce una mezcla entre aserrin de pino, cascarilla de arroz y
gabazo de cafia de azucar, siendo los mas eficientes en la produccion de metabolitos de

interés, y por ende su aumento en la fructificacion del hongo (Portz et al., 2022a).

1.1.4.3 Tipos de medios de cultivo para Pycnoporus (sélidos y liquidos)

El género de Pycnoporus se puede cultivar tanto en medios liquidos y solidos,
dependiendo del proposito del cultivo, la seleccion del medio de cultivo interfiere

directamente el rendimiento del hongo y la produccion de sus metabolitos (Figura 3).

- Cultivos en medio liquido: Principalmente se utiliza esta clase de medio con
diferentes nutrientes como glucosa, sacarosa, almidon de papa (PDA) y nitrégeno,
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el cual es ideal para produccion de su biomasa inicial, favoreciendo a un
crecimiento homogéneo del micelio y controlando las condiciones ambientales
necesarias, para posterior purificacion del hongo en una segunda fase (Aguilar
et al., 2023c¢).

- Cultivos en medio solido: Este cultivo se basa en el crecimiento del hongo sobre
un sustrato solido, el cual contiene una minima cantidad de agua presente, se lo
utiliza para simular condiciones ambientales similares a las de su naturaleza
comun Yy realizar su proceso de descomposicion, siendo estos sustratos residuos
agricolas suplementados o no con otro tipo de nutrientes adicionales (Meng et al.,

2022a).
Figura 3

Diferentes procesos de produccion de Pycnoporus en su primera fase.

Nota: A: Cuerpo fructifero de Pycnoporus spp. en su habitat natural. B: Crecimiento
micelial en medio s6lido. C: Cultivo en matraz con medio liquido. Fuente: (Cheute

et al., 2024d).
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1.2 Objetivos

Objetivo General

Optimizar un protocolo para el cultivo y fructificacion del hongo silvestre Pycnoporus

spp. a partir del uso de sustratos especificos Optimos para su desarrollo in vitro.

Objetivos Especificos

- Obtener el micelio del hongo Pycnoporus spp. a partir de muestras silvestres.

- Experimentar diferentes formulaciones de sustrato para inducir la fructificacion

del hongo Pycnoporus spp.

14



CAPITULO II. - METODOLOGIA
2.1. MATERIALES

El presente trabajo de investigacion se llevdo a cabo de forma experimental,
realizéndose la parte practica en los laboratorios académicos pertenecientes a la Facultad
de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia. En las tablas 2,3 y 4 se presentan
los materiales, reactivos y equipos utilizados durante la fase experimental y el desarrollo

de la investigacion.

2.1.1 Materiales de laboratorio.
Tabla 2

Materiales instrumentarias de laboratorio.

Material Cantidad
Placas Petri 50
Frascos Erlenmeyer (250-500 mL) 10
Probetas volumétricas (100 mL) 3
Vasos de precipitado (250 y 50 mL) 5
Micropipetas 2
Tubos eppendorf 50
Tubos de ensayo con tapa de rosca 20
Embudos de filtracion 3
Papel filtro 10
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2.1.2 Equipos de laboratorio

Tabla 3

Equipos de laboratorio.

Equipos Cantidad
Autoclave 1
Espectrofotometro 1
Incubadora con control de humedad 1
Agitador mecénico 1
Balanza analitica 1
Refrigerador 1
Bafio maria 1
Bafio ultrasonico 1
2.1.3. Reactivos de laboratorio
Tabla 4
Reactivos de laboratorio
Material Cantidad
Etanol 70% 2L
Hipoclorito de sodio (1-2%) 500 mL
Tween 80 al 0,1% 100 mL
Agua destilada 5L
Agar papa dextrosa (PDA) 1 Kg
Peptona 1 Kg
Dextrosa 1 Kg
Carbonato de calcio 500 g
Aserrin de pino 10 kg
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Paja de arroz 8 kg

Paja de trigo 8 kg
Bagazo de cafia de aztcar 10 kg
Bolsas de polipropileno 100 unidades
Papel aluminio 5 rollos

2.2. METODOS

Diseiio experimental

Para el desarrollo de este proyecto de investigacion, se establecid un factor
principal: tipos de sustratos a diferentes concentraciones, cada uno evaluado a través de 4
réplicas definidas. Esto permiti6 una exploracion exhaustiva de sus efectos individuales y

combinados sobre el crecimiento y desarrollo de Pycnoporus spp.

En la investigacion de Schinagl et al., (2023) la temperatura optima para la evaluacion
del crecimiento de Pycnoporus spp. es de 32.7°C, esta condicion favorece tanto la
colonizacidn del sustrato como el inicio de la fructificacion. La evaluacion a este nivel
térmico resultod clave para determinar la capacidad de adaptacion del hongo al ambiente

en combinacidn con el sustrato utilizado.

Segun el analisis de Schinagl et al., (2023) el porcentaje de humedad 6ptima para el
crecimiento del hongo es de 68% considerando que la humedad es un factor crucial para
el desarrollo de Pycnoporus spp, este nivel permitié que la tasa de crecimiento del hongo

se intensifique y asi, que la capacidad del crecimiento sea uniforme.

Se utilizaron como sustratos el bagazo de cafia, la paja de trigo, la paja de arroz y el aserrin
de pino, todos estos residuos lignocelulosicos fueron seleccionados gracias a su
composicion rica en carbono, hemicelulosa y lignina, que son clave para el crecimiento,
cada uno de los sustratos ofrecen caracteristicas que influyen en el metabolismo del hongo

(Meng et al., 2022; Aguilar et al., 2023).

Ademéds, implementd un disefio completo al azar (DCA). Este enfoque es ideal para

estudiar no solo los efectos principales de cada factor, sino también las posibles
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interacciones entre ellos. Con un total de 4 disefios Unicos, esto permitieron evaluar como
las condiciones experimentales influyen en las variables de respuesta seleccionadas, como

la produccion de biomasa o el tiempo de desarrollo.

Cada combinacion de los niveles de los factores se replico 4 veces para garantizar la
validez estadistica de los resultados y reducir la variabilidad experimental. Esto resulto en
un total de 16 unidades experimentales, que fueron distribuidas aleatoriamente para
minimizar sesgos y maximizar la confiabilidad de los datos. A continuacion, se detalla el

diseno a utilizar:

Tabla 5§

Concentraciones de sustratos.

Sustrato Sustrato A Sustrato B Sustrato C Sustrato D
(%) (%) (%) (%)

Bagazo de 75 15 5 5
cafa
(Residuo 1)
Paja de trigo 10 70 5 15
(Residuo 2)
Paja de arroz 10 5 75 10
(Residuo 3)
Aserrin de 5 10 10 75
pino
(Residuo 4)

TOTAL 100
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2.1.1 OBTENCION DEL MICELIO DEL HONGO PYCNOPORUS SPP. A PARTIR
DE MUESTRAS SILVESTRES.

2.1.1.1 Obtencion de muestras del cuerpo fructifero de Pycnoporus spp.

Los cuerpos fructiferos de Pycnoporus spp. utilizados en este trabajo de
investigacion fueron adquiridos en una tienda comercial. Esta especie de hongo,
comunmente se halla en troncos y ramas en descomposicion, es conocida por crecer en

zonas con alta biodiversidad como areas andinas.

La metodologia que se uso para esta investigacion se centrd en el aislamiento del cuerpo
fructifero, se llevo un proceso de desinfeccion de la superficie utilizando alcohol al 70%,
luego se procedio a realizar un corte de una porcion del hongo con bisturi estéril entre 5 y
10 gramos, colocaron en recipientes estériles para mantener la viabilidad del hongo,

evitando contaminaciones con otros microorganismos (Schinagl et al., 2023b).

Se obtendran aislamientos de cultivos puros y se conservaran en los laboratorios de la
Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia (FCIAB) con niimeros de

referencia.

2.1.1.2 Preparacion de material fiungico

Se realizd6 una desinfeccion sumergiendo las muestras en una solucion de
hipoclorito de sodio (1.5%) durante 5 minutos, posterior se procedid a enjuagar 3 veces
con agua estéril, se someti6 a 1 minuto en alcohol al 70% y finalmente se enjuago 3 veces
en agua destilada. El material desinfectado se cortd en trozos pequeios entre 2 cm para

facilitar el aislamiento de esporas.

2.1.1.3 Aislamiento de esporas de Pycnoporus spp. en un medio solido

Para el aislamiento de las esporas se utiliz6 la metodologia propuesta por dos
Santos et al. (2023), las esporas principalmente se obtuvieron del interior de los
basidiocarpos del hongo, tomando una muestra del tejido, posterior se trasladé a 4 placas
Petri con un medio de cultivo agar papa dextrosa (PDA) y harina de trigo integral. La
incubacion de las cajas Petri fueron durante 14 dias a una temperatura entre 27-28 °C. Una
vez desarrollado el hongo luego se realizaron las resiembras a un medio de cultivo liquido

para la purificacion del hongo (Dinakarkumar et al., 2024).

19



2.1.1.4 Cultivo liquido para obtencion del micelio y la estructura vegetal del hongo

Pycnoporus spp.

Para cultivar Pycnoporus spp. en un medio liquido, se utiliz6 un medio Sabouraud.
Este medio se elabor6 mezclando 10 gramos de peptona y 40 gramos de dextrosa por cada
litro de agua. El pH se ajustd a un rango 6ptimo entre 4.5 y 6.0 antes de esterilizarlo en
una autoclave a 121 °C durante 15 minutos, siguiendo el protocolo descrito por da Silva

Soares et al. (2024).

Para inocular el cultivo inicial, las esporas se diluyeron en agua destilada estéril con 0.1
% de Tween 80, ajustando la concentracion entre 10° y 10 esporas por mililitro. Luego,
se transfirieron de 1 a 5 mL del indculo al medio liquido contenido en matraces
Erlenmeyer de 250 a 500 mL, manteniéndose siempre en condiciones estériles.
Posteriormente, los matraces se incubaron a una temperatura de 25 a 30 °C, con agitacion
constante a una velocidad de 120 a 150 rpm para garantizar un crecimiento uniforme,

siguiendo las recomendaciones de Dinakarkumar et al. (2024).

El tiempo de incubacion varid entre 7 y 14 dias, dependiendo de la velocidad de desarrollo
del hongo. Al finalizar esta etapa, el cultivo se transferird a un medio enriquecido con los

sustratos seleccionados.

2.2.2 EXPERIMENTACION DE DIFERENTES FORMULACIONES DE
SUSTRATO PARA INDUCIR LA FRUCTIFICACION DEL HONGO
PYCNOPORUS SPP.

2.2.2.1 Formulacion e induccion de la fructificacion al sustrato

En esta investigacion, se pretendio identificar un sustrato dptimo que favorecio y
potencio la fructificacion del hongo Pycnoporus spp., con el fin de optimizar las
condiciones de cultivo para su desarrollo efectivo en ambientes controlados. Se llevo a
cabo un andlisis de diversas formulaciones de sustratos y su impacto en las variables de
crecimiento, desarrollo y produccion del hongo, con el propdsito de establecer un
protocolo estandarizado que permitié reproducir de manera eficiente las condiciones

necesarias para la fructificacion de esta especie en el laboratorio (Tabla 5).
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Para el sustrato de bagazo de cafia, se secd a 90 °C durante tres dias, seguido de una
molienda hasta obtener un tamaio de particula fino (1-2 mm) con el fin de aumentar el
area de superficie para la colonizacion fungica (Ehis-Eriakha et al., 2023), en el caso de
suplementos nutricionales, el extracto de levadura se afiadié para proporcionar nutrientes
adicionales, como vitaminas y minerales, que son esenciales para el crecimiento fingico
(Rech et al., 2020). En el cultivo de Pycnoporus, la combinacion de bagazo con cachaza
se ha empleado en la optimizacion de condiciones del sustrato, mejorando su estructura
fisica y facilitando un entorno mas favorable para el desarrollo del micelio, especialmente

en etapas iniciales de colonizacion. (Abdullahi et al., 2023).

2.2.2.2 Seleccion un sustrato éptimo de crecimiento del hongo Pycnoporus spp.

Para determinar el mejor sustrato para el crecimiento del hongo, de acuerdo con
Aguilar et al. (2023), se basa en la respuesta del hongo a diferentes sustratos, evaluando

factores clave como:

e Tiempo de colonizacidn

Durante la incubacion, se hicieron observaciones regulares cada 48 horas para verificar el
grado de colonizacién. El tiempo de colonizacion se registrd desde el momento en que el
hongo comenzo a crecer (proceso visible a partir del desarrollo de una capa blanca en la
superficie del sustrato) hasta cuando cubrié completamente la superficie del sustrato. Un
sustrato se considera completamente colonizado cuando el micelio cubre 100% de la
superficie visible. Esto generalmente ocurre entre 10 y 15 dias, dependiendo del tipo de

sustrato (Cesarino et al., 2024).

e Labiomasa seca

Al finalizar la colonizacion, se recogié el micelio formado. Para ello, se separ? el sustrato
colonizado de las partes no colonizadas. El micelio y el sustrato se secaron en una estufa
de aire caliente. El proceso de secado se realizdé a 60°C £ 2°C hasta que el peso se
mantenga constante. Por ultimo, una vez seca, se realizo el calculo de la biomasa

(Mendoza et al., 2020).
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Biomasa seca (g) = Peso final seco (g) — Peso del sustrato seco sin micelio(g)

Ecuacion 1

e Formacion de cuerpos fructiferos.

Tras completar la colonizacion y realizar los ajustes en las condiciones ambientales
(como la reduccion de temperatura a 35-37 + 0,5 °C y un aumento en la humedad relativa
de 68%), se permiti6 que el hongo pase por el proceso de induccion de fructificacion. Este
proceso comenzd cuando los primeros primordios (pequefios brotes) emergieron a partir
del micelio colonizado. Estos primordios contintian creciendo hasta convertirse en los
cuerpos fructiferos, que tomaron entre 25 y 28 dias para alcanzar su tamafo y forma
finales. El color de los cuerpos fructiferos pasod de blanco a los tonos caracteristicos de
Pycnoporus spp. (rojo, naranja o marron), indicando que estan listos para la produccion

de esporas (Cesarino et al., 2024).
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CAPITULO IIL- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Aislamiento del hongo Pycnoporus spp.

En la siguiente figura se muestra la purificacion del hongo Pycnoporus spp. aislado

en cajas Petri.

Figura 4

Aislamiento y desarrollo del micelio de Pycnoporus en medio PDA.

Nota: A: Crecimiento del micelio blanquecino en su fase inicial. B: Aparicion de la
pigmentacion anaranjada caracteristica del género en la etapa de adaptacion al medio de

cultivo.

La pigmentacion anaranjada intensa y la estructura lignicola que caracteriza a Pycnoporus
spp. sobre troncos en descomposicion sirvieron como referencia para su identificacion y
seleccion como hongo de interés. Se realizo el aislamiento en condiciones in vitro, donde
se evidencid un crecimiento micelial inicial de aspecto blanquecino y algodonoso, propio
de una fase temprana de colonizacion y adaptacion. Con el transcurso de los dias, comenz6
a manifestarse una pigmentacion anaranjada en los margenes de las placas, indicativa del
avance en el desarrollo del micelio. Esta tonalidad se intensifico progresivamente desde
las paredes hasta el centro del indculo, alcanzando una coloracion anaranjada
caracteristica. Este cambio visual fue interpretado como una sefial positiva de

colonizacion efectiva, asociada con la maduracion del hongo Anexo 1.

El crecimiento del micelio de Pycnoporus spp. en medio PDA se caracterizd por un

desarrollo morfologico que incluy6 una transicion de una coloracién blanquecina hacia
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una tonalidad anaranjada. Esta secuencia en la pigmentacidon constituyé un rasgo
fenotipico caracteristico (Schinagl et al., 2023f). El medio PDA, gracias a sus
componentes y nutrientes simples como glucosa y extracto de papa, brindan un entorno
favorable en la aceptacion inicial del micelio al medio, generando un crecimiento
abundante en los primeros dias de incubacion (Rich Milton R. & Eduardo J., 2020). A
medida que el micelio completd su desarrollo en el medio, se mantuvieron constantes las
condiciones de incubacion (Meng et al., 2022b). El cambio de tonalidad de blanco a
naranja fue un indicador visual de que la madurez del micelio se completdé de manera
favorable, constituyendo una evidencia de un aislamiento exitoso y de una adaptacion

efectiva a las condiciones in vitro.

El comportamiento del desarrollo micelial de Pycnoporus spp. en medio PDA, bajo
condiciones constantes, coincidié con lo reportado en investigaciones recientes. En el
presente estudio se observo que el crecimiento inicial present6 una textura algodonosa y
blanquecina del micelio, seguida de un cambio progresivo hacia una pigmentacion
anaranjada. A su vez en la investigacion de Meng et al., (2022¢) se mostrd que las cepas
de Pycnoporus sanguineus cultivadas en medio PDA desarrollaron una coloracion rojiza
a partir del quinto dia de incubacion, caracteristica de la produccion de metabolitos
secundarios como la cinnabarina. De igual manera, Andrade et al., (2020) mencionaron
que la pigmentacion liberada tnicamente bajo condiciones especificas se debio a la
constancia de temperatura entre 28 y 30 °C, asi como a la disponibilidad adecuada de
nutrientes, considerados factores esenciales en la presente investigacion. A comparacion
con lo sefialado por Portz et al., (2022b), destacaron la estabilidad pigmentaria en medios
lignocelulodsicos, en esta investigacion el medio PDA favorecié un crecimiento micelial

uniforme y una pigmentacion constante.

La figura muestra como la desinfeccion influye en el crecimiento del hongo Pycrnoporus,

evidenciando un desarrollo més limpio y uniforme en condiciones desinfectadas.

24



Figura §

Evaluacion comparativa del control morfologico del hongo Pycnoporus.

Nota: Se observa en la figura como influye la desinfeccion en el crecimiento del micelio.
En la imagen B la placa evidencia el desarrollo uniforme y crecimiento radial sin
contaminaciones. A diferencia, en la imagen A y C se evidencia contaminacion,
especialmente en la C, donde la ausencia de un proceso de desinfeccion afecta a la

morfologia del micelio.

El efecto del tratamiento sobre el hongo Pycnoporus evidencia el impacto del proceso de
desinfeccion en la estructura de la fraccion de la muestra original del hongo. Las muestras
en cierto caso fueron previamente desinfectadas las cuales presentan un crecimiento
homogéneo, ademas de que su morfologia es densa, evidenciando la ausencia de posibles
contaminantes. La contaminaciéon de hongos oportunistas al no aplicarse una correcta
desinfeccion provoca una rapida infeccion por microorganismos contaminantes,

impidiendo el desarrollo del micelio de Pycnoporus spp.

Para Lazim et al.,, (2016) la aplicaciéon de un protocolo microbiologico permitio
identificar, mediante cambios morfoldgicos del micelio de Pycnoporus, los efectos de la
contaminacion ambiental y del estrés provocado por agentes desinfectantes, evidenciando
su rol como bioindicador de viabilidad y alteraciones estructurales. Para Chan Cupul
et al., (2016) los procesos de desinfeccion con etanol 70% e hipoclorito de sodio son

esenciales para la supresion de las comunidades microbianas competitivas, asegurando asi
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la pureza del cultivo. Segun Téllez (2016) el desarrollo de protocolos de control biologico
permite una evaluacion en la efectividad de Pycnoporus sanguineus permitiendo la
inhibicion del desarrollo de hongos fitopatdogenos y la reduccion en la proliferacion de

Botrytis cinerea 'y Fusarium oxysporum.

El enfoque de la presente investigacion se centré en la morfologia micelial como un
bioindicador visual de contaminacién en Pycnoporus. Renteria-Martinez et al., (2019)
demostraron que las alteraciones estructurales en la textura y densidad de distintos hongos
constituyeron indicadores confiables para identificar situaciones de estrés fungico. Sin
embargo, Cha et al., (2021) en su protocolo de desinfeccion, priorizaron la desinfeccion
preventiva para suprimir contaminantes bioldgicos antes del aislamiento. No obstante, en
el protocolo establecido en la presente investigacion se optd por desinfectantes
enzimaticos, los cuales redujeron el dafio estructural en comparacion con el hipoclorito y

el etanol al 70 %, al tener un menor impacto sobre la viabilidad celular Figura 5-B.

3.2. Crecimiento del micelio en cultivo liquido

La figura ilustra el crecimiento del Pycnoporus spp. en medios sélido y liquido,
evidenciando la capacidad del hongo para desarrollarse en ambas condiciones de cultivo.
Figura 6

Desarrollo micelial del Pycnoporus spp. en medios solido y liquido.
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Nota: La figura muestra la secuencia del cultivo micelial de Pycnoporus spp. en
laboratorio. A: aislamiento inicial del micelio en medio sélido; B: Traspaso del inoculo a

medio liquido en frascos Erlenmeyer; C: crecimiento del micelio en medio liquido.

La Figura 6 mostro las fases clave del desarrollo del cultivo micelial de Pycnoporus spp.
bajo condiciones controladas in vitro. En la imagen A se observd el aislamiento del micelio
en medio PDA, con un crecimiento superficial caracteristico. Esta etapa inicial permitio
identificar fragmentos con mayor capacidad de desarrollo, los cuales continuaron su
crecimiento en un entorno liquido enriquecido con nutrientes. El uso de esferas de vidrio
gener6 un leve movimiento al interior del frasco, favoreciendo la dispersion del micelio
sin comprometer su estructura. Finalmente, la imagen C evidencioé que el crecimiento
micelial fue proporcional al tiempo de incubacion a 37,5 °C durante 15 dias, observandose

una biomasa densa, abundante y sedimentada de manera fragil.

Diversos estudios destacaron la influencia de factores nutricionales y fisicos en el
desarrollo y adaptacion del hongo. En medios liquidos, se indico que el uso de caldo de
salvado de arroz con un pH optimo favorecio significativamente la produccion de biomasa
micelial bajo condiciones de 28 °C, baja iluminacion y agitacion constante, lo que
permitié alcanzar una alta concentracion de micelio. En estos casos, se evidencid una
marcada proliferacion micelial en este tipo de medios (Aguilar et al., 2023d). En otro
contexto, los medios solidos como PDA han demostrado un crecimiento radial de P.
sanguineus, cubriendo la superficie de la placa Petri completamente en el lapso de 4 a 5

dias a 25+1°C (Sanchez & Montoya, 2020).

El crecimiento micelial observado en el presente estudio evidencid la eficacia del medio
liquido suplementado con extracto de papa y dextrosa, lo cual incrementd la colonizacion
y promovio una mayor densidad y homogeneidad del micelio. Este resultado coincidio
con lo reportado (Fabros et al., 2023a), quienes sefialan que gran parte de los hongos
silvestres pueden desarrollarse eficazmente en cultivos sumergidos, beneficiandose del
aporte nutricional y de la oxigenacion que estos ofrecen. Por otra parte, Portz et al.,
(2022b) indican que la morfologia del micelio puede variar segun las condiciones fisicas

y nutricionales del entorno. De acuerdo con lo observado, la morfologia del micelio en la
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muestra suspendida en la superficie del medio present6 simultaneamente una coloracion
blanquecina y anaranjada. A su vez, [joma & Tekere, (2017) enfatizan que la adaptacion
del hongo también se atribuyd a las condiciones controladas de incubacién mantenidas
durante un rango constante de dias, lo que favorecio la proliferacion de la biomasa. En
este caso, la incubacion se mantuvo de forma parcial, evidenciando una buena adaptacion

del micelio a las condiciones establecidas Anexo 2.

La figura muestra el crecimiento de Pycnoporus spp. en medio liquido, destacando al

matraz 3 por su mayor produccioén de biomasa.

Figura 7

Tiempo de duplicacion del crecimiento micelial de Pycnoporus spp. en medio liquido

Crecimiento micelial de Pycnoporus spp. en cultivo liquido
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Nota: La grafica muestra el tiempo de duplicacion del crecimiento micelial de Pycnoporus
spp. en cultivo liquido para cada uno de los cuatro matraces evaluados. El matraz 3

presentd el mayor tiempo de duplicacion, mientras que el matraz 4 fue el mas eficiente,

indicando una mayor tasa de crecimiento.

La Figura 7 muestra el crecimiento del micelio de Pycnoporus spp. en medio liquido,
expresado como biomasa seca entre los dias 5 y 18 de incubacion. Se observa una
tendencia creciente en todos los tratamientos, con variaciones en la velocidad de

acumulacion de biomasa entre los cuatro matraces. El matraz 3 present6 los valores mas

28



altos en casi todos los puntos de muestreo, lo que indica un rendimiento superior en
términos de desarrollo micelial. En contraste, el matraz 1 tuvo un crecimiento mas
moderado. La linea de tendencia aplicada al matraz 3 confirma su progresion constante.
Estos resultados reflejan la capacidad adaptativa del hongo bajo condiciones liquidas y
resaltan la eficiencia del tratamiento aplicado en el matraz 3 para promover la acumulacion

de biomasa.

La biomasa seca del micelio de Pycnoporus spp. en cultivo liquido mostr6 un crecimiento
progresivo y sostenido entre los dias 5 y 18, alcanzando valores mdximos de
aproximadamente 1,17 g en el matraz 3. Este patron es consistente con estudios recientes;
Aguilar et al., (2023) reportaron un incremento de la biomasa de P. sanguineus en
cultivos sumergidos, registrando valores de hasta 10,2 g/L tras 25 dias de incubacién. Del
mismo modo, investigaciones sobre hongos filamentosos han demostrado que el peso seco
es un método confiable para estimar la biomasa, siempre y cuando se realice
correctamente la deshidratacion y homogeneizacion de la muestra. La biomasa seca de
Pycnoporus spp. mostr6 un incremento progresivo en cultivo liquido, similar a lo
reportado por Mendoza et al., (2020) quienes destacaron que periodos de incubacion
prolongados favorecen la acumulacion micelial. El matraz 3 presentd el mayor
rendimiento, confirmando la utilidad de la biomasa seca como indicador fiable del

crecimiento en medios liquidos.

En el presente estudio, la biomasa seca de Pycnoporus spp. alcanzé un valor maximo de
aproximadamente 1,17 g en el matraz 3 al dia 18 de incubacion, superando los valores
reportados por Mendoza et al., (2020), quienes observaron un incremento de biomasa de
0,24 g a 0,51 g en cultivos sumergidos de P. sanguineus durante 25 dias. Esta diferencia
puede atribuirse tanto a las condiciones especificas del medio como a la formulacién
nutricional empleada, lo cual influyé directamente en la eficiencia del crecimiento
micelial. Asimismo, Aguilar et al., (2023e) registraron concentraciones de hasta 10,2 g/L
de biomasa seca bajo condiciones controladas en agitacion constante, destacando que los
parametros fisicos del sistema pueden acelerar o limitar la acumulacion fingica. De igual
forma, estudios como el de Fabros et al., (2023b), confirmaron que medios liquidos

enriquecidos favorecen la proliferacion micelial en especies lignoceluloliticas Anexo 3.

29



Las Figuras A y B muestran el crecimiento de Pycnoporus spp. segun
concentracion y absorbancia, destacando mayor eficiencia en ciertos matraces.
Figura 8

Cinética de crecimiento de biomasa de Pycnoporus spp.

Crecimiento micelial de Pycnoporus spp.
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CONCENTRACION 2
CONCENTRACION 3

—@— CONCENTRACION 4

Nota: La grafica muestra la concentracion de Pycnoporus spp.. Los matraces 2 y 3
destacaron por su mayor crecimiento, el matraz 1 presentd una disminucion desde el dia

5 y el matraz 4 mantuvo un ascenso constante.

Las graficas A y B muestran la cinética de crecimiento de Pycnoporus spp. evaluada
mediante absorbancia a 620 nm y concentracion estimada de biomasa durante el periodo
de incubacion. En ambas representaciones, los matraces 2 y 3 reflejaron un
comportamiento similar, con un crecimiento progresivo y sostenido a lo largo del tiempo,
alcanzando los valores mas altos hacia el final del ensayo. En contraste, el matraz 1
present6 una disminucién evidente a partir del dia 5, lo que sugiere una posible fase de
declive temprano. Por otro lado, el matraz 4 mostré una tendencia ascendente continua,

aunque con valores mas moderados, manteniendo una curva estable hasta el dia 9.
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Con base en la cinética de crecimiento representada en la Figura 8, se evidencié un
comportamiento diferencial entre los cuatro matraces, evaluado mediante absorbancia a
620 nm. En hongos como Pycnoporus, el crecimiento se valord en términos de
concentracion celular o densidad optica (Aguilar et al., 2023f). La fase lag represento el
periodo de adaptacion del micelio al nuevo medio, seguida por la fase exponencial, en la
cual las células se dividieron y la biomasa se incrementd rapidamente (Andlar et al.,
2018). Posteriormente, en la fase estacionaria, el crecimiento neto se interrumpi6 debido
al agotamiento de nutrientes o a la acumulacion de metabolitos que inhibieron el
desarrollo, lo que afect6 la produccion de enzimas extracelulares (Shanmugasundaram
et al.,, 2019b). Finalmente, en la fase de descenso, la biomasa se redujo como
consecuencia de procesos de apoptosis. Diversos estudios evidenciaron que, en el
crecimiento de hongos, existid una variabilidad en la cinética segun el inoculo y el tipo de
medio utilizado, lo que enfatiz6 la importancia del monitoreo constante durante el cultivo

Anexo 4 .

Durante la fase exponencial, los resultados mostraron que en los matraces 2 y 3 se
alcanzaron valores de absorbancia de hasta 1.3 entre los dias 1 y 5, lo que indic6 un
crecimiento micelial sostenido de Pycnoporus spp. en medio PDB. Este comportamiento
coincidid con lo reportado por Shanmugasundaram et al., (2019), quienes sefialaron que
el crecimiento optimo de P. sanguineus en medio liquido alcanza una densidad Optica
cercana a 1.2 bajo condiciones aerobias. De manera similar Rajoriya et al., (2021)
destacaron que la fase logaritmica en medios lignoceluldsicos, entre los dias 2 y 6,
presentd una cinética comparable a la observada en esta investigacion. En contraste, el
matraz 1 evidenci6 una disminucion significativa en el dia 5, lo que sugiere una posible
inhibicién metabolica o condicion de estrés. En este sentido, Andlar et al., (2018)
indicaron que en cultivos fungicos sometidos a limitaciones nutricionales puede generarse
una acumulacion de metabolitos secundarios que afecta negativamente el desarrollo

micelial.
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3.3. Formulacion de sustrato y comparacion del efecto en la biomasa de Pycnoporus
spp-
Se evaluaron distintas formulaciones de sustratos para el cultivo de Pycnoporus spp.,

considerando su composicion y propiedades fisicoquimicas. La tabla resume los
tratamientos aplicados.
Tabla 6

Composicion de sustratos y propiedades fisicoquimicas utilizadas en el cultivo de

Pycnoporus spp.
. . . . Cascarilla de arroz
Tratamiento Aserrin (g) Paja detrigo(g) Bagazo (g) @
Ml 408 90 91 91
M2 90 408 91 91
M3 91 91 408 90
M4 91 90 91 408

i Humedad
Tratamiento pH Porosidad (%) Cenizas Carbono

(%) (%) (%)
M1 6,04 61,2 7,45 92,6 62,8
M2 6,25 66,2 8,23 91,8 65,1
M3 6,57 68,2 8,5 91,5 67,4
M4 6,06 57,7 4,63 95,4 65,2

Nota: Representa las proporciones de sustratos utilizados en cada tratamiento, asi como
sus propiedades fisicoquimicas. El tratamiento M4, con mayor proporcion de cascarilla
de arroz, contiene propiedades que influye directamente en el desarrollo micelial de

Pycnoporus spp..

La Tabla 1 presenta el analisis comparativo de la biomasa seca generada por Pycnoporus
spp. en los cuatro tratamientos formulados con distintas combinaciones de sustratos. En
la seccion superior se detallan las cantidades de aserrin, paja de trigo, bagazo y cascarilla
de arroz utilizadas en cada tratamiento Anexo 5, mientras que la seccion inferior incluye
los valores fisicoquimicos de cada formulacion. Entre los pardmetros evaluados se

encuentran el pH, la porosidad, el contenido de cenizas, carbono y humedad, todos ellos
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factores que pueden influir directamente en la eficiencia del crecimiento micelial y en la

acumulacion de biomasa.

La caracterizacion de los sustratos en los tratamientos M1 a M4 revela que las propiedades
fisicoquimicas como el pH, la humedad y la porosidad influyen directamente en el
rendimiento de Pycnoporus spp. Anexo 6. Estas variables afectan la aireacion, la retencion
de agua y la disponibilidad de nutrientes en el sustrato, condicionando el desarrollo
micelial. La combinacion de residuos lignocelulésicos utilizados permitié establecer
diferencias claras en la produccion de biomasa. Para confirmar estos resultados, se
aplicaron andlisis estadisticos Anexo 7, mediante ANOVA y prueba de Tukey, que
demostraron diferencias significativas entre tratamientos (Correa-Pacheco et al., 2018).
Los graficos de error estandar facilitaron la comparacion entre medias ajustadas,
fortaleciendo la interpretacion de la variabilidad intergrupal (Rivas Rosero, 2018) .
Ademas, el uso de diagramas de cajas permiti6 visualizar la distribucion y simetria de los
datos, asi como la presencia de valores atipicos (Salinas Sanchez et al., 2022b). Estas
herramientas fueron fundamentales para validar el efecto de las formulaciones sobre el
comportamiento fungico, tal como se ha reportado en otros estudios con hongos

ligninoliticos Anexo 8 (Renteria-Martinez et al., 2018).

Los tratamientos T3 y T4 presentaron los mejores resultados en la produccion de biomasa
seca de Pycnoporus spp., destacando por el uso de bagazo (T3) y cascarilla de arroz (T4)
como sustratos principales. Segun la Tabla 2, ambos tratamientos mostraron mayor
contenido de humedad, carbono y porosidad, condiciones que favorecen la colonizacion
micelial Anexo 9. En las gréaficas A, B 'y C se evidencia que T3 y T4 alcanzaron los valores
promedio mas altos de biomasa (1,26 g y 1,13 g, respectivamente) y menor desviacion
estandar (£0,03), lo que indica estabilidad entre réplicas. La prueba ANOVA mostro
diferencias significativas entre tratamientos (F = 52,65; p < 0,0001), confirmadas
mediante el andlisis de Tukey (ver Figuras D y E Anexo 10). Estas herramientas
estadisticas permiten validar la influencia del tipo de sustrato en el rendimiento micelial
(Manterola et al., 2018). Ademas sefialan Schimpf & Schulz (2016), que el uso de

boxplots permite identificar valores extremos y evaluar la distribucion de datos, mientras
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que (Portz et al., 2022b) destacan que estos métodos son esenciales en estudios de
eficiencia biotecnologica con hongos ligninoliticos.
3.4. Analisis de las propiedades fisicoquimicas del sustrato

Comparacioén de las propiedades fisicoquimicas de sustratos, el tratamiento M3 y
M4 muestran mejores caracteristicas.
Tabla 7

Resumen comparativo entre tratamientos segun las propiedades fisicoquimicas de los

sustratos por tratamientos.

Tratamiento pH Significancia Porosida Cenizas Carbono Humedad

d (%) (%) (%) (%)

MI(A) 6,04 + a 61,2 7,45 92,6 62,8
0,02

M2(B) 6,25 + a 66,2 8,23 91,8 65,1
0,00

M3(C) 6,57 + b 68,2 8,50 91,5 67,4
0,26

M4(D) 6,06 = a 57,7 4,63 95,4 65,2
0,24

Nota: Los valores promedios de las principales caracteristicas fisicoquimicas de los
sustratos. Estos parametros caracterizan la estructura, composicion organica y capacidad
de retencion de humedad seglin los tratamientos de los sustratos para el mejor desarrollo

de Pycnoporus.

La Tabla 10 resume las propiedades fisicoquimicas de los tratamientos aplicados,
destacando diferencias en el pH entre grupos segin el andlisis de Tukey HSD. El
tratamiento M3(C) presentdé un pH significativamente mayor (6,57 + 0,26) respecto a
M1(A), M2(B) y M4(D), los cuales no mostraron diferencias significativas entre si, como
lo indican las letras de significancia. Ademds, M3 registr6 los valores mas altos en

porosidad (68,2 %) y humedad (67,4 %), lo que sugiere una estructura mas aireada y una
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mayor capacidad de retencion hidrica, condiciones favorables para el crecimiento de
Pycnoporus spp. Por otro lado, M4 presentd el mayor contenido de carbono (95,4 %) y el
valor mas bajo de cenizas (4,63 %), lo cual también puede influir positivamente en la
eficiencia del desarrollo micelial. Estos parametros confirman que las propiedades
fisicoquimicas del sustrato afectan directamente el rendimiento biologico del hongo

Anexo 11.

La comparacién de los valores de pH en los tratamientos M1 a M4 mediante la prueba de
Tukey permitio identificar diferencias significativas entre M1 y M3, asi como entre M3 y
M4 (p <0,05), mientras que los demas pares no presentaron diferencias estadisticas. Esto
indica que el tratamiento M3 posee un pH significativamente mayor, lo cual puede
favorecer el crecimiento micelial Anexo /2. Segin Makarenkova et al., (2021), las
variaciones en el pH del sustrato influyen directamente en la produccion enzimatica de
hongos ligninoliticos. Asimismo, factores como porosidad y humedad influyen en la
disponibilidad de oxigeno y agua para el micelio, afectando su rendimiento Anexo 13
(Zhou et al., 2018). En la Tabla 3 se observa que M3 present6 los valores mas altos de
porosidad (68,2 %) y humedad (67,4 %), condiciones Optimas para el desarrollo de
Pycnoporus spp Anexo 14 - Anexo 15.

Los valores de pH promedio obtenidos en tu estudio (M3/C = 6,57 +0,26) se alinean con
los hallazgos de Portz et al. (2024), quienes cultivaron P. sanguineus en compost de aserrin
y bagazo, reportando un pH optimo alrededor de 6,0-6,5 para un crecimiento eficiente
(Portz et al., 2024). Asimismo, la influencia del tamafio de particula en el sustrato fue
confirmada por Portz et al., (2022c), quienes observaron que granulometrias menores
(<500 um) favorecen produccion de biomasa y pigmentos como la cinnabarina en P.
sanguineus. En términos de estabilidad enzimatica y actividad del micelio, se ha reportado
que enzimas ligninoliticas, como la lacasa de Trametes versicolor presentan mayor
estabilidad en rangos de pH entre 4,0 y 6,0 (Uber et al., 2025), lo cual coincide con tu
tramo de pH (6,06-6,57) que favorecié mejor porosidad y humedad en M3 Anexo 16.
Estos resultados respaldan que formulaciones con medio pH adecuado y humedad

controlada permiten optimizar el crecimiento y produccion de metabolitos en hongos
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ligninoliticos, todo esto se realizd aplicando las férmulas correspondientes segun el

analisis requerido Anexo 17.

3.5. Fructificacion
La tabla resume la respuesta de fructificacion macroscdpica observada en cada
tratamiento. Se destaca T4 como el unico que presentd desarrollo visible del cuerpo

fructifero.

Tabla 8

Presencia de fructificacion macroscopica en los tratamientos evaluados de Pycnoporus

Tratamiento Fructificacion Nivel de fructificacion Observacion

1 No 1 Solo micelio; sin
estructuras
reproductivas.

2 No 2 Micelio esparcido, sin
fructificacion visible.

3 No 1 Colonizacion inicial del
sustrato.

4 Si 3 Fructificacion activa;
pigmentacion rojiza

visible (Ver anexo).

Nota: Se registra presencia visual de cuerpos fructiferos inicamente en el tratamiento T4.
Los tratamientos T1, T2 y T3 mostraron crecimiento micelial parcial, sin desarrollo

evidente de estructuras reproductivas.

La Tabla 4 presenta la bolsa correspondiente al tratamiento T4, en la cual se evidencio6 la
formacion del cuerpo fructifero de Pycnoporus spp. visible por la coloracion rojiza y el
crecimiento superficial del micelio. Este tratamiento fue el Unico que logr6 inducir la
fructificacion bajo las condiciones evaluadas, mientras que en los demas solo se observo
desarrollo micelial sin estructuras reproductivas. Este resultado resalta la eficacia del

sustrato utilizado en T4 para estimular el ciclo reproductivo del hongo (Ver anexo).
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La fructificacion en hongos basidiomicetos, como Pycnoporus spp., dependen de
multiples factores fisicos y quimicos del sustrato, entre ellos la disponibilidad de
nutrientes, la relacién carbono/nitrogeno, la estructura del sustrato y la aireacion. La
formacion de cuerpos fructiferos es generalmente inducida cuando el micelio ha
colonizado completamente el medio y se expone a estimulos como reducciéon de
nutrientes, luz, humedad elevada y temperaturas especificas (Pelkmans et al., 2016).
Estudios en hongos lignoceluldsicos han demostrado que la formulacion del sustrato es
determinante para alcanzar una fructificacion eficiente, siendo fuentes ricas en celulosa y
con buena porosidad mas favorables (Carrasco et al., 2018). En particular, la baja
concentracion de sales y un buen equilibrio hidrico en el sustrato han sido asociados a una
mayor induccion de cuerpos fructiferos (Fernandez-Fueyo et al., 2019). Aunque en esta
investigacion el tratamiento T4 gener6 fructificacion visible, esto se atribuye a una
combinacion mas adecuada de condiciones fisicoquimicas, como se ha documentado en

estudios con otros hongos blancos responsables de degradacion de lignina.

Durante la evaluacion experimental, solo el tratamiento T4 logré inducir fructificacion
visible, lo que sugiere que su formulacion contenia una combinacion favorable de
propiedades fisicoquimicas, como mayor contenido de carbono (95,4 %), menor
porcentaje de cenizas (4,63 %) y una humedad equilibrada (65,2 %). Esta respuesta
contrasta con los tratamientos T1, T2 y T3, en los que no se observé formacion del cuerpo
fructifero, a pesar de presentar altos valores de porosidad Anexo 16. Resultados similares
fueron reportados por Suwannarach et al., (2022), quienes concluyeron que un contenido
de carbono por encima del 90 % junto con baja carga mineral favorece la induccion de
fructificacion en hongos lignoceluldsicos. Asimismo, Carrasco et al., (2018) observaron
que formulaciones con alta relacion C/N y estructura porosa balanceada incrementan la
eficiencia reproductiva en especies de interés biotecnoldgico. De manera complementaria,
Lin et al., (2022) destacaron que factores como la disponibilidad de oxigeno, la retencion
de humedad y la calidad estructural del sustrato desempefian un rol clave en la

diferenciacion del micelio hacia estructuras reproductivas.
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CAPITULO IV.- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 CONCLUSIONES

Se logré optimizar las variables nutricionales y ambientales para el cultivo de Pycnoporus
spp. en diferentes medios de cultivo, destacandose que las formulaciones T3 (mayor
concentracion de bagazo de cana) y T4 (mayor concentracion de cascarilla de arroz)
permitieron un crecimiento micelial robusto y una biomasa superior. El tratamiento T4 fue
el tnico que mostrd fructificacion visible, evidenciando su potencial para escalado

industrial.

El proceso de aislamiento en medio PDA permiti6 una colonizacién eficiente del micelio,
con transicidon de color blanco a naranja como indicador de viabilidad. El protocolo de
desinfeccion fue clave para evitar contaminaciones y mantener la morfologia
caracteristica de Pycnoporus spp. En medios liquidos suplementados con peptona y
dextrosa, se alcanzd una biomasa maxima de 1,27 g en el dia 18 de incubacion, destacando
el matraz 3 por su eficiencia. Los andlisis de absorbancia confirmaron la cinética de

crecimiento esperada en fases logaritmicas sostenidas.

El tratamiento M4 (mayor concentraciéon de cascarilla de arroz) fue el que indujo
fructificacion visible en Pycnoporus spp., gracias a su alto contenido de carbono, baja
proporcion de cenizas y adecuada humedad. Estas condiciones generaron un entorno
favorable para la diferenciacion del micelio, consolidando a T4 como la formulacion mas

prometedora para protocolos de produccion reproductiva en contextos industriales.
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4.1 RECOMENDACIONES

Se recomienda implementar la formulacion del tratamiento T4 a escala semindustrial,
considerando condiciones controladas de humedad, temperatura y aireacion, con el fin de

validar su viabilidad técnica y productiva en contextos de cultivo extensivo de Pycnoporus

Spp.

Se sugiere complementar futuras investigaciones con andlisis enzimaticos Yy
metabolomicos, tales como espectrofotometria o cromatografia liquida, que permitan
cuantificar la produccién de lacasas y metabolitos bioactivos durante el crecimiento

micelial y la fructificacion.

Se aconseja evaluar nuevas combinaciones del sustrato base de cascarilla de arroz con
fuentes suplementarias de nitrogeno o compuestos minerales, con el objetivo de potenciar

el rendimiento de biomasa y mejorar la consistencia en la induccidn de cuerpos fructiferos.
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ANEXOS

Anexo 1

Cultivo en medio sélido de Pycnoporus spp.en cajas Petri

Nota: Registro de crecimiento micelial de Pycnoporus cinnabarinus en medio PDA
durante la fase de aislamiento y propagacion en condiciones de laboratorio. Se observo el

desarrollo concéntrico del micelio blanco con pigmentacion rojiza caracteristica en el

centro de las colonias.
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Anexo 2

Cultivo de Pycnoporus spp. en medio liquido.

Tl

Nota: Crecimiento micelial de Pycnoporus spp. en medio liquido bajo condiciones de
incubacion. Se formd una capa superficial de micelio con pigmentacion rojiza
caracteristica, asociada a la produccion de metabolitos secundarios. Este cultivo fue

utilizado como in6culo para la preparacion de los tratamientos en sustrato solido.
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Anexo 3

Preparacion de muestras para andlisis de porosidad y contenido de humedad.

Nota: Muestras representativas de cada tratamiento colocadas en vasos de precipitado para
determinar el contenido de porosidad. El procedimiento consistio en el secado de sustratos
previamente pesados, seguido del calculo de la densidad aparente y real, como parte de la

caracterizacion fisicoquimica de los tratamientos.

Anexo 4

Proceso de extraccion de agua en sustratos para el andlisis de contenido de humedad

Nota: Muestras de los tratamientos colocadas en embudos con papel filtro durante el

proceso de escurrido, como parte del analisis de contenido de humedad. Posteriormente,
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los residuos himedos fueron secados y pesados para calcular el porcentaje de agua

presente en el sustrato, utilizando la diferencia entre el peso himedo y seco.

Anexo 5

Mezcla y homogenizacion de sustratos en fundas para inoculacion

Nota: Proceso de mezcla y envasado de los sustratos formulados para cada tratamiento.
Las fundas contienen diferentes concentraciones de aserrin, paja de trigo, bagazo de cana
y cascarilla de arroz, preparadas seglin la proporcidon de cada tratamiento experimental

antes de la inoculacion con Pycnoporus spp.

50



Anexo 6

Fructificacion en el Tratamiento 4 de Pycnoporus spp.

Nota: Tratamiento 4 en el que se evidencid la formacion de cuerpos fructiferos de
Pycnoporus spp., visibles por la pigmentacion rojiza caracteristica sobre el micelio y el
sustrato. Este fue el mejor tratamiento en el que se observé una respuesta morfoldgica
reproductiva bajo las condiciones del ensayo, confirmando la eficacia de su formulacion

para inducir fructificacion.
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Anexo 7

Mediciones de pH por tratamiento en triplicado.

pH
Tratamiento pH1 pH2 pH3 pH promedio
Ml 5,93 6,02 6,18 6,04
M2 6,61 6,08 6,05 6,25
M3 6,5 6,55 6,65 6,57
M4 6,02 6,04 6,13 6,06

Nota: Valores de pH medidos en tres repeticiones independientes por cada tratamiento,
realizados con una suspension 1:2 de sustrato en agua destilada. El valor promedio fue
utilizado para el andlisis estadistico y la caracterizacion fisicoquimica de cada

formulacion.

Anexo 8

Determinacion del contenido de humedad en los tratamientos experimentales.

Contenido de agua

Muestra Peso himedo (g) Peso seco (g) Humedad (%)
M1 156,17 58,16 62,8
M2 181,97 63,48 65,1
M3 146,23 47,68 67,4
M4 145,83 50,68 65,2

Nota: Valores de pesos humedos y secos obtenidos por tratamiento, utilizados para
calcular el porcentaje de humedad segun la relacion entre la pérdida de agua y el peso
inicial de la muestra. Este andlisis permiti6 caracterizar la capacidad de retencion de agua

de cada sustrato previo al proceso de inoculacion.
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Anexo 9

Produccion de biomasa seca ytasa de crecimiento especiﬁco de Pycnoporus spp. por
matraz.

BIOMASA
MATRAZ?2 MATRAZ3 MATRAZ 4
DIA  MATRAZI (g) ©@ © ©@
5 0,04 0,14 0,25 0,1
7 0,11 0,26 0,39 0,17
9 0,41 0,32 0,51 0,36
11 0,62 0,46 0,69 0,5
13 0,81 0,51 0,83 0,67
15 1,01 0,68 0,97 0,88
17 1,14 0,82 1,19 1,05
18 1,18 0,96 1,27 1,13
TASA DE CRECIMIENTO ESPECIFICO (p)
Interval
dia Matraz 1 (p) Matraz 2 (p) Matraz 3 (p) Matraz 4 (p)
7a9 0,6578 0,10382 0,1341 0,3752
9all 0,2068 0,18145 0,1511 0,1643
I11al3 0,1337 0,05159 0,0924 0,1463
13a15 0,1103 0,14384 0,0779 0,1363
15a18 0,0605 0,09361 0,1022 0,0883

Nota: Datos correspondientes al crecimiento micelial evaluado por peso seco en cuatro
matraces durante ocho dias. La biomasa fue registrada cada 48 horas, y a partir de estos
valores se calculo la tasa de crecimiento especifico (p) por intervalos, permitiendo estimar

la eficiencia del crecimiento del hongo en medio liquido.
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Anexo 10

Determinacion del contenido de cenizas por tratamiento.

Cenizas
Peso crisol vacio  Peso muestra en crisol ~ Peso crisol + ceniza %
Muestra (2 (2 (2 Ceniza
MI 26,64 4,16 26,95 7,45
M2 39,39 4,01 39,72 8,23
M3 25,89 4,47 26,27 8,50
M4 36,04 3,89 36,22 4,63

Nota: Pesos registrados durante el proceso de calcinacion de los sustratos en mufla. El

porcentaje de cenizas fue calculado con base en la diferencia entre el peso del crisol con

cenizas y el crisol vacio, en relacion con el peso de la muestra seca, reflejando el contenido

de materia inorganica de cada tratamiento.

Anexo 11

Comparacion de medias por prueba de Tukey para pH entre tratamientos.

Prueba de Tukey:

Multiple Comparison of

Means - Tukey HSD,

lower

FWER=©6.85
upper reject
8.6647 False
B.9847 True
8.4814 False
8.7814 False

©.278 False
-9.842 True

Nota: Resultados de la prueba de comparaciones multiples de Tukey (HSD, a = 0.05)

aplicada a los valores promedio de pH por tratamiento. Se identificaron diferencias
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estadisticamente significativas entre M1-M3 y M3-M4 (p < 0.05), lo que indica que el
tratamiento M3 present6 un pH significativamente mayor en comparaciéon con M1 y M4.

En el resto de las comparaciones no se observaron diferencias significativas.

Anexo 12

Formulas utilizadas para el calculo de variables fisicoquimicas.

Variable Formula
P idad Densidad aparente

orosidad  porosidad = [1 — ( ° P )] * 100
(%) Desidad real

Peso humedo — Peso seco
Humedad Humedad = [( )] » 100
(%) Peso himedo
Cenizas . (Peso final del crisol con ceniza — Peso crisol vacio)
Cenizas = | ] * 100

(%) Peso muestra

Carbono Carbono = 100 — Ceniza (%)

(%)

Nota: Relacion de formulas aplicadas para determinar porosidad, contenido de humedad,
porcentaje de cenizas y carbono en los sustratos. Estas expresiones matematicas
permitieron la caracterizacion comparativa de cada tratamiento previo a la inoculacion

con Pycnoporus spp.
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Anexo 13

Analisis grafico y estadistico de la biomasa seca por tratamiento en cultivo liquido.

A

Biomasa (g)

0.9

Promedio

Distribucién de biomasa por tratamiento

Biomasa promedio por tratamiento con error estandar

reject

L
P -
. 1.2 -
- L -
. s .
. 1.0
B
.
3 A
T Sos
> e
-
5 0.6
@
) = 0.4
—
-
0.0
T T2 T3 T4 m T2 3 T4
Tratamiento Tratamiento
Error estandar D
96 Tukey HSD:
lif I 1,13 Multiple Comparison of Means - Tukey HSD, FWER=©.05
0,94 L = -
groupl group2 meandiff p-adj lower upper
T T2 -0.2225 0.0 -0.3 -0.145
T1 T3 ©.0975 0.0131 0.02 ©.175
: T1 T4 -0.04 0.4497 -0.1175 0.0375
0,04 0,05 0,03 0,03
T2 T3 0.32 0.9 0.2425 0.3975
fratamientos T2 T4 ©.1825 ©.8001 ©.105 ©.26
Pl wb e T3 T4 -0.1375 ©.001 -0.215 -0.86
Promedio Desv. Estandar
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las variaciones Suma de cuadrados | Grados de libertad Promedio de los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 0,215225 3 0,071741667 52,6544343 | 3,5209E-07 [ 3,490294819
Dentro de los grupos 0,01635 12 0,0013625
Total 0,231575 15

Nota: Conjunto de resultados que representa la evaluacion de la biomasa seca generada

en los tratamientos experimentales. A) Distribucion de biomasa por tratamiento mediante

boxplot; B) Promedios con error estandar; C) Comparacion del error estandar individual;

D) Prueba de Tukey con diferencias significativas entre tratamientos; E) Analisis de

varianza (ANOVA) que confirma diferencias altamente significativas (p < 0.001) en la

biomasa entre tratamientos. El tratamiento T3 present6 el mayor rendimiento.
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Anexo 14

Comparacion grdfica de las propiedades fisicoquimicas de los tratamientos.

pH de sustratos

% Cenizas de Sustratos

6,60 9,00
6,50 8,00
6,40 7,00
6,30 , 600
- 6,20 E 5,00
2 6,10 3 a00
6,00 = 3,00
5,90 2,00
S,Bg 1,00
5,7
1 2 3 4 000 1 2 3 a
Seriesl 6,04 6,25 6,57 6,06 % Ceniza 7,45 8,23 8,50 463
Muestra Muestras
0, .
%Carbono %Porosidad de Sustratos
96,0 70,0
95,0 68,0
94,0 66,0
2 B 640
S 930 ‘F 62,0
o o
8 920 5 600
=R o
91,0 ® 580
56,0
900 54,0
89,0 52,0
1 2 3 4 1 2 3 4
%Carbono 92,6 91,8 91,5 95,4 M1 M2 M3 61,2 66,2 68,2 57,7
Muestra Muestras

Nota: Gréaficos de barras comparativos de las variables fisicoquimicas evaluadas para cada
tratamiento: pH, contenido de cenizas, carbono, porosidad y humedad. Los resultados
muestran diferencias entre tratamientos, especialmente en el contenido de carbono (mayor

en M4), porosidad (mayor en M3) y pH (mas elevado en M3), factores que pudieron influir

68,0
67,0
66,0
65,0
64,0
63,0
62,0
61,0
60,0

% Humedad

Seriesl 62,8

65,1

Contenido de humedad de sustrato

TR

Muestras

67,4

65,2

en el comportamiento del crecimiento y fructificacion del hongo Pycnoporus spp.
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Anexo 15
Grdfico de intervalos de confianza (Tukey HSD) para el pH por tratamiento.

Prueba de Tukey - pH por tratamiento

M4 &

M3 &

M2 4 &

M1 &

5.8 6.0 6.2 6.4 6.6 6.8
pH

Nota: Visualizacion de la prueba de Tukey para el pH promedio por tratamiento. Se
muestran los intervalos de confianza al 95 % para cada grupo. Las diferencias
significativas se reflejan en la no superposicion de los intervalos. El tratamiento M3

present6 un pH significativamente mayor frente a M1 y M4.
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Anexo 16

Comparacion integrada de variables fisicoquimicas por tratamiento.

Comparacioén de variables fisicoquimicas por tratamiento
EM1 M2 M3 E M4

|
(%)
pH Porosidad (%) Cenizas (%) Carbono (%) Humedad
m M1 6,04 61,2 7,45 92,6 62,8
M2 6,25 66,2 8,23 91,8 65,1
M3 6,57 68,2 8,5 91,5 67,4
M4 6,06 57,7 4,63 95,4 65,2

Nota: Grafico de barras agrupadas que representa los valores promedio de pH, porosidad,
cenizas, carbono y humedad en los cuatro tratamientos. Esta visualizacion permite
contrastar el comportamiento fisicoquimico de cada mezcla, destacando el mayor
porcentaje de carbono en M4, la mayor porosidad y humedad en M3, y la mayor acidez

(menor pH) en M1.
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