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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el potencial degradativo de hongos
lignoceluloliticos sobre corteza de pino y su efecto en la produccién de bocashi. Para el desarrollo
del trabajo investigativo se obtuvieron cepas comerciales de los hongos Pleurotus sp. y
Ganoderma sp. asociados a descomposicion de madera segln la literatura. La corteza de Pinus
radiata se obtuvo de un aserradero comercial. Para la estandarizacion de los medios de soporte y
crecimiento de los hongos se evaluaron dos medios de cultivo. Papa Dextrosa Agar (PDA) y Agar
malta modificado. Para determinar la adaptabilidad y crecimiento de los hongos en la corteza de
pino, se utilizé agar enmendado con distintas concentraciones (0, 5, 10, 15,20y 25 g/L) de corteza
de pino pulverizada. Se realizé un experimento de pudricién acelerada, para determinar el
potencial de descomposicion usando cuerpos de prueba de corteza de pino inoculados con los
diferentes hongos en estudio determinando el cambio de peso y volumen después de 30 dias
después de la inoculacion. Para la cuantificacion enzimatica (ligninasas y celulasas) se utilizaron
medios de cultivo diferenciales para cuantificacion cualitativa. Finalmente, para analizar el efecto
de Pleurotus spp. y Ganoderma spp. como indculos en la elaboracion de bocashi utilizando como
uno de los materiales corteza de pino, se sigui6 una receta estandar en la elaboracion de bocashi.
El medio agar malta modificado fue el mejor medio de soporte y crecimiento in vitro para los
hongos evaluados, y el hongo que mejor desarrollo presentd en los medios de soporte y
crecimiento fue Ganoderma sp. sin embargo, Pleurotus sp. crecid6 mejor en cualquier
concentracion de agar corteza de pino que, produjo mas cantidad de enzimas lignoceluloliticas,
modificd de manera significativa el volumen y peso de los cuerpos de prueba, influencié
importantemente las propiedades quimicas del bocashi y no afect6 la germinaciéon de las especies

vegetales evaluadas.

Palabras clave: < HONGO REISHI (Ganoderma sp)>, <CORTEZA DE PINO>,
<PUDRICION>, <LIGNINASAS>, <CELULASAS>, < HONGO OSTRA (Pleurotus sp)>.

06-05-2021
1101-DBRA-UTP-2021



ABSTRACT

This research aimed to study the degradative potential of lignocellulolytic fungi on pine bark and
its effect on the production of bocashi. Commercial strains of the fungi Pleurotus sp. and
Ganoderma sp. were obtained for the development of the research work. These ones were
associated with wood decomposition according to literature. Pinus radiata bark was obtained from
a commercial sawmill. Two culture media were evaluated for the standardization of the support
and growth media of the fungi: Potato Dextrose Agar (PDA) and Modified Malt Agar. Amended
Agar with different concentrations (0, 5, 10, 15, 20 and 25 g/ L) of bark of pulverized pine was
used in order to determine the adaptability and growth of the fungi in the pine bark. An accelerated
rotting experiment was carried out in order to determine the decomposition potential using pine
bark test bodies inoculated with the different fungi under study, determining the change in weight
and volume after 30 days after inoculation. Differential culture media were used for qualitative
quantification for enzyme quantification (ligninases and cellulases). Finally, a standard recipe was
followed in the elaboration of bocashi to analyze the effect of Pleurotus spp. and Ganoderma spp.
as inoculums in the elaboration of bocashi using as one of the materials pine bark. The modified
malt agar medium was the best in vitro growth and support medium for the evaluated fungi, and
the Ganoderma sp. was the fungi that presented the best development in the growth and support
media. However, Pleurotus sp. grew better at any concentration of pine bark agar, which produced
a greater quantity of lignocellulolytic enzymes, significantly modified the volume and weight of
the test bodies, significantly influenced the chemical properties of the bocashi and did not affect
the germination of the evaluated plant species.

Key words: <REISHI FUNGUS (Ganoderma sp)>, <PINE BARK>, <ROT>, <LIGNINASES>,

<CELLULAS>, <OSTRA FUNGUS (Pleurotus sp)>
Riobamba, May 10, 2021
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INTRODUCCION

La lignina es un compuesto quimico complejo de la madera, cuya degradacion en la naturaleza se
realiza por medio de microorganismos lignoceluliticos. Los hongos de la pudricion blanca, grupo
al que pertenece Ganoderma spp y Pleurotus spp, son una clase de estos microorganismos, los
cuales han sido estudiados por sus propiedades medicinales, alimenticias y su capacidad para
degradar la lignina y celulosa de los lodos residuales que se generan en la produccion de papel
(Montoya y Mufioz, 2014). Por otro lado, estos hongos también pueden causar pérdidas
econémicas en la industria maderera, ya que alteran las propiedades fisicas y quimicas de este

material.

La hidrolisis enzimatica de la celulosa requiere celulasas obtenidas de bacterias y hongos. Las
condiciones de operacidn son menos criticas que en los procesos acidos, temperaturas cercanas a
la ambiente y pH entre 4 y 6, no hay problemas de corrosion, los impactos ambientales son
menores Yy la reaccidn es méas selectiva. La principal desventaja es el alto costo de la enzima, como
consecuencia del proceso de obtencidn y purificacién, y la necesidad de un pre-tratamiento
bioldgico o quimico para degradar la lignina presente en las paredes de los residuos vegetales,

que al asociarse con la celulosa constituye una barrera fisica para la accion de las celulasas
(Quevedo, 2011).

La tasa de descomposicion de la madera depende en parte del contenido de celulosa, hemicelulosa
y lignina del tronco y la actividad enziméatica de los hongos determina la rapidez de
descomposicién. Sin embargo, aln se desconocen especificamente como influyen algunos
procesos fisicos y quimicos relacionados a la pudricion de la madera. Los estudios realizados
sobre hongos del filo Basidiomycota Pleurotus sp. y Ganoderma sp., sobre su capacidad

degradativa de la lignina aln son escasos.

En vista del potencial degradativo de hongos lignoceluloliticos sobre los restos de la industria
maderera como lo es la corteza de pino, en el presente estudio se analizaron los procesos

enzimaticos de descomposicién de los hongos Pleurotus sp. y Ganoderma sp.



A. ANTECEDENTES

Los abonos orgéanicos constituyen un elemento decisivo para la regulacion de muchos procesos
relacionados con la productividad agricola; son bien conocidas sus principales funciones, como
sustrato o medio de cultivo, cobertura, mantenimiento de los niveles originales de materia
organica del suelo y complemento o reemplazo de los fertilizantes de sintesis; este Gltimo aspecto
reviste gran importancia, debido al auge de su implementacion en sistemas de produccion limpia
y ecoldgica (Pinos, 2020).

La biodegradacion fungica tiene la gran habilidad de colonizar el rastrojo, degradarlo y utilizar la
lignina, ademas de la hemicelulosa y la celulosa. Estos hongos son considerados
descomponedores primarios porque son capaces de utilizar los desechos de las plantas en su forma
original sin que hayan sido sujetos previamente a algin proceso de degradacion bioquimica o
microbiolégica. Los residuos solidos organicos, sean de origen vegetal o animal, al ser
descompuestos por microorganismos en diferentes condiciones, completan su ciclo natural
quedando aptos para la elaboracion de abonos organicos, asi se genera una optimizacion de
procesos de fermentacion para la obtencion de enzimas lignoceluloliticas y el relevamiento de
nuevas especies en la bisqueda de organismos mas eficientes para utilizarlos en la industria

forestal, del papel y en la biodegradacion de diferentes contaminantes ambientales (Pinos, 2020).

B. PROBLEMA

Los hongos son los principales agentes de descomposicion en ecosistemas forestales, ademas son
organismos versatiles con una gran habilidad para subsistir en ambientes adversos.
Basidiomycetos es uno de los géneros de hongos mas importantes en la descomposicion de
materiales lignoceluloliticos, incluso su capacidad degradativa puede llegar a mineralizar la
celulosa y lignina, y de esta forma estar disponible como sustancias simples para su posterior
absorcion por las plantas.

Las industrias madereras utilizan grandes cantidades de pinos dentro de su gama de materia prima
para la manufactura de diversos productos de valor agregado, sin embargo, una vez extraida la
madera del tronco del arbol, queda la corteza como residuo, la cual es desechada muchas veces
junto a la basura comin o depositada para ser acumulada. Esto implica de una u otra forma un
mal manejo de los residuos, que podrian ser mejor aprovechados e incluso revalorizados como
componentes para la produccion de abonos organicos, como lo es el bocashi.

La corteza de los arboles estd conformada por un complejo lignocelulitico, el cual tarda mucho
tiempo en ser degradado. Los hongos son organismos claves para acelerar este proceso. La falta
de investigacion sobre el potencial degradativo de hongos lignoceluloliticos sobre corteza de pino

y su efecto trae como consecuencia un vacio de conocimiento en la utilizacion tanto de Pleurotus



spp y Ganoderma spp, Yy de los diferentes beneficios que brinda el aprovechamiento de la corteza

de pino en el campo forestal.

JUSTIFICACION

La utilizacion de un desperdicio de la explotacion forestal como la corteza de Pinus spp., es una
iniciativa que, con un adecuado tratamiento biol6gico, puede proveer un sustrato de calidad,
aprovechando de esta forma el recurso forestal al maximo y disminuyendo los desechos. Un
sustrato de buena calidad es esencial para la produccion de plantulas de diferentes cultivos tanto
agricolas como forestales.

La corteza de pino es un importante componente que proporciona el drenaje, y la aireacion que
necesitan las raices de las plantas. Sin embargo, el alto contenido de compuestos lignoceluloliticos
en la corteza de pino pueden interferir en los procesos de descomposicién necesarios para
convertir estos desechos en un sustrato idéneo.

El potencial degradativo que tienen hongos basidiomicetes como Pleurotus spp. y Ganoderma
spp. pueden mejorar las condiciones y tiempos de descomposicién de la corteza de pino,
convirtiéndola en un fertilizante y/o sustrato de buenas condiciones para la produccién de las

plantas.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el potencial degradativo de hongos lignoceluloliticos sobre corteza de pino y su efecto
en la produccién de bocashi.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar la capacidad de degradacion de Ganoderma spp de la lignina en corteza de pino.

e ldentificar la capacidad de degradacion de Pleurotus spp. de la lignina en corteza de pino.

e Determinar el efecto de los hongos lignoceluloliticos en la produccién de bocashi.

HIPOTESIS

HIPOTESIS NULA — HO

Ninguno de los dos hongos lignoceluloliticos tienen potencial degradativo sobre corteza de pino.

HIPOTESIS ALTERNATIVA — H1

Al menos uno de los dos hongos lignoceluloliticos tienen potencial degradativo sobre corteza de

pino.



CAPITULO I

MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1 Corteza de pino

La corteza de pino tiene propiedades fisicas y quimicas que sirve de gran ayuda como sustrato
para la produccion de plantas de diversas especies. El uso de este material beneficia en la
reduccion de dafios ocasionados por organismos patégenos, debido a la baja retencién de
humedad. La corteza mezclada con otros sustratos minerales o industriales aumenta la

disponibilidad de agua y eficiencia de nutrientes sin afectar la raiz o el crecimiento de las plantas
(Fregoso-Maduefio et al., 2017).

1.2 La ligninay la celulosa

La lignina representa una media del 25% de la biomasa de las plantas terrestres, esta directamente
asociada con los polisacaridos de la pared celular, como son la celulosa y la hemicelulosa; en el
caso de los herbivoros, limita la digestibilidad y por lo tanto los rendimientos energéticos. Esto
se debe a la enorme lignificacion que limita la capacidad de las enzimas digestivas hidroliticas a
los polisacaridos de la pared celular (Montoya y Mufioz, 2014).

La lignina junto con la celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular de las mismas en una
disposicion regulada a nivel nano-estructural, dando como resultado redes de lignina-hidratos de
carbono. La distribucion de los tres componentes en esas redes varia dependiendo del tipo de
planta. En el caso de la composicion de la madera, los rangos mas cominmente encontrados son:
Celulosa: 38-50%; Hemicelulosa: 23-32% y Lignina: 15-25% (Marcelo et al., 2013).

El aparecimiento de hongos con enzimas capaces de degradar la lignina de la madera al final del
periodo Carbonifero (hace unos 300 millones de afios) contribuyé al fin de la acumulacion de
carbén propia de este periodo geoldgico (Csic, 2019). Los hongos sapréfitos o parasitos gque
intervienen en la degradacion de la madera actlan colonizando la parte superficial de la corteza
gue basicamente estd constituida por lignina, celulosa y hemicelulosa, los principales
microorganismos colonizadores de este sustrato son hongos pertenecientes a los grupos
Basidiomycota y Ascomycota (Galvén, 2018).

Los hongos basidiomicetos de la pudricién blanca (HPB) son organismos capaces de degradar
lignocelulosa y constituyen los organismos mas eficientes para mineralizar la lignina; un

biopolimero que cubre la celulosa y hemicelulosa en la madera y otros tejidos vasculares, que



presenta una amplia variedad y tipos de enlaces con una naturaleza recalcitrante altamente

resistente a la biodegradacion (Calderén-tenorio et al., 2017).

1.3 Degradacion de la lignina y la celulosa

1.1.1 Hongos lignoceluloliticos

Los hongos lignoceluloliticos son capaces de degradar todos los componentes de las paredes
celulares vegetales (pectina, celulosa, hemicelulosa y lignina) (Levin y Forchiassin, 2006). Estos
hongos han perfeccionado un sistema enzimatico unico que funciona en el ambiente extracelular.
El mecanismo del sistema degradador de la lignina esta basado en la produccion de radicales
libres, lo que permite a estas enzimas que sean cataliticamente activas sobre una gran diversidad
de sustratos organicos, siendo asi que la diversidad estructural de los compuestos que son
degradados por estos hongos, les confiere un uso potencial en biorremediacion, y por ello han
sido efectivos en la degradacién de varios contaminantes ambientales peligrosos como fenoles
clorinados, bifenilos policlorinados, plaguicidas, dioxinas, cloroanilinas, colorantes, alquil
halidos y clorolignina. (Quevedo, 2011).

Los hongos lignoceluloliticos son los que pertenecen en mayor cantidad al grupo de los
basidiomicetes, mas conocidos como los hongos de la pudricion blanca, o white rot fungus, con
mas de 22 000 especies entre las que se encuentran: Planerochaete spp., Pleurotus spp.,
Ganoderma spp.,Phellinus spp., Eucalyptus spp.,Daedalea spp.,Puccinia spp. (Galvéan, 2018).

Los vegetales y sus residuos, las agroindustrias y los subproductos que generan constituyen un
excelente sustrato para el crecimiento fungico. Los hongos cumplen un rol muy importante, ya
que este tipo de materiales estd compuesto principalmente de polimeros que no pueden ser
degradados por la mayoria de los otros microorganismos presentes en algunos ecosistemas. Los
hongos de la degradacion blanca son los degradadores de lignocelulosa mas eficientes en el
planeta (Galvan, 2018). Los hongos degradadores de lignina mas conocidos son: Trametes
versicolor, Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus, que tienen la capacidad de secretar
enzimas extracelulares que degradan al polimero de lignina, los cuales han despertado gran interés
en los Gltimos afios por su potencial biorremediador y de los cuales en su mayoria también

muestran actividad celulolitica (Galvan, 2018).

1.1.2 Enzimas producidas por hongos lignoceluloliticos.
Las enzimas responsables de los procesos lignoceluloliticos son tres: la lignina peroxidasa (LiP),
manganeso peroxidasa (MnP), y lacasa, a las cuales se refieren frecuentemente como enzimas

modificadoras de lignina (LMES) (Galvan, 2018).



1.13 Pleurotus spp.
Pleurotus spp. es un hongo causante de la pudricion blanca, este hongo es un gran productor de
enzimas de tipo lacasas. Esta enzima ha sido empleada de forma inmovilizada para remover
compuestos xenobidticos de residuos acuosos, la detoxificacion de compuestos fendlicos en vinos
y en la obtencion de hidrolizados de lignocelulosa antes de ser usados para la fermentacion
alcohdlica, encontrandose la participacion de esta enzima en la decoloracion de melazas y
colorantes (Coello Paredes, Jessica Marisol, 2011). Para catalizar estas reacciones poderosas la enzima
requiere peréxido de hidrégeno, la cual el hongo produce. Los hongos son ademas, muy buenos
en la acumulacién de metales pesados como cadmio, cobre, mercurio, plomo y zinc (Coello Paredes,

Jessica Marisol, 2011).
Dentro de los organismos capaces de aprovechar estos materiales encontramos a los hongos de la

pudricién blanca que degradan la celulosa y lignina de troncos a través de enzimas que secretan
al medio en el que crecen obteniendo asi sus nutrientes en este grupo encontramos especies
cultivadas a nivel mundial como Agaricus bisporus "champifion”, Lentinula
edodes "shiitake", Flammulina velutipes "aguja de oro™ o Pleurotus spp "hongo ostra", que usan

como sustrato para su produccion diversos residuos lignoceluldsicos (Mufioz et al., 2019).

Tabla 1-1: Clasificacion taxonémica del Hongo Pleurotus spp.

Reino Fungi

Division Basidiomycotina
Clase Homobacidiomicete
Subclase Hymenomicete
Orden Agaricales

Familia Tricholomataceae
Genero Pleurotus

Fuente: Sanchez, J. y Royce, D. (2008).
Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

1.1.4 Ganoderma spp.

Ganoderma hongo promotor de la pudricién blanca que remueven la lignina antes o al mismo
tiempo que remueven el componente de celulosa de la madera. Ya que la lignina es marrén o de
color oscuro, su degradacién deja la madera de un blanco palido o decolorado aspecto en los
Gltimos estadios del proceso de pudricion. Ganoderma applanatum, también es responsable de la

pudricion blanca en arboles de hoja caduca (Luley, 2016).

Los hongos del género Ganoderma spp. pueden ser anuales o perennes, y se adhieren fuertemente
a su sustrato, la madera. Este género de hongos posee tres de las mayores familias de enzimas

modificadoras de lignina: lacasas, peroxidasas dependientes de magnesio y peroxidasas de



lignina; por esta razén, el género Ganoderma spp. es considerado uno de los principales agentes
involucrados en la descomposicion de madera de los bosques tropicales, jugando un papel

importante en su dinamica (Salazar, 2014).

Ganoderma es un género que crecen en madera, incluye cerca de 80 especies, muchas de origen
tropical. Gracias a su extensivo uso en la medicina tradicional asiatica y su potencial de
bioremediacién, es un muy importante género de hongos, econdmicamente hablando. Son
especies lignicolas, saprofitos, parasitos o parasitos facultativos de troncos vivos o muertos.
Tienen un carpoforo de consistencia dura, de colores ocres, amarillos, rojizos, y textura opaca o

brillante. (Bosque, 2021).

Tabla 2-1: Clasificacion taxonémica del Hongo Ganoderma spp.

Reino Fungi

Division Basidiomycotina
Clase Agaricomycetes
Subclase Hymenomicete
Orden Polyporales
Familia Ganodermataceae
Genero Ganoderma

Fuente: BOSQUE, 2021

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

1.4 Bocashi

Es un abono o fertilizante organico solido, rico en nutrientes necesario para el desarrollo de los
cultivos; que se obtiene a partir de la fermentacion de materia organica favorablemente mezclados
(FAO, 2011). La denominacién bocashi es de origen japonés que significa materia organica
fermentada y consiste en incorporar una serie de materiales, organicos e inorganicos, en
determinadas proporciones, y ciertos aditivos que aceleran el proceso de produccion (Tsukamoto,
2017).

Los nutrientes gue se obtienen de la fermentacion de los materiales contienen elementos mayores
y menores, los cuales forman un fertilizante completo superior a las formulas de fertilizantes
quimicos (FAO, 2011). Para suministrar los nutrientes necesarios y adecuados al suelo, donde son
absorbidos por las raices de los cultivos para su normal desarrollo. Se debe utilizar la mayor
diversidad posible de materiales, para garantizar un mayor equilibrio nutricional del fertilizantes
(FAO, 2011).



1.1.5 Proceso de elaboracion

Para la elaboracion de este tipo de fertilizante, se debe tomar en cuenta el lugar y tipo de terreno
donde va a ser empleado, los materiales disponibles en la zona, y los cultivos que serén
fertilizados. Es importante usar materiales altos en fibra, para poder asi mantener los suelos mas
sueltos, lo que aporta una mejor infiltracion de las aguas y del aire, con este tipo de materiales
también buscamos que los abonos sean ricos en carbono y bajos en nitrégeno (FAO, 2011).

1.1.6 Materiales a Utilizar

Tabla 3-1: Preparacion de 10 quintales de Bocashi se necesitan, los siguientes materiales.

Material/descripcion Cantidad

Rastrojos verdes: pichones de huerta, malezas (cuidar que no lleven | 3 qq.
semillas), follaje de leguminosas, desperdicios de frutas y hortalizas.
Rastrojos secos de: maiz, arroz, maicillo, cascarilla de arroz, maleza seca | 4 qq.
(cuidar que no lleven semillas), aserrin, carbén en particulas pequefias, etc

Estiércol fresco de ganado 1qq.
Gallinaza seca 1qg.
Cal o ceniza 10 Ib.

Melaza. (Bagacillo de cafia previamente humedecido por un periodo de 3 - | 1 galon
5 dias)
Pulimento de arroz ya seco (abono ya fermentado u hojarasca de bosque ya | 2 qq.
descompuesta)

Levadura de pan (de preferencia en perdigones) o se pueden utilizar 1 6 2 | 100 ¢
galones de suero de leche sin cocer.
Agua 5 a 6 vasijas (25
botellas)

Fuente: FAO,(2011)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.




CAPITULO II

MARCO METODOLOGICO

1.1 Materiales y métodos

2.1.1. Caracterizacion del lugar
Localizacion

El presente estudio se realizd en el laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Recursos
Naturales de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo y en espacio implantado en el sector

el Batan, localizado en la provincia de Chimborazo cantén Riobamba para las labores en campo.

Ubicacion Geografica
Latitud: 78°38'49.63"
Longitud: 40' 15.53"

Altitud: 3250 msnm

2.1.2. Caracteristicas climaticas

El clima de Riobamba por lo general es frio por estar en el centro del callejon interandino,

teniendo como datos los siguientes:
Temperatura promedio anual: 14.0 °C

Precipitacion promedio anual: 561 mm

1.2 Materiales y metodologia

1.2.1 Obtencién de corteza de pino

La corteza de pino se obtuvo de los desperdicios en los diferentes procesos de la empresa Haro

Maderas ubicada en la parroquia de Calpi cantén Riobamba provincia de Chimborazo.
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1.2.2  Obtencion de los hongos Pleurotus sp. y Ganoderma sp.

Los hongos fueron adquiridos en la empresa “Reino Fungi” en estado activo crecidos, ubicada en

el cantén Quito provincia de Pichincha.

1.2.3 Reactivacion de los hongos

La reactivacion se la realiz6 en medio papa dextrosa agar (PDA) y medio agar malta modificado.

1.2.3.1 Crecimiento micelial en PDAy Agar malta modificado de Pleurotus sp. y Ganoderma sp.

Se prepar6 1000 mL de medio PDA en donde fueron distribuidos para el crecimiento micelial de
Pleurotus sp. y Ganoderma sp. Se tomd una caja de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. de un tiempo
de cultivo de 528 h en el interior de la camara de flujo marca (BBS, H1300), usando sorbetes
esterilizados se tomo un disco de 5 mm de micelio y con la utilizacion de palillos estériles se
transfirieron los discos a cajas petri con medio de cultivo PDA. Adicionalmente, los mismos
hongos fueron cultivados en medio Agar malta modificado (ANEXO D). Posteriormente se
colocaron las cajas Petri en incubadora a una temperatura de 28 °C en un régimen de obscuridad
y se evaluo el crecimiento diametral en dos direcciones mediante la utilizacion de un calibrador
digital marca (TWIN-CAL, IP40) se obtuvieron lecturas a las 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, 192h,
216h y 240h.

1.2.3.2 Crecimiento micelial en medio Agar corteza de pino de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. a

diferentes concentraciones.

Para el crecimiento micelial de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio Agar corteza de pino se
tomd un disco de micelio de 5 mm de cada uno de los hongos crecido en PDA con sorbetes y se
repico con palillos de madera esterilizados hacia medio Agar corteza de pino en concentraciones
de0, 5, 10, 15, 20y 25 ¢/L, de corteza de pino, posteriormente se pusieron en la incubadora marca
(Memmert, B 30 792 875) a 28°C en un régimen de obscuridad, se valor6 el crecimiento diametral
alas 72 h, 96 h 120 h, 192 h, 264 h, 288 h, 312 h, 336 h, 360 h, 432 h, 456 h, 480 h, 504 h y a las
528 h con un calibrar digital marca (TWIN-CAL, IP40). Para el detalle de las formulaciones de

concentraciones de Agar corteza de pino observar el (ANEXO E).
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1.2.4 Determinacion cualitativa de enzimas lignoceluliticas usando medios diferenciales.

Para la determinacion de la actividad lignocelulitica se utilizaron medios diferenciales. Para
determinar la produccion de ligninasas se utilizé el medio Agar guayacol (ANEXO F) segun
descrito por (Castillo Avila, 2010), en donde los hongos crecidos en Agar maltan de 240 h a
temperatura de 28°C fueron transferidos al medio Agar guayacol, luego, se evalu6 el crecimiento
del halo de inhibicidon en dos direcciones horizontal y vertical con la ayuda de un calibrador digital
marca (TWIN-CAL, 1P40) en donde sus datos fueron medidos a las 48 h, 120 h, 144 h, 168 h,
192 h, 216 h, 240 h.

Para determinar la produccion de celulasas se utilizé medio Agar carboxilmetilcelulosa (ANEXO
G) segln descrito por (Castillo Avila, 2010) para lo cual se repicd micelio de Pleurotus sp. y
Ganoderma sp. en medio Agar malta y se incub6 a 28°C, posteriormente este nuevo cultivo en
medio Agar carboxilmetilcelulosa y se dej6 en incubacion por 96 h, la degradacion de los halos
fueron revelados con rojo congo al 0.1% y NaCl (Cloruro de sodio) 0,1M, el cual consistié en
agrega 3 mL de rojo congo, se dejo6 actuar por 15 min posteriormente se decant6 el exceso, luego
se agreg6 2 mL de NaCl 0.1M por 15 min pasado este tiempo se elimind nuevamente el exceso,
luego de esto se llevaron las cajas a la nevera marca (DUREX) por 24 h. Pasado este tiempo se

realizaron las lecturas correspondientes del didmetro de los halos de degradacion.

1.2.5 Modificaciones en volumen y peso determinado mediante experimento de pudricion

acelerada

Se elaboraron 30 cubos de 1,5 cm X 2 cm en este experimento se utilizaron 15 frascos de vidrio
con tierra negra previamente esterilizada donde se distribuyeron 5 frascos para Pleurotus sp. se
pusieron dos cuerpos de prueba o cubos de corteza de pino en cada frasco. Para Ganoderma sp.
se utilizd 5 frascos con tierra negra autoclavada al interior se pusieron 2 cuerpos de prueba por
cada frasco, posteriormente se cogieron 5 frascos con 2 cuerpos de prueba para el tratamiento
Testigo estos se sumergieron en agua estéril. Se generd la suspensiéon de 200 mL de los dos tipos
de hongos adicional el testigo fue basicamente agua esterilizada en distintos vasos de
precipitacion, esta suspension se la realizé en base a micelio ya cultivado de Pleurotus sp. y
Ganoderma sp. el mismo que se raspd con una espatula de vidrio generando una suspensién de

200 mL, en esta suspension se sumergieron los cubos para luego incubarlos a 28 °C.

El volumen y la masa se evalud de 4 frascos de cada experimento a los 0 dias y 30 dias mediante
la utilizacion de un calibrar digital marca (TWIN-CAL, IP40) y la balanza digital marca (Rawdag,

AS 220.R2) respectivamente, para el analisis de datos se calcul6 el cambio de su volumen
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utilizando la siguiente formula: Volumen Final-Volumen Inicial Vv = VF — VI mientras que

para el peso final se utilizé la formula: peso final-peso inicial Vp = PF — PI

1.2.6 Elaboracion de diferentes inéculos basados en Pleurotus sp, Ganoderma sp. en la
elaboracién de bocashi.

1.2.6.1 Elaboracion del indculo de Pleurotus sp, Ganoderma sp. y levadura a utilizar

Se elabord utilizando el micelio de cada hongo en medio Agar corteza de pino el cultivo tuvo un
tiempo de crecimiento de 528 h, se utiliz6 14 cajas con micelio en un volumen de agua estéril de
1 L tanto de Pleurotus sp. como de Ganoderma sp. posteriormente con la ayuda de una espatula
drigalski se raspd el micelio para la formacion de la suspension de los hongos descritos. Para la

levadura se disolvi6 400 g de la misma en 1 L de agua tibia.

1.2.6.2 Elaboracién de bocashi

Se determinaron 3 tratamientos, para el tratamiento 1 todas las capas de material seco, se
humedecid con 3 L de melaza diluido en 18 L de agua, aqui también se coloc6 6,6 Ib de ureay 1
L de suspension de Ganoderma sp. Para el tratamiento 2 todas las capas de material seco, se
humedecié con 3 L de melaza diluido en 18 L de agua, aqui también se coloc6 6,6 Ib de ureay 1
L de suspension de Pleurotus sp. Y para el tratamiento 3 todas las capas de material seco, se
humedecié con 3 L de melaza diluido en 18 L de agua, aqui también se colocé 6,6 L de ureay 1

L de suspension de levadura.

El agua se aplico uniformemente mientras se fue haciendo la mezcla de todos los ingredientes y
solamente la necesaria. Se aplicO con una regadera realizada caseramente para su mejor
distribucién de la humedad el agua no se aplicé nuevamente. Para el riego del bocashi se hizo la
prueba del pufio para verificar la humedad de la mezcla, la misma que se realiz6 tomando un pufio
de la mezcla y apretandolo en donde al realizarlo no fue necesario afiadir nuevamente agua ya
que se form6 un pufiado que facilmente se desmorond. Se realiz6 6 vueltas a todas las mezclas
para que cada una de estas quedara uniforme. Una vez que se mezclo, se extendié hasta una altura
de 50 cm. Se cubri6 todos los tratamientos con plastico, para luego dejarle sin voltear los dos
primeros dias de la fermentacion. Al tercer dia se verific la humedad durante este mismo dia se
volted todos los dias hasta el décimo dia. A partir del décimo dia, se volted pasando un dia hasta
el dia 18 de su finalizacion. Para el detalle de los materiales utilizados en el bocashi observe en
el ANEXO H.
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1.2.6.3 Toma de temperatura

A las 0 horas se procedio a tomar la temperatura durante 18 dias y fueron evaluadas a las 13h00
utilizando un geotermdémetro profesional; la misma que se tomo a los 10 cm de profundidad °C
(°C) ANEXO I.

1.2.6.4 Analisis del suelo

Se tomaron 500 g de cada monticulo de bocashi como muestra para la realizacion del analisis en
el INIAP Estacion Experimental Santa Catalina ubicada en el cantén Mejia provincia de Pichincha
que mediante metodologia estandarizadas se analiz6 el pH, fésforo (P), nitrégeno (N), potasio
(K), calcio (Ca), magnesio (Mg), relacion (Ca/Mg), relacion (Mg/K), relacion (Ca+Mg/K) vy el
porcentaje de carbono orgéanico (%CO)

1.2.7 Efecto de las diferentes formulaciones de bocashi en la germinacién de especies

agricolas y forestales.

Para la determinacion del efecto de las diferentes formulaciones de bocashi se sembr6 por cada
tratamiento 3 terrinas Alnus acuminata (aliso) 10 semillas por cada tarrina de 300 mL y Raphanus
sativus (rdbano) 30 semillas en cada tarrina en donde fueron sembradas 3 tarrinas de 300 mL por
cada tratamiento con muestras de bocashi. Se evalud el efecto de los diferentes indculos sobre la
germinacion de estas especies. Al final del proceso se evalud el porcentaje de germinacion el cual

se calculé mediante la siguiente férmula:

Numero de semillas emergidas
% E

~ Numero de semillas sembradas

1.2.8 Anadlisis de datos.

Los datos obtenidos de los diferentes experimentos estan presentados en tablas y graficos de
diagramas de caja y bigote. Todas las variables analizadas estan presentadas con sus medidas de
tendencia central y medidas de dispersion. Las diferenciaciones de los diferentes tratamientos

fueron realizadas mediante la comparacion de los intervalos de confianza de los promedios.
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CAPITULO 111

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

3.1 Resultados de los parametros de evaluacion

3.1.1 Degradacion de la lignina y celulosa de la corteza de pino por Ganoderma sp. y

Pleurotus sp.

3.1.1.1 Crecimiento micelial en medio PDA y Agar malta modificado
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Grafico 1-3: Crecimiento diametral (mm) de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio PDA y
Agar malta modificado en diferentes tiempos 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 120 h, 192 h, 216 h y 240 h.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

A las 24 h el promedio del crecimiento de Pleurotus sp. fue de 6,85 +£0,71 mm y este fue menor
al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 14 £0.92 mm. A las 48 h el promedio
del crecimiento micelial de Pleurotus spp. fue 8,01 +1,61 mm siendo menor al crecimiento de
Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 17,77 £0.7 mm. El promedio del crecimiento de Pleurotus

sp.alas 72 h fue 10,05 £ 1,90 mm siendo menor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio
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fue de 21,41 +0,37 mm. A las 96 h el promedio del crecimiento micelial de Pleurotus sp. fue
10,05 £ 1,90 mm siendo menor al crecimiento a Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 24,38
+2,86 mm. El crecimiento micelial de Pleurotus sp. a las 120 h presentd un promedio de 11,72
+2,60 mm siendo menor al crecimiento a Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 29,17 +1,75 mm.
A las 192 h el promedio del crecimiento de Pleurotus sp. fue 17,16 +4,21 mm siendo menor al
crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 35,96 2,18 mm. A las 216 h Pleurotus sp.
su promedio fue 17,16 +4,21 mm siendo menor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio
fue de 42,74 £3,1 mm. A las 240 h el promedio del crecimiento de Pleurotus sp. fue 17,59 +4,63
mm siendo menor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 45,22 £3,97 mm. De
manera general, en medio PDA el hongo que mejor se adapto y creci6 notablemente en todos los
tiempos fue Ganoderma sp. (Gréafico 1-3)

Como se muestra en la tabla 1-3 al finalizar el segundo experimento en medio Agar malta
modificado Pleurotus sp. a las 24 h se evidencid un promedio de crecimiento de 9,71 +3,89 mm
siendo menor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 23,53 £1,87 mm. A las 48
h el promedio del crecimiento micelial de Pleurotus sp. fue 16,01 £4,06 mm siendo menor al
crecimiento a Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 27,70 1,44 mm. El promedio del
crecimiento de Pleurotus sp. a las 72 h fue de 21,47 3,67 mm siendo menor del crecimiento de
Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 33,64 £1,50 mm. A las 96 h el promedio del crecimiento
micelial de Pleurotus sp. fue 27,4 +4,32 mm siendo menor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo
promedio fue de 39,16 +1,53 mm. El crecimiento micelial de Pleurotus sp. a las 120 h present6
un promedio de 33,17 £5,19 mm siendo menor el crecimiento a Ganoderma sp. cuyo promedio
fue de 42,69 £2,94 mm. A las 192 h el promedio del crecimiento de Pleurotus sp. fue 42,48 +5,62
mm siendo menor crecimiento a Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 49,33 £2,36 mm. A las
216 h Pleurotus sp. su promedio fue de 51,81 +5,03 mm siendo menor al crecimiento de
Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 55,86 £2,78 mm. A las 240 h el promedio de crecimiento
de Pleurotus sp. fue 57,56 +5,87 mm siendo menor el crecimiento de Ganoderma sp. cuyo
promedio fue de 59,16 +3,53 mm. En medio Agar malta modificado el hongo que mejor se adapt6
también fue Ganoderma sp. (Grafico 1-3).

Existe diferencia estadistica en relacion al crecimiento micelial de Pleurotus sp. y Ganoderma sp.

en medio PDA y Agar malta modificado
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Tabla 1-3: Medidas de tendencia central y dispersion del crecimiento micelial de Pleurotus sp. y
Ganoderma sp. en medio PDA y Agar malta modificado

Intervalo de
Promedio del Intervalo de confianza | confianza

Medio Hongo didmetro tiempo h | inicial final

AGAR_MALTA Ganoderma 23,53a" 24 20,55 26,50
AGAR_MALTA Pleurotus 9,71b 24 3,53 15,89
AGAR_MALTA Ganoderma 27,70 a 48 25,41 29,98
AGAR_MALTA Pleurotus 16,01 a 48 9,55 22,46
AGAR_MALTA Ganoderma 33,64 a 72 31,26 36,02
AGAR_MALTA Pleurotus 21,47b 72 15,63 27,31
AGAR_MALTA Ganoderma 39,16 a 96 36,73 41,58
AGAR_MALTA Pleurotus 27,46 b 96 20,59 34,33
AGAR_MALTA Ganoderma 42,69 a 120 38,01 47,37
AGAR_MALTA Pleurotus 33,17hb 120 24,90 41,43
AGAR_MALTA Ganoderma 49,33 a 192 45,58 53,08
AGAR_MALTA Pleurotus 42,48 a 192 33,54 51,43
AGAR_MALTA Ganoderma 55,86 a 216 51,44 60,29
AGAR_MALTA Pleurotus 51,81 a 216 43,81 59,81
AGAR_MALTA Ganoderma 59,16 a 240 53,55 64,77
AGAR_MALTA Pleurotus 57,56 a 240 48,22 66,89
PDA Ganoderma 15,00 a 24 13,54 16,46
PDA Pleurotus 6,85 b 24 5,72 7,98

PDA Ganoderma 17,77 a 48 16,54 18,99
PDA Pleurotus 8,01b 48 5,45 10,57
PDA Ganoderma 22,41 a 72 21,82 23,00
PDA Pleurotus 10,05b 72 7,02 13,07
PDA Ganoderma 24,38 a 96 19,83 28,94
PDA Pleurotus 10,05b 96 7,02 13,07
PDA Ganoderma 29,17 a 120 26,39 31,95
PDA Pleurotus 11,72 b 120 7,58 15,86
PDA Ganoderma 35,96 a 192 32,50 39,42
PDA Pleurotus 17,16 b 192 10,45 23,86
PDA Ganoderma 42,74 a 216 37,79 47,69
PDA Pleurotus 17,16 b 216 10,45 23,86
PDA Ganoderma 45,22 a 240 38,90 51,55
PDA Pleurotus 17,59 b 240 10,22 24,96

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P<  0,05)
Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Medio PDA Pleurotus sp. Medio PDA Ganoderma sp.

Figura 1-3: Crecimiento micelial de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio PDA

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Medio Agar malta Pleurotus sp. Medio malta Ganoderma sp.

Figura 2-3: Crecimiento micelial de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. Agar malta.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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3.2.1.2 Crecimiento micelial en medio agar corteza de pino en diferentes concentraciones de corteza de pino
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Grafico 2-3: Crecimiento diametral del micelio (mm) de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio Agar corteza de pino a diferentes concentraciones.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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En la concentracién 0 g/L de corteza de pino el promedio crecimiento micelial de Pleurotus sp. a
las 72 h, 96 h, 120 h, 192 h, 264 h, 288 h, 312 h, 336 h, 360 h, 432 h, 456 h, 480 h, 504 hy a las
528 h fue 6,47 0,52 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de
6,06 £0,06 mm y constante a las 72 h, 96 h, 120 h, 192 h, 264 h, 288 h, 312 h, 336 h, 360 h, 432
h, 456 h, 480 h, 504 hy a las 528 h. De manera resumida el hongo Pleurotus sp. superd levemente
a Ganoderma sp. (Gréfico 2-3).

En la concentracion 5 g/L de corteza de pino Pleurotus sp. present6 un promedio de crecimiento
de 16,58 +1,84 mm a las 72 h, siendo mayor al crecimiento micelial de Ganoderma sp. cuyo
promedio fue de 12,87 £1,74 mm. A las 192 h el promedio del crecimiento micelial de Pleurotus
sp. fue de 31,47 £3,45 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de
17,99 +1,36. A las 312 h el promedio de Pleurotus sp. fue de 40,21 £5,93 mm siendo mayor al
crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 21,12 £1,51 mm. Mientras que a las 432 h
Pleurotus sp. presentd un promedio de crecimiento de 45,64 +7,35 mm siendo mayor al
crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue 31,62 £2,73 mm. Finalmente a las 528 h
Pleurotus sp. presentd un promedio de crecimiento micelial de 48,50 +7,43 mm siendo mayor al
crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio de crecimiento fue de 31,62 +2,73 mm. De manera
general a esta concentracion, Pleurotus sp. crecié mas en comparacion a Ganoderma sp, en todos

los tiempos evaluados. (Gréafico 2-3)

En la concentracion 10 g/L de corteza de pino Pleurotus sp. present6 un promedio de crecimiento
de 18,24 +1,99 mm a las 72 h, siendo mayor al crecimiento micelial de Ganoderma sp. cuyo
promedio fue de 16,87 £1,57 mm. A las 192 h el promedio del crecimiento micelial de Pleurotus
sp. fue de 32,73 £2,39 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de
25,68 £1,89. A las 312 h el promedio de Pleurotus sp. fue de 45,82 £3,54 mm siendo mayor al
crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 32,89 £3,11 mm. Mientras que a las 432 h
Pleurotus sp. presenté un promedio de crecimiento de 55,99 16,20 mm siendo mayor al
crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue 35,68 3,74 mm. Finalmente a las 528 h
Pleurotus sp. present6 un promedio de crecimiento micelial de 64,59 +9,67 mm siendo mayor al
crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio de crecimiento fue de 41,11 +1,81 mm. De manera
general a esta concentracion, Pleurotus sp. crecié mas en comparacién a Ganoderma sp, en todos

los tiempos evaluados (Grafico 2-3).

Para la concentracion de 15 g/L de corteza de pino el promedio del crecimiento micelial de
Pleurotus spp. fue de 23,41 £1,23 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma spp. a las 72
h cuyo promedio fue de 17,96 £2,09 mm; a las 192 h de incubacidn de Pleurotus spp. el promedio
de crecimiento fue de 28,75 +1,29 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo
promedio fue de 25,26 £2,75mm. A las 312 h el promedio de crecimiento de Pleurotus sp. fue

38,44 £2,28 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 34,39
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+0,68 mm. De manera general en los deméas tiempos evaluados el crecimiento micelial de

Pleurotus sp. a esta concentracion fue mayor que el de Ganoderma sp. (Grafico 2-3).

En la concentracion 20 g/L de corteza de pino el promedio crecimiento micelial de Pleurotus sp.
a las 72 h fue 26,51 £2,87 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio
fue de 18,68 £2,30 mm. A las 192 h el promedio de crecimiento micelial de Pleurotus sp. fue de
28,40 £3,37 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 26,52
+2,15 mm, posteriormente a las 312 h de incubacién de Pleurotus sp. el promedio de crecimiento
micelial fue de 40,46 +1,06 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio
fue de 41,29 +0,97 mm. El crecimiento micelial de Pleurotus sp. a las 432 h fue de 49,21 +8,05
siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 41,29 +0,97 mm. (Gréfico
2-3).

Finalmente, en la concentracion 25 g/L de corteza de pino el promedio del crecimiento micelial
de Pleurotus sp. a las 72h fue de 19,42 +3,99 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp.
cuyo promedio fue de 17,61 +2,87 mm. Por otro lado, a las 192 h Pleurotus sp. tuvo un promedio
de crecimiento de 22,91 +2,12 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo
promedio fue de 25,35 £2,34 mm. A las 312 h Pleurotus sp. presentd un promedio de crecimiento
micelial de 36,48 6,17 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue
de 38,88 +2,14 mm, posteriormente a las 432 h la media de Pleurotus sp. fue 44,07 +4,39 mm
siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 41,00 £4,17 mm. A las
528 h el promedio del crecimiento micelial de Pleurotus sp. fue de 49,46 £4,59 mm siendo mayor
al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 41,00 4,17 mm. De manera general en
todos los tiempos y concentraciones de agar corteza de pino evaluados Pleurotus sp. tuvo mayor

crecimiento en comparacion a Ganoderma sp. (Grafico 2-3).

No existe diferencia estadistica en relacién al crecimiento micelial de Pleurotus sp. y Ganoderma
sp. en las concentrciones de 0 g y 25 g en medio agar corteza de pino, mientras que en las
concentraciones 5 g, 10 g, 15 g y 20 g en medio agar corteza de pino existe diferencia estadistica

en relacion al crecimiento micelial.
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Tabla 2-3: Medidas de tendencia central y dispersion del crecimiento micelial de Pleurotus sp. y
Ganoderma sp. en medio agar corteza de pino.

Dosis en 1|Concentracion en Intervalo intervalo
L 200 mL Hongo Tiempo (h) | Media inicial final
0 0 Ganoderma 72 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 72 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 96 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 96 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 120 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 120 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 192 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 192 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 264 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 264 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 288 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 288 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 312 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 312 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 336 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 336 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 360 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 360 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 432 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 432 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 456 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 456 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 480 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 480 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 504 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 504 6,47 a 5,64 7,30
0 0 Ganoderma 528 6,06 a 5,02 7,09
0 0 Pleurotus 528 6,47 a 5,64 7,30
1 5 Ganoderma 72 12,87 a 10,09 15,65
1 5 Pleurotus 72 16,58 a 13,66 19,50
1 5 Ganoderma 96 14,23 a 13,02 15,43
1 5 Pleurotus 96 19,76 a 14,96 24,57
1 5 Ganoderma 120 16,17 a 13,94 18,39
1 5 Pleurotus 120 26,11a 22,72 29,49
1 5 Ganoderma 192 17,99 a 15,82 20,16
1 5 Pleurotus 192 31,47b 25,98 36,96
1 5 Ganoderma 264 19,82 a 17,41 22,23
1 5 Pleurotus 264 36,84 b 28,83 44,85
1 5 Ganoderma 288 2112 a 18,72 23,52
1 5 Pleurotus 288 38,05b 29,49 46,62
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1 5 Ganoderma 312 21,12a 18,72 23,52
1 5 Pleurotus 312 40,21 b 30,77 49,65
1 5 Ganoderma 336 27,64 a 23,78 31,50
1 5 Pleurotus 336 40,21 b 30,77 49,65
1 5 Ganoderma 360 27,64 a 23,78 31,50
1 5 Pleurotus 360 42,55b 28,75 56,34
1 5 Ganoderma 432 31,62 a 27,28 35,97
1 5 Pleurotus 432 45,64 b 33,95 57,33
1 5 Ganoderma 456 31,62 a 27,28 35,97
1 5 Pleurotus 456 45,64 b 33,95 57,33
1 5 Ganoderma 480 31,62 a 27,28 35,97
1 5 Pleurotus 480 45,64 b 33,95 57,33
1 5 Ganoderma 504 31,62 a 27,28 35,97
1 5 Pleurotus 504 47,79b 35,82 59,76
1 5 Ganoderma 528 31,62 a 27,28 35,97
1 5 Pleurotus 528 48,50 b 36,68 60,32
2 10 Ganoderma 72 16,87 a 14,38 19,36
2 10 Pleurotus 72 18,24 a 15,07 21,41
2 10 Ganoderma 96 20,02 a 18,24 21,80
2 10 Pleurotus 96 20,86 a 19,82 21,90
2 10 Ganoderma 120 22,24 a 19,34 25,13
2 10 Pleurotus 120 24,61a 23,92 25,30
2 10 Ganoderma 192 25,68 a 22,67 28,69
2 10 Pleurotus 192 32,73b 28,93 36,54
2 10 Ganoderma 264 29,12 a 25,57 32,67
2 10 Pleurotus 264 40,86 b 33,43 48,30
2 10 Ganoderma 288 30,06 a 26,56 33,55
2 10 Pleurotus 288 42,86 b 3571 50,01
2 10 Ganoderma 312 32,89 a 27,93 37,84
2 10 Pleurotus 312 45,82 b 40,19 51,45
2 10 Ganoderma 336 32,89 a 27,93 37,84
2 10 Pleurotus 336 45,82 b 40,19 51,45
2 10 Ganoderma 360 35,68 a 29,73 41,63
2 10 Pleurotus 360 53,66 b 43,88 63,43
2 10 Ganoderma 432 35,68 a 29,73 41,63
2 10 Pleurotus 432 55,99 b 46,13 65,86
2 10 Ganoderma 456 41,11 a 38,23 43,98
2 10 Pleurotus 456 63,18 b 47,23 79,13
2 10 Ganoderma 480 41,11 a 38,23 43,98
2 10 Pleurotus 480 62,92 b 49,43 76,41
2 10 Ganoderma 504 41,11 a 38,23 43,98
2 10 Pleurotus 504 63,73 b 48,81 78,64
2 10 Ganoderma 528 4111 a 38,23 43,98
2 10 Pleurotus 528 64,59 b 49 21 79,97

23




3 15 Ganoderma 72 17,96 a 14,63 21,28
3 15 Pleurotus 72 2341b 21,45 25,37
3 15 Ganoderma 96 19,22 a 15,84 22,60
3 15 Pleurotus 96 25,08 b 24,36 25,80
3 15 Ganoderma 120 22,16 a 15,93 28,38
3 15 Pleurotus 120 27,18 b 25,19 29,17
3 15 Ganoderma 192 25,26 a 20,89 29,63
3 15 Pleurotus 192 28,75b 26,69 30,81
3 15 Ganoderma 264 31,38 a 29,93 32,82
3 15 Pleurotus 264 33,86a 30,40 37,33
3 15 Ganoderma 288 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 288 3741a 33,51 41,30
3 15 Ganoderma 312 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 312 3844a 34,81 42,06
3 15 Ganoderma 336 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 336 43,37a 38,14 48,60
3 15 Ganoderma 360 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 360 44,94 b 39,58 50,29
3 15 Ganoderma 432 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 432 47,12 b 42,42 51,82
3 15 Ganoderma 456 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 456 48,11 b 44,29 51,94
3 15 Ganoderma 480 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 480 49,72 b 45,24 54,19
3 15 Ganoderma 504 34,39a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 504 50,24 b 44,74 55,74
3 15 Ganoderma 528 34,39 a 33,30 35,48
3 15 Pleurotus 528 50,24 b 44,74 55,74
4 20 Ganoderma 72 18,68 a 15,01 22,34
4 20 Pleurotus 72 26,51 b 21,94 31,08
4 20 Ganoderma 96 21,08 a 17,20 24,96
4 20 Pleurotus 96 28,40b 23,05 33,76
4 20 Ganoderma 120 24,18 a 19,93 28,42
4 20 Pleurotus 120 28,40b 23,05 33,76
4 20 Ganoderma 192 26,52 a 23,09 29,95
4 20 Pleurotus 192 28,40 a 23,05 33,76
4 20 Ganoderma 264 32,07 a 28,57 35,58
4 20 Pleurotus 264 34,38 a 28,44 40,32
4 20 Ganoderma 288 33,64 a 29,97 37,30
4 20 Pleurotus 288 34,38 a 28,44 40,32
4 20 Ganoderma 312 41,29 a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 312 40,46 a 38,78 42,15
4 20 Ganoderma 336 41,29 a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 336 43,39 a 39,60 47,17
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4 20 Ganoderma 360 41,29a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 360 45,66 a 38,77 52,54
4 20 Ganoderma 432 41,29a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 432 49,21a 36,40 62,03
4 20 Ganoderma 456 41,29a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 456 49,21a 36,40 62,03
4 20 Ganoderma 480 41,29a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 480 49,21a 36,40 62,03
4 20 Ganoderma 504 41,29a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 504 49,21a 36,40 62,03
4 20 Ganoderma 528 41,29 a 39,75 42,83
4 20 Pleurotus 528 49,21a 36,40 62,03
5 25 Ganoderma 72 17,61a 13,03 22,18
5 25 Pleurotus 72 19,42 a 13,06 25,77
5 25 Ganoderma 96 19,13 a 14,84 23,43
5 25 Pleurotus 96 20,81a 14,50 27,11
5 25 Ganoderma 120 22,52 a 17,48 27,55
5 25 Pleurotus 120 22,33a 17,50 27,16
5 25 Ganoderma 192 2535a 21,63 29,08
5 25 Pleurotus 192 2291a 19,54 26,28
5 25 Ganoderma 264 32,36 a 28,99 35,72
5 25 Pleurotus 264 29,50 a 19,54 39,47
5 25 Ganoderma 288 35,55a 32,71 38,39
5 25 Pleurotus 288 32,8la 25,22 40,40
5 25 Ganoderma 312 38,88 a 35,48 42,28
5 25 Pleurotus 312 36,48 a 26,66 46,30
5 25 Ganoderma 336 41,00 a 34,35 47,64
5 25 Pleurotus 336 39,35a 31,08 47,61
5 25 Ganoderma 360 41,00 a 34,35 47,64
5 25 Pleurotus 360 42,20 a 34,92 49,47
5 25 Ganoderma 432 41,00 a 34,35 47,64
5 25 Pleurotus 432 44,07 a 37,07 51,06
5 25 Ganoderma 456 41,00 a 34,35 47,64
5 25 Pleurotus 456 47,02 a 39,40 54,63
5 25 Ganoderma 480 41,00 a 34,35 47,64
5 25 Pleurotus 480 49,46 a 42,15 56,77
5 25 Ganoderma 504 41,00 a 34,35 47,64
5 25 Pleurotus 504 49,46 a 42,15 56,77
5 25 Ganoderma 528 41,00 a 34,35 47,64
5 25 Pleurotus 528 49,46 a 42,15 56,77

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021
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Medio Agar corteza de pino Pleurotus sp. Medio Agar corteza de pino Ganoderma sp.

Figura 3-3: Crecimiento micelial de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio Agar corteza de
pino.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021

3.1.1.2 Determinacion cualitativa de enzimas ligninasas usando medio diferencial Agar

guayacol
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Gréfico 3-3: Halo de inhibicion (mm) de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en la produccion
cualitativa de ligninasas en medio diferencia Agar guayacol.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021
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Como se ilustra en la tabla 3-3 la produccidn de ligninasas de Pleurotus sp. en medio diferencial
agar guayacol se observé que la media del halo de inhibicion a las 48 h fue de 8,84 £2,99 mm
siendo mayor al halo de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 5,97 £1,69 mm. Posteriormente a
las 120 h la media del halo de inhibicién de Pleurotus sp. fue de 22,01 +1,71 mm siendo mayor
al halo de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 14,14 +3,34 mm. A las 144 h el halo de Pleurotus
sp. fue de 24,45 £1,60 mm siendo mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de
16,29 £2,71 mm. A las 168 h la media del halo de inhibicion de Pleurotus sp. fue de 27,87 +1,47
mm siendo mayor al halo de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 21,09 +3,24 mm. (Graéfico 3-
3). Allas 192 h el promedio del halo de Pleurotus sp. fue de 30,23 £1,69 mm siendo mayor al halo
de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 22,81 £3,74 mm. Luego a las 216 h el promedio del halo
de Pleurotus sp. fue de 25,80 +1,82 mm siendo mayor al halo de Ganoderma sp. cuyo promedio
fue de 34,46 £3,81 mm. El crecimiento del promedio del halo de inhibicidn de Pleurotus sp. a las
240 h fue de 29,48 +1,09 mm siendo mayor al halo de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de
39,23 6,37 mm. (Grafico 3-3).

No existe diferencia estadistica en relacion al halo de inhibicion de Pleurotus sp. y Ganoderma

sp. en medio diferencial Agar guayacol.

Tabla 3-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del crecimiento del halo de inhibicion

de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio diferencial Agar guayacol.

Promedio  halo de Intervalo de confianza | Intervalo de confianza

Hongo produccion tiempo inicial final

Ganoderma 5,97 a 48 h 3,28 8,67

Pleurotus 8,84 a 48 h 4,09 13,59
Ganoderma 14,14 a 120 h 8,82 19,46
Pleurotus 22,01a 120 h 19,29 24,74
Ganoderma 16,29 a 144 h 11,98 20,61
Pleurotus 24,45 a 144 h 21,91 26,99
Ganoderma 21,09a 168 h 15,93 26,24
Pleurotus 27,87 a 168 h 25,53 30,22
Ganoderma 22,8la 192 h 16,85 28,76
Pleurotus 30,23 a 192 h 27,53 32,92
Ganoderma 25,80 a 216 h 19,74 31,86
Pleurotus 34,46 a 216 h 31,56 37,35
Ganoderma 29,48 a 240 h 19,34 39,62
Pleurotus 39,23 a 240 h 37,49 40,97

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis.
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Medio diferencial Agar guayacol Medio diferencial Agar guayacol

Pleurotus spp. Ganoderma spp.

Figura 4-3: Halo de inhibicion de Pleurotus spp. y Ganoderma spp. en medio difrencial Agar
guayacol.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

3.1.1.3 Determinacion  cualitativa de enzimas celulasas wusando medio Agar

carboxilmetilcelulosa.
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Gréfico 4-3: Halo de inhibicion (mm) de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en la produccion

cualitativa de celulasas en medio diferencial Agar caboxilmetilcelulosa

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Como se muestra en la tabla 4-3 la produccion de celulasas en medio diferencial Agar
carboxilmetilcelula en Pleurotus sp. a las 0 h el promedio del halo de degradacion fue de 40,91
13,11 mm siendo mayor al halo de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 37,03 £0,23 mm. Luego
de 24 h el promedio del halo de degradacion de Pleurotus sp. fue de 44,32 +2,37 mm siendo
mayor al crecimiento de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 42,95 £1,15 mm. EI hongo con
mayor produccion de celulasas en medio diferencial agar carboxilmeticelulosa fue Pleurotus sp.
(Gréfico 4-3).

No existe diferencia estadistica en relacion al halo de degradacion de Pleurotus sp. y Ganoderma

sp en medio diferencial Agar caboxilmetilcelulosa.

Tabla 4-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del halo de degradacién de Pleurotus

sp. y Ganoderma sp en medio diferencial Agar caboxilmetilcelulosa.

Promedio halo Intervalo de Intervalo de
Hongo de degradacion Tiempo confianza inicial confianza final
Ganoderma 37,03a Oh 36,47 37,60
Pleurotus 4091 a Oh 33,20 48,63
Ganoderma 42,95a 24 h 40,09 45,80
Pleurotus 44,32 a 24 h 38,44 50,21

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Medio diferencial Agar Medio diferencial Agar
caboxilmetilcelulosa Pleurotus sp. caboxilmetilcelulosa Ganoderma sp.

Figura 5-3: Halo de inhibicion de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio difrencial agar

caboxilmetilcelulosa a las 0 h.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Medio diferencial Agar caboxilmetilcelulosa = Medio diferencial Agar caboxilmetilcelulosa
Pleurotus sp. Ganoderma sp.

Figura 6-3: Halo de inhibicion de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. en medio difrencial Agar

caboxilmetilcelulosa después de la revelacion a las 24 h.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

3.1.1.4 Modificaciones del volumen Pleurotus sp, Ganoderma sp. y el Testigo determinado

mediante experimento de pudricion acelerada a los 30 dias.
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Gréfico 5-3: Cambio de volumen en cuerpos de prueba mediante el experimento de pudricion

acelerada.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Como se indica en la tabla 5-3 el cambio de volumen en cuerpos de prueba con inéculo de
Pleurotus sp. a los 30 dias fue 772,21 +363,59 mm? fue mayor al cambio de volumen de
Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 445,85+ 402,57 mm? (Gréfico 5.3).

No existe diferencia estadistica en relacion al cambio de volumen de Pleurotus sp. y Ganoderma
sp. y el testigo absoluto de Levadura.

Tabla 5-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del cambio de volumen de Pleurotus sp.

y Ganoderma sp.
Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)
Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
Tratamiento Promedio del Volumen inicial final
Ganoderma 445,85 a 109,30 782,41
Pleurotus 772,21 a 468,24 1.076,18
Testigo 476,08 a 176,19 775,97

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

3.1.1.5 Modificacion del peso Pleurotus sp, Ganoderma sp. y el Testigo determinado mediante

experimento de pudricion acelerada a los 30 dias.
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Gréfico 6-3: Modificaciones del cambio de peso en cuerpos de prueba mediante el experimento

de pudricion acelerada.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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La variacion del peso a los 30 dias en cuerpos de prueba con in6culo de Pleurotus sp. el promedio
fue de 0,95 +0,52 g siendo mayor a la variaciéon de peso de Ganoderma sp. cuyo promedio fue de
0,45 £0,26 g y siendo mayor a la variacion de peso del testigo absoluto cuyo promedio fue de
0,49 +0,21 g (Grafico 6-3).

No existe diferencia estadistica en relacion al cambio de peso de Pleurotus sp. y Ganoderma sp.
y el testigo absoluto de Levadura.

Tabla 6-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del cambio de peso de Pleurotus sp. y
Ganoderma sp.

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Promedio del
Tratamiento Volumen Intervalo de confianza inicial | Intervalo de confianza final
Ganoderma 0,45a 0,23 0,67
Pleurotus 0,95a 0,52 1,39
Testigo 0,49a 0,32 0,67

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

3.1.2 Efecto de los hongos lignoceluloliticos en la produccion de bocashi.

3.1.2.1 Analisis Quimico de las muestras de bocashi con diferentes indculos basados en

Pleurotus sp, Ganoderma sp. y Levadura
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Gréfico 7-3: pH de las muestras de bocashi con diferentes indculos a los 12 dias de elaboracion

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Como muestra en la tabla 7-3 durante este proceso el promedio del pH en los tratamientos de 12
dias de elaboracion con indculo de Pleurotus sp. fue de 7,21 +0,34 siendo menor al pH del
tratamiento con Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 7,68 +0,68 (Grafico 7-3).

No existe diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con inéculo de Pleurotus sp,
Ganoderma sp. y Levadura en relacion al porcentaje de pH en bocashi.

Tabla 7-3: Andlisis estadistico del porcentaje de pH en bocashi.

Tratamiento Promedio del de pH | Intervalo de confianza inicial | Intervalo de confianza final
Ganoderma 7,68a 6,13 9,22
Levadura 749 a 6,86 8,11
Pleurotus 721a 6,36 8,07

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Grafico 8-3: Contenido de fésforo de las muestras de bocashi con diferentes indculos a los 12

dias de elaboracion.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Como se muestra en la tabla 8-3 la media del contenido de fosforo en el tratamiento de bocashi
con inoculo del hongo Pleurotus sp. de 12 dias de elaboracion fue de 528,67 + 213,20 ppm siendo
menor al contenido a Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 1.097,33 +261,40 ppm (Gréfico 8-3).
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No existe diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con inéculo de Pleurotus sp,

Ganoderma sp. y Levadura en relacion al promedio del contenido de fésforo (P) en los

tratamientos de bocashi.

Tabla 8-3: Medidas de tendencia central y dispersion del contenido de fosforo (P) en los
tratamientos de bocashi.

Promedio del contenido de

P Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
Tratamiento (ppm) inicial final
Ganoderma 1.097,33 a 447,98 1.746,69
Levadura 975,00 a 709,91 1.240,09
Pleurotus 528,67 a -0,95 1.058,29
Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)
Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Grafico 9-3: Contenido de Nitrégeno de las muestras de bocashi con diferentes in6culos a los

12 dias de elaboracion.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Como indica la tabla 9-3 el promedio del contenido de nitrégeno a los 12 dias de elaboracion del

bocashi del tratamiento con in6culo de Pleurotus sp. fue de 350,67 + 9,61 ppm siendo menor al

contenido de Ganoderma sp. cuyo promedio fue 429,67 +22,59 ppm (Grafico 9-3).
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No existe diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con inéculo de Pleurotus sp,
Ganoderma sp. y Levadura en relacion al promedio del contenido de Nitrégeno (N) de los

tratamientos de bocashi.

Tabla 9-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del contenido de Nitrégeno (N) de los

tratamientos de bocashi.

Promedio del contenido de | Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
Tratamiento N (ppm) inicial final
Ganoderma 429,67 a 373,55 485,78
Levadura 397,33 a 327,94 466,73
Pleurotus 350,67 a 326,80 374,54

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

225-

22.0-
é” Tratamiento
N * Ganoderma
o 215-
£ * Levadura
g' * Pleurotus

21.0-

20.5-

1 1 1
Ganoderma Levadura Pleurotus
Diferentes inoculos para Bocashi

Grafico 10-3: Contenido de Potasio de las muestras de bocashi con diferentes inéculos a los 12
dias de elaboracion

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

La tabla 10-3 mostrd promedio del contenido de potasio que tuvo el tratamiento con indculo de
Pleurotus sp. y este fue 21,38 £1 meg/100 g fue igual el contenido a Ganoderma sp. cuyo
promedio fue de 21,23 +1,21 meg/100 g e igual el contenido al tratamiento con indculo cuyo
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promedio fue de 21,46+ 0,63 meg/100 g. Por lo cual los tres tratamientos mantienen un equilibrio
con el contenido de potasio en bocashi (Grafico 10-3).

No existe diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con indculo de Pleurotus sp,
Ganoderma sp. y Levadura en relacion al promedio del contenido de Potasio (K) en los

tratamientos de bocashi.

Tabla 10-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del contenido de Potasio (K) en los

tratamientos de bocashi.

Promedio del | Intervalo de confianza
Tratamiento contenido de K inicial Intervalo de confianza final
Ganoderma 21,23a 18,22 24,24
Levadura 21,46 a 19,90 23,01
Pleurotus 21,38a 18,90 23,87

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Grafico 11-3; Contenido de Calcio de las muestras de bocashi con diferentes inéculos a los 12
dias de elaboracion

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Como indica la tabla 11-3 el promedio del contenido de calcio a los 12 dias de elaboracion del
bocashi el tratamiento con in6culo de Pleurotus sp. fue de 42,29 +3,93 meqg/100 g siendo menor
al contenido de Ganoderma sp. cuyo promedio fue 48,62 +4,58 meqg/100 g (Grafico 11-3).
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No existe diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con inéculo de Pleurotus sp,
Ganoderma sp. y Levadura en relacion al promedio del contenido de Calcio (Ca) en los

tratamientos de bocashi.

Tabla 11-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del contenido del contenido de Calcio

(Ca) en los tratamientos de bocashi.

Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
Tratamiento Promedio del contenido de Ca | inicial final
Ganoderma 48,62 a 37,23 60,01
Levadura 40,60 a 35,18 46,02
Pleurotus 42,29 a 32,54 52,04

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Grafico 12-3: Contenido de Magnesio de las muestras de bocashi con diferentes inéculos a los

12 dias de elaboracion

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Como indica la tabla 12-3 la media del contenido de Magnesio a los 12 dias de elaboracién del
bocashi el tratamiento con in6culo de Pleurotus sp. fue de 4,98 +0,35 meq/100 g siendo menor al

contenido de Ganoderma sp. cuyo promedio fue 5,83 £0,26 meqg/100 g (Grafico 12-3).
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No existe diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con indculo de Pleurotus sp,

Ganoderma sp. y Levadura en relacion al promedio del contenido de Magnesio (Mg) en los

tratamientos realizados.

Tabla 12-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del contenido de Magnesio (Mg) en

los tratamientos de bocashi.

Tratamiento

Promedio del contenido
de Mg

Intervalo de confianza inicial

Intervalo de confianza final

Ganoderma 5,83a 5,19 6,47
Levadura 5,36a 4,77 5,95
Pleurotus 4,98 a 4,12 5,83

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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Grafico 13-3: Contenido de Carbono Organico de las muestras de bocashi con diferentes
indculos a los 12 dias de elaboracién

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Como indica la tabla 13-3 el promedio del porcentaje de carbono orgéanico a los 12 dias de

elaboracion del bocashi con el tratamiento de inéculo de Pleurotus sp. fue 17,23 +2,72 siendo

menor al contenido a Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 18,02 £2,26 (Grafico 13-3).
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No existe diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con inéculo de Pleurotus sp,
Ganoderma sp. y Levadura en relacién al promedio del porcentaje Carbono Organico (CO) en los

tratamientos mencionados.

Tabla 13-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del porcentaje de Carbono Organico
(CO) en los tratamientos de bocashi.

Promedio del porcentaje de | Intervalo de confianza | Intervalo de confianza
Tratamiento CO inicial final
Ganoderma 18,02 a 12,42 23,62
Levadura 18,46 a 15,31 21,60
Pleurotus 17,23 a 10,47 23,98

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

3.1.2.2 Efecto del in6culo de Pleurotus sp, Ganoderma sp. en el bocashi durante la germinacion

de Alnus acuminata. y Raphanus sativus.
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Grafico 14-3: Porcentaje de germinacion de Alnus acuminata. y Raphanus sativus en bocashi
con indculo de Pleurotus sp, Ganoderma sp

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Como indica en la tabla 14-3 en el promedio del porcentaje de germinacion de Alnus acuminata
en bocashi con inéculo de Pleurotus sp. fue de 96,67 5,77 siendo mayor al porcentaje de
germinacion en el tratamiento con Ganoderma sp. cuyo promedio fue de 73,33 +25 (Gréfico 14-
3). Como indica la tabla 8-3 el porcentaje de germinacion de Raphanus sativus en bocashi con

indculo de Pleurotus sp. cuyo promedio fue de 100 +0 % fue igual al porcentaje de germinacion
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al tratamiento con inéculo de Ganoderma sp. y al tratamiento con in6culo de levadura cuyo

porcentaje fue de 100 +0 %. La especie que mejor se adapté en todos los tratamientos fue

Raphanus sativus seguido de Alnus acuminata con la minima diferencia del porcentaje

germinativo (Gréfico 14-3).

No hay diferencia estadistica entre los tratamientos de bocashi con indculo de Pleurotus sp,

Ganoderma sp. y Levadura en relacion al promedio del porcentaje de germinacion de Alnus

acuminata y Raphanus sativus.

Tabla 14-3: Medidas de tendencia central y de dispersion del porcentaje de germinacion de Alnus
acuminata. y Raphanus sativus con distintos indculos de bocashi.

Promedio del | tiempo de
porcentaje de | germinacion Intervalo de | Intervalo de
Hongo Especie germinacion (dias) confianza inicial confianza final
Alnus
Ganoderma acuminata 73,33 a 8 10,82 135,85
Raphanus
Ganoderma sativus 100,00 a 4 100,00 100,00
Alnus
Levadura acuminata 86,67 a 8 48,72 124,61
Raphanus
Levadura sativus 100,00 a 4 100,00 100,00
Alnus
Pleurotus acuminata 96,67 a 8 82,32 111,01
Raphanus
Pleurotus sativus 100,00 a 4 100,00 100,00

Promedios en una columna con la misma letra no son diferentes significativamente (P< 0,05)

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Alnus
acuminata

Raphanus
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Figura 7-3: Germinacion de Alnus acuminata y Raphanus sativus en bocashi con inoculo de

Pleurotus sp.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021
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Figura 8-3: Germinacion de Alnus acuminata y Raphanus sativus en bocashi con in6culo de

Ganoderma spp.

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.

Alnus Raphanus
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Figura 9-3: Germinacidn de Alnus acuminata y Raphanus sativus en inéculo de Levadura

Realizado por: Miranda Coronel, Luis, 2021.
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3.2 Discusion

Para evaluar la potencial adaptabilidad de los hongos en corteza de pino se estudid el crecimiento
micelial en diferentes concentraciones de corteza de pino, dando como resultado que Pleurotus
crecié mucho mas en diferentes concentraciones de corteza de pino, a pesar de que Ganoderma
se adapta muy bien a diferentes sustratos, este hongo no logro adaptarse al sustrato utilizado como

medio de cultivo.
Durante la produccion de ligninasas en el trabajo de (Agr, 2008) afirma:

“Después del periodo de incubacion de los hongos en los medios selectivos, la existencia del
halo de crecimiento rojizo (dmbar) en el medio de bagazo triturado, esta coloracion se debe a
la oxidacion del guayacol, presente en el medio, en tetraguayacol.” (DOERGE, 1997)

Eso confirma la capacidad de actividad lignolitica del hongo, ya que se produce la oxidacién del
guayacol por medio de peroxidasa, lo que se asemeja al presente trabajo ya que la produccion de
enzimas de tipo ligninasas de los hongos Pleurotus spp. y Ganoderma spp. se evalu6 en Agar

guayacol en donde se evidencio6 significativamente la actividad lignolitica de los hongos.

Para la produccion de celulasas se evalué en Agar carboxilmetilcelulosa con la ayuda de rojo
Congo y posterior su revelacion a las 24 h a diferencia del trabajo presentado por (Castillo Avila,
2010) quien destaca que los resultados fueron poco perceptibles, por ello, los hongos fueron
cultivados en un medio minimo al que luego se aplicé una segunda capa de agar conteniendo el
sustrato carboximetilcelulosa (CMC) y revelando posteriormente la actividad celulolitica con una
soluciodn de rojo Congo. Esto tampoco produjo buenos resultados; el tiempo de incubacion que se
requirid fue suficiente para que los hongos no sélo llenaran la caja Petri, sino para que el micelio
sobresaliera de la segunda capa de agar, lo cual impidié la penetracion de la solucién de rojo

Congo y no permitio una visualizacién confiable del hidrélisis de la CMC.

Para determinar la durabilidad de la corteza de pino y el potencial degradativo fisico sobre la
misma en este estudio se realizd el experimento de pudricion acelerada en donde cuerpos de
prueba de corteza de pino fueron incubados con indculo de hongos de podredumbre blanca o
parda Pleurotus spp. y Ganoderma spp. por 30 dias los mismos que se evidenciaron crecimiento
micelial en abundancia, evidenciandose cambio de volumen y peso, lo cual demostr6 potencial

degradativo fisico por parte del hongo Pleurotus spp.

El efecto de los hongos lignoceluloliticos en bocashi se evalio mediante analisis quimico a los 12
dias de la elaboracidn del fertilizante organico, de manera general el in6culo que mas influencio
en los diferentes pardmetros evaluados fue el de Pleurotus sp., modificando principalmente los
pardmetros del pH, nitrégeno, fosforo, calcio y magnesio en relacion al indculo de Ganoderma

sp. y Levadura.
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En el caso del Carbono cabe recalcar que se observa por parte del indculo basado en Pleurotus
sp. mayor consumo de carbono en relacion a los otros tratamientos, esto podria indicar mayor
degradacion de la corteza de pino incluida en los materiales de la elaboracion de bocashi, lo que
coincide por lo reportado por (Labarca, et al 2018), que menciona que los microorganismos mas

eficientes en la degradacion de celulosa y lignina tienen gran capacidad de consumo de carbono.

Durante la revision bibliografica no se encontrd registros donde exista germinacion de Raphanus
sativus y Alnus acuminata en bocashi realizado a base de corteza de pino con inéculo de hongos
lignocelulolicos como es el caso de Pleurotus spp. y Ganoderma spp. pero en el presente trabajo
se evidencio el porcentaje germinacion de Raphanus sativus y Alnus acuminata en bocashi siendo
asi que en indculo de los hongos mencionados el porcentaje de germinacién de Raphanus sativus
fue el 100 % mientras que la media del porcentaje germinacion de Alnus acuminata en el bocashi
con inéculo de Pleurotus sp. y Ganoderma sp. fue 85,56 % lo que tiene una leve similitud con
(Bautista, 2015) realiz6 tratamientos como compost, testigo, humus, ecoabonaza y bocashi que fue
el mayor porcentaje de emergencia con un valor promedio de 84.38 %. De manera general no se
ve un efecto negativo en la germinacion de las especies vegetales utilizadas por parte de los
inéculos microbianos basados en levadura y Pleurotus sp. sin embargo el in6culo basado en
Ganoderma sp. si influencio la germinacién de Alnus acuminata, lo cual no seria tan beneficioso

para su uso como indculo en la elaboracion de fertilizantes organicos basados en restos de pino.
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CONCLUSIONES

Ganoderma sp. present6 adaptabilidad a diferentes sustratos usados in vitro, lo cual fue
evidenciado segun su crecimiento micelial en medio PDA, agar malta modificado y agar
corteza de pino, de la misma manera produjo enzimas de tipo ligninasas y celulasas, pero

en menor porcentaje que Pleurotus sp.

Pleurotus sp. se adaptd mejor y crecié eficientemente a diferentes concentraciones de
corteza de pino, produjo de manera cualitativa mas enzimas lignoceluloliticas (ligninasas
y celulasas), se evidencid el cambio de volumen y peso (degradacion fisica) de los
cuerpos de corteza de pino, se evidencié mayor consumo de carbono en la elaboracion de

bocashi con corteza de pino.

El efecto de los hongos lignoceluloliticos en la produccion de bocashi se evidencié que
Pleurotus sp. y Ganoderma sp. influenciaron positivamente en la germinaciéon Alnus
acuminata y Raphanus sativus el mejor en la germinacion a los 8 dias de la siembra de
Alnus acuminata con un porcentaje de 96,67 % y 100 % respectivamente, la metodologia
implementada y adaptada en este estudio, permitira nuevos estudios para el uso

biotecnoldgico de productos de hongos en la industria forestal.

RECOMENDACIONES

Realizar un estudio experimental en la produccion a mediana y larga escala de sustrato y

fertilizantes organicos basados en restos de la industria forestal con Pleurotus sp.

Aislar cepas nativas de bosques de pino, de Pleurotus sp. y otros hongos asociados a la
pudricion blanca, y aplicar la metodologia adaptada en este estudio para estudiar el

potencial degradativo en restos industriales forestales.

Mejor el estudio de degradacion de corteza de pino con estos hongos y por ende la eficacia
de la produccion de plantas forestales u horticolas realizando un equilibrio de las dosis
de los productos utilizados para la produccion de bocashi con inéculo de Pleurotus sp,

Ganoderma sp. y Levadura.
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GLOSARIO

Lignina: La lignina es uno de los biopolimeros mas abundantes en las plantas y junto con la

celulosa y la hemicelulosa conforma la pared celular. (Sustainable Forestry for Bioenergy & Bio-based
Products, 2007).

Celulosa: Es un homopolimero de cadena lineal formado por unidades de Dglucopiranosa, con
enlaces B-1, 4 glicosidico. Es el principal componente de la pared celular de las plantas

representando generalmente un 35 o0 50%. El porcentaje puede variar de acuerdo al tipo de planta
(Torres, 2019).

Enzimas: Las enzimas son proteinas, polimeros formados por aminoacidos covalentemente
unidos entre si, que catalizan en los organismos una gran variedad de reacciones quimicas. La
actividad catalitica de las enzimas depende de que mantengan su plegamiento, es decir, su

estructura tridimensional (Ramirez y Ayala, 2014).

Ligninasas: es una de las enzimas mas importantes involucradas en la degradacién de la lignina
(CASTRO, 2013).

Celulasas: Las celulasas son enzimas que degradan celulosa (La Facultad De Quimica Farmacéutica,
Rodriguez y Pifieros, 2007).

Germinacion: proceso mediante el cual un embridn se desarrolla hasta convertirse en una planta.

Melaza: Conocida también como miel final y constituye el principal subproducto en la Industria
azucarera, llevandola a un proceso de fermentacién con levaduras del tipo Saccharomyces

cerevisiae para obtener el alcohol etilico (Gilces y Veloz, 2006).

Bocashi: El Bocashi (término del idioma japonés que significa, abono organico fermentado),
incorpora al suelo materias organicas y nutrientes esenciales como, nitrégeno, fésforo, potasio,
calcio, magnesio, hierro, manganeso, zinc, cobre y boro; los cuales, mejoran las condiciones
fisicas y quimicas del suelo; estos abonos tienen como objetivo estimular la vida microbiana del
suelo y la nutricion de las plantas (Agiiero et al., 2014).

Sustrato: es cualquier medio que se utilice para cultivar plantas en contenedores, entendiendo
por contenedor cualquier recipiente que tenga una altura limitada y que su base se halle en presion

atmosférica. (Barros, 2012).



Fertilizante: Son sustancias que contienen elementos 0 compuestos quimicos nutritivos para los

vegetales, en forma tal que pueden ser absorbidos por las plantas (FAO, 2011).

Basidiomycota: son una divisién del reino Fungi que incluye los hongos que producen basidios
con basidiosporas (Infante & Gonzale, MECANISMOS DE ACCION DE Trichoderma FRENTE A HONGOS
FITOPATOGENOS, 2009).

Ascomycota: constituyen el taxon flngico con mayor nimero de especies (mas de 90.000),
desde levaduras microscopicas hasta hongos con esporocarpos tan complejos como

las colmenillas y las trufas. (Jaramillo, Rodriguez, Guzman, M., & Rengifo, 2007).


https://w3.ual.es/GruposInv/myco-ual/galeria25/image1.htm
https://w3.ual.es/GruposInv/myco-ual/galeria25/image2.htm
https://w3.ual.es/GruposInv/myco-ual/galeria25/image3.htm
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ANEXOS

ANEXO A: LABORES REALIZADAS EN LA FASE DE LABORATORIO

REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE LABORATORIO

Reactivacion de Pleurotus sp.

Crecimiento miceliall en Agar Corteza de
pino en diferentes concentraciones.

Conservacion de Hongos Ganoderma sp. y
Pleurotus sp.

Preservacion de Ganoderma sp. y Pleurotus
Sp. en microtubos.

Pudricion acelerada de corteza de pino con
suspension de Pleurotus y Ganoderma.




REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE LABORATORIO

Pudricion acelerada de corteza de pino
Testigo.

Crecimiento micelial Agar Malta Pleurotus y
Ganoderma.

Preparacion de medio de Agar Guayacol y
Carboxilmeticelulosa para y repique de
Ganoderma sp. y Pleurotus sp.

Crecimiento del halo de Hongos Ganoderma
sp. y Pleurotus sp. en medio Agar Guayacol




REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE LABORATORIO

Revelacién del halo de Hongos Ganoderma
sp. y Pleurotus sp. en medio Agar
Carboximetilcelulosa.

Preparacion de materiales para la
determinacién microbiana de Ganoderma sp.
y Pleurotus sp.




ANEXO B: LABORES REALIZADAS EN LA FASE DE CAMPO

REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE CAMPO

Recolecidn de la corteza de pino Trituracion de la corteza de pino

Volteo de los tres tratamietos Ganoderma sp.,
Pleurotus sp. y Levadura




ANEXO B: LABORES REALIZADAS EN LA FASE DE SIEMBRA

REGISTRO FOTOGRAFICO DE LA FASE DE CAMPO

Recoleccion de semillas

Lavado de bandejas

-

Ganoderma s,

fotys ,

Siembra de Alnus acuminata y Raphanus
sativus

Germinacion de Alnus acuminata y Raphanus
sativus




ANEXO E: ELABORACION DE AGAR MALTA MODICADO.

PRODUCTOS DOSIS
Pony Malta 100 mL
harina de cebada (machica) 409

Agar Bacteriolégico 20g
Agua destilada 250 mL
Cloranfenicol 6 capsulas

ANEXO F: ELABORACION DE AGAR CORTEZA DE PINO.

DOSIS TRATAMIENTO | CORTEZA PINO AGAR i AGUA
(CORTEZA DE BACTEREOLOGICO

PINO)

Og 1 Og 59 200 mL
59 2 19 59 200 mL
10g 3 29 59 200 mL
15¢g 4 39 69 200 mL
20g 5 449 69 200 mL
259 6 59 69 200 mL

ANEXO G: ELEMENTOS Y CANTIDADES USADAS PARA LA ELABORACION DE

AGAR GUAYACOL MODIFICADO

ELEMENTO DOSIS
fosfato monopotésico 0.5g/L
sulfato de magnesio 0.2g/L
nitrato de amonio 0.1g/L
nitrato de potasio 0.1g/L
sulfato de hierro 0.02¢g/L
nitrato de calcio 0.04g/L
pony malta 100 mL
Agar 20g/L
Corteza de pino 2g/ml
Guayacol 25ml




ANEXO I: ELEMENTOS Y CANTIDADES USADAS PARA LA ELABORACION DE AGAR
CARBOXILMETILCELULOSA MODIFICADO

ELEMENTO DOSIS
Agua 250 mL
Agar 5g/L
Carboxilmetilcelulosa 2,50/L
Monopétasico 0,04 g/lL
Nitrato de calcio 0,16 g/L
Sulfato de magnesio 0,04 g/L
Sulfato amonio 0,04 g/L

ANEXO K: PROTOCOLO CON ELEMENTOS Y CANTIDADES USADAS EN LA
ELABORACION DE BOCASHI.

UNIDAD

CANTIDAD | DE TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3
MEDIDA

1 Litro ?:spensmn de Ganoderma Suspensidn de Pleurotus sp

6,6 Libra Urea Urea Urea

3 Litro Melaza diluida en 18 litros | Melaza diluida en 18 litros de | Melaza diluida en 18 litros

de agua agua de agua

6,6 Libra Cal Cal Cal

50 Libra Tierra negra Tierra negra Tierra negra

42,9 Libra Gallinaza Gallinaza Gallinaza

30 Libra corteza pino fino corteza pino fino corteza pino fino

6,6 Libra Carbon molido Carbon molido Carbon molido

400 Gramo Levadura




ANEXO T: GRAFICO DE LA TEMPERATURA DE LOS TRATAMIENTOS DE BOCASHI
CON INOCULOS DE Pleurotus sp., Ganoderma sp. Y LEVADURA.
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