0000000000000000000000000000000000000000000000000000000

i,
e&/

PROYECTO FONTEC
INFORME FINAL TECNICO

CODIGO: 200 - 2167

CULTIVO EN AMBIENTE CONTROLADO
DEL HONGO MORCHELA

(Morchella conica)

AGRO FUNGI S.A.

635.8

QOS? 30 de Septiembre de 2002

L33 &
A233
2000

4

$
i st}

\m
L2 corrs|



PRESENTACION

En el ditimo decenio, se constata que el pais ha sabido znirentar con
éxito el desafio impuesto por la politica de apertura en ios mercados
internacionales, alcanzando un crecimiento y desarrollo  economico
sustentable, con un sector empresarial dinimico. innovador v capaz de
adaptarse rdpidamente a las senales del mercado.

~ Sin embargo, nuestra estrategia de desarrollo, fundada ¢n el mavor
esfuerzo exportador y en un esquema que principalmente hace uso de las
ventajas comparativas que dan los recursos naturales y la abundancia relativa
de la mano de obra, tenderd a agotarse rdpidamente como consecuencia del
propio progreso nacional. Por consiguiente, resulta determinante afrontar una
segunda fase exportadora que debe estar caracterizada por la incorporacion de
un mayor valor agregado de inteligencia, conocimientos y tecnologias a
nuestros productos, a fin de hacerlos mis competitivos.

Para abordar el proceso de meodernizacién y reconversién de la
estructura productiva del pafs, reviste vital importancia el papel que cumplen
las innovaciones tecnolégicas, toda vez que ellas confieren sustentacidn real a
la competitividad de nuestra oferta exportable. Para ello. el Gobierno ofrece
instrumentos financieros que promueven e incentivan la innovacién y el
desarrollo tecnolégico de las empresas productoras de bienes y servicios.

L\TECA C 0RFQ
El Fondo Nacional de Desarrollo Tecnolégico y Productivo FONTEC,

organismo creado por CORFO, cuenta con los recursos necesarios para
financiar Proyectos de Innovacién Tecnoldgica, formulados por las empresas

“de! sector privado nacional para la introduccién o adaptaciéon y desarrolio de

productos, procesos o de equipos.

Las Lineas de financiamiento de este Fondo incluyen, ademis, el apoyo
a2 la ejecucién de proyectos de Inversién en Infraestructura Tecnolégica y de
Centros de Transferencia Tecnol6gica a objeto que las empresas dispongan de
sus propias instalaciones de control de calidad y de investigacién y desarrollo
de nuevos productos o procesos.

De este modo se tiende a la incorporacién del concepto "Empresa -
Pais", en la comunidad nacional, donde no es s0lo una empresa aislada ia que
compite con productos de calidad, sino que es la "Marca - Pais” la que se hace
presente en los mercados internacionales.

El Proyecto que se presenta, constitye un valioso aporte al
cumplimiento de los objetivos y metas anteriormente comentados.

FONTEC - CORFO
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A. RESUMEN EJECUTIVO

Antecedentes de la empresa

Durante los afios previos a la creacion de la sociedad y con
la finalidad de diversificar sus respectivos negocios, los accionistas de
la empresa estuvieron interesados en participar en actividades
relacionadas con el cultivo y comercializacion de hongos comestibles,
dindose a comienzos del afio 2000 las condiciones para llevar a cabo
esta iniciativa.

Uno de ellos, empresario del sector calzado desde 1990,
habia tenido oportunidad de intervenir en los tltimos afios como
inversionista en la recolecciéon, deshidratacién, exportacion y
comercializacion en el pais de hongos silvestres, con buenos resultados
en cada uno de los negocios en que participo.

_ El segundo, de profesion Abogado, era socio de una
empresa cuyo objeto es el disefio y construccion de hornos
deshidratadores, comercializacion y exportacion de productos silvestres,
especialmente hongos, y que presta asesorias a terceros en el manejo y
deshidratado de productos agricolas. La falta de recursos financieros de
esta Ultima sociedad lo indujo a asociarse con otros empresarios para
llevar a cabo el proyecto objeto de esta iniciativa.

Finalmente, el tercer accionista fue una sociedad vinculada
al sector de alimentos.

La sociedad Agro Fungi S.A. constituida en Marzo de
2000, fue creada para llevar a cabo el proyecto de investigaciéon y una
vez acabada ésta, pasar a la etapa productiva y comercial del cultivo del
hongo morchela. No obstante lo anterior, durante el periodo de
investigacion la sociedad se dedicaria también a la realizacién de otras
actividades propias de su giro.

El objeto de la sociedad es la produccién, distribucion,
representaciéon, comercializacién, compra, venta, importacion y
exportacion de todo tipo de bienes y en especial de productos agricolas,
silvestres, frutas y hortalizas sean éstos deshidratados o frescos.
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El domicilio comercial de la sociedad es General Jofré 307,
Santiago.

La administracion y representacion de la sociedad y el uso
de la razén social corresponde a don Gonzalo Pérez Mandiola, quien
tiene el cargo de Gerente General con amplios poderes.

Se cuenta ademas con profesionales que prestan su asesoria
externa a las empresas mencionadas en todo lo que dice relacion con
aspectos legales, contables, tributarios, financieros y de desarrollo y
materializacién de nuevos negocios.

Investigador del proyecto fue don Carlos Cisterna Lagos,
de profesion Licenciado en Biologia y que se desempefia como
catedratico e investigador de la Universidad de Talca, siendo
responsable de los aspectos técnicos de la investigacion y de los
informes presentados a FONTEC.

Sintesis del proyecto de innovacién

Chile histéricamente ha sido uno de los mayores
exportadores mundiales de hongos comestibles silvestres como Suilius
luteus y Lactarius deliciosus y también exporta algunas otras especies
como Morchella spp (Donoso, 1993).

Las expectativas de exportacion de este dltimo hongo
silvestre son bastante interesantes ya que en los mercados
internacionales esta especie es considerada una exquisitez y una de las
mejor pagadas en los mercados externos, sélo superada por la Trufa
(Tuber spp.).

El creciente interés por e! consumo de este hongo ha
llevado a considerar el desarrolio de planes de explotacion del recurso
silvestre y el establecimiento de la tecnologia para su cultivo continuo
en ambiente controlado.

Ower en 1982 reporté por primera vez la obtencién de
cuerpos fructiferos (Ascocarpos) en laboratorio y de paso demostré la
importancia de los Esclerocios en el proceso productivo.
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Los Esclerocios son “Organos de Resistencia” formados
por micelio compactado, que algunos hongos producen como
precursores de los cuerpos fructiferos.

Los resultados obtenidos por Ower sirvieron para
desarrollar el cultivo comercial de la Morchela, innovaciones que han
quedado registradas en tres patentes industriales (Ower y Col., 1986,
1988 y 1989).

No obstante, a juicio del investigador, el tipo de cultivo
patentado por Ower era posible de ser mejorado y variado en muchos de
sus aspectos y cada una de estas variaciones podia ser motivo de nuevas
patentes comerciales, lo que permitiria el desarrollo del cultivo a
empresas que inicien estas investigaciones.

Dado lo anterior, el proyecto tenia por principal objetivo
lograr el establecimiento de cultivos comerciales de Morchelas
silvestres como Morchella conica modificando la tecnologia patentada
por Ower, a escala de Planta Piloto con el fin de estudiar la fenologia de
la especie en cultivo asi como las contaminaciones y plagas que ésta
puede sufrir.

Impacto técnico-econdémico

Al implementar a escala productiva y comercial los
resultados del proyecto de innovacidn, la empresa cultivaria de manera
controlada y continua el hongo Morchella conica, especie que hasta la
fecha so6lo se recolecta en forma silvestre.

Al aplicar una tecnologia de ambiente controlado y de
forma continua, se alcanzaria una alta productividad y una buena
calidad durante cualquier época del afio.

Este producto tiene un mercado importante a nivel mundial,
siendo muy apetecido en Alemania, Francia, Suiza, Espafia, Estados
Unidos y algunos paises de Asia, pagando elevados precios que pueden
alcanzar una cantidad cercana a US$ 215 / Kg. en estado seco.

Su produccion a nivel industrial podria superar los 2.475
Kgs. anuales en estado seco y realizar exportaciones por montos anuales
de mas de US$ 420.000.



B.1

B.2

B. EXPOSICION DEL PROBLEMA

Problema a resolver

Como se sefiald anteriormente, la finalidad de la
investigacion era mejorar y variar en muchos de sus aspectos el tipo de
cultivo patentado por Ower, y cada una de estas variaciones podia ser
motivo de nuevas patentes comerciales, lo que permitiria el desarrollo
del cultivo a empresas que inicien estas investigaciones.

Para lograr ésto, los estudios debian ser abordados desde
los siguientes niveles:

a - Ensayo de nuevos sustratos para la obtencion de esclerocios.-
b - Mejorar el rendimiento en la produccion de esclerocios.-

¢ - Ensayo de nuevos sustratos definitivos de cultivo.-

d - Mejorar los mecanismos de induccion de la fructificacion.-

e - Mejorar los sistemas de adicion y deleccion de nutrientes en el
cultivo.-

f — Mejorar la tecnologia que ayuda al mantenimiento de las
variables ambientales del cultivo.-

g - Introducir los cultivos de Morchelas silvestres que se
encuentran en Chile.-

Objetivos técnicos del proyecto

El objetivo general era estudiar el cultivo de la Morchella
conica Yy Morchella esculenta a nivel de Planta Piloto adaptando
tecnologias provenientes de otros cultivos de hongos comestibles.

Los objetivos especificos fueron:
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- Determinar el efecto de la densidad de siembra de esclerocios sobre
la Eficiencia Biologica del cultivo para ambas especies de
Morchella.

- Determinar la temperatura optima de Incubacién para las dos
especies de Morchella.

- Estudiar el efecto de la deleccion de nutrientes durante la induccion
de la fructificacion.

- Comparar la Eficiencia Biolégica en ambas especies (M. conica y M.
esculenta) cuando son cultivadas en condiciones estandares.

- Determinar una mezcla econdmica de sustratos de cultivo.

- Determinar las plagas y enfermedades en cada etapa del cultivo y su
incidencia sobre la productividad final (Eficiencia Biologica).

Tipo de innovacién

Por lo expuesto anteriormente, este proyecto tenia como
objetivo el desarrollo en el pais de un nuevo proceso, consistente en el
cultivo en ambiente controlado del hongo morchela.
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C. METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

Descripcion de la investigacién

El cultivo de hongos comestibles se caracteriza por tener
una cantidad de etapas consecutivas, que en el caso de los hongos
saprobios es bien conocida, al igual que las condiciones ambientales
necesarias en cada una de ellas. Sin embargo, en el caso de las
Morchellas, un hongo que presenta dualidad ecofisiologica (Simbionte y
Saprobio), su cultivo se basa en etapas descritas en algunas patentes
(Ower, 1986, 1988 y 1989) cuya secuencia y variables ambientales son
escuetamente explicadas (Stamets, 2000).

Sumado a lo anterior, la escasa literatura técnica y
cientifica sobre la produccién de Morchellas en ambiente controlado
hacen que la obtencion de sus ascocarpos a escala comercial sea una
empresa de extrema complejidad, donde la cantidad de variables
ambientales, la fenologia y el material bioloégico mal utilizados o mal
entendidos pueden en su conjunto o en forma individual hacer fracasar
la obtencion de producto final.

En la primera y segunda patente de Ower (1986 y 1988) asi
como su primera publicacién (Ower, 1982) describi6 la importancia de
los esclerocios en el proceso productivo, ya que a partir de estos cuerpos
de resistencia con gran cantidad de nutrientes almacenados, se
desarrollan los ascocarpos (cuerpos fructiferos) cuando se les somete a
una serie de cambios ambientales. Sin embargo, los primeros resultados
demostraron que los ascocarpos obtenidos eran en su gran mayoria
amorfos ya que no presentaban los apotecios caracteristicos en su
sombrero (Vogel, 1988). Mas adelante se descubri6 que estas
anormalidades en el desarrollo de los ascocarpos se producia por el tipo
de siembra (que era muy dispersa) y en la forma como se manejaban
algunas variables como la ventilacién y la humedad.

En la dltima patente de Ower (1989) se describe el cultivo
de las Morchellas sin la utilizacion de esclerocios como inoculante sino
que micelio rico en nutrientes obtenido en cultivos liquidos bajo
agitaciébn. Sin embargo esta iltima técnica ha originado gran
controversia entre los cientificos ya que su efectividad, asi como los
principios biologicos sobre la cual se sustenta la técnica, son bastante

BIBLIOTECY ¢ ORFO



discutibles. Por lo que lo mas seguro era comenzar los estudios
utilizando las técnicas descritas en las primeras patentes para derivar en
procesos mas acabados y variar los procesos y las materias primas
utilizando principios biolégicos mas acertados y de esta forma lograr un
proceso de produccion mas efectivo y repetible.

Debido a los numerosos problemas que se originaron, en el
principio del presente estudio, en la obtencidn de los esclerocios para el
cultivo, es que fue necesario comenzar con estudiar la
escleromorfogénesis (formacion de esclerocios) para desarrollar un
sistema de produccion continua de inéculo, antes de abordar el objetivo
principal del presente proyecto.

Evaluacién de Procedimientos de Obtencién Esclerocios en Masa

En el presente proyecto se utilizaron dos cepas de
Morchella: Morchella esculenta proveniente de Bélgica (Mycelia Co.)
almacenada en el cepario de Tecnobiética Ltda. (Chile) como M1110 y
Morchella conica proveniente de micelios aislados a partir de
carpoforos silvestres recolectados en la zona de Chanco (VII Region) y
que fueron almacenados como C2010 en el mismo cepario.

Ambos micelios fueron propagados en distintos medios y a
diferentes pHs con el fin de obtener un medio adecuado para su primera
propagacion en Placas Petri (Tabla 1). Se prepararon 10 Placas con cada
tipo de medio de cultivo y se incubaron a 22°C durante 16 dias. Se
midio el radio de invasion de la placa cada dos dias a partir del sexto
dia.

Tabla 1
Medios de cultivo y sus pHs utilizados durante la primera propagacion

Medio de Cultivo Medianamente acido | Medianamente Neutro

Agar Extracto de| pH=48 pH=54 pH=58 pH=6,2
malta
Agar Papa Dextrosa ([PH=48 | pH=54 pH=58 pH=6,2

Agar Extrato Malta: Scharlau Chemie S.A.; Agar Papa Dextrosa: BBL



Todos los medios fueron Autoclavados a 15 Lb (120°C)
durante 20 minutos.

Una vez determinados los medios adecuados para la
primera propagacion se realizaron los estudios para determinar los
medios para la obtencién de esclerocios en masa. Para esto se utilizé el
método de los Frascos (Dibujo 1) descrito por Ower (1986) y
Philippousis y Balis (1995).

Dibujo 1

Sistema para la Obtencién de Esclerocios segin Ower (1986).

Segun el método descrito por Ower, los frascos cuentan
con dos capas distintas: una capa pobre en nutrientes que consiste en
una mezcla de Turba y Arena en proporcion 1: 3 en relacion a volumen,
y una capa rica en nutrientes de composicion variable ubicada en el
fondo del frasco. Ambas capas son separadas por un papel aluminio
perforado. En esta etapa se determin6 el efecto del tipo de materia
organica de la capa rica en nutrientes sobre la cantidad de esclerocios
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producidos. Para esto se determiné la Eficiencia Bioldgica (E.F.= Peso
Frescos de Esclerocios / Peso Total de la capa rica en nutrientes X 100)
de cuatro tipos de mezclas de capas ricas en nutrientes (Tabla 2). Todos
los experimentos se realizaron con 10 repeticiones por cada medio y por
cada cepa utilizada.

Tabla 2
Composicion de la Capa Rica en Nutrientes de los cuatro ensayos
desarrollados.

" INGR

Granos de Trigo cocido 300grs | 300grs | 200grs | 300gr

Solucion de Micronutrientes (*) Tml - - -

Solucién de Peptona 2 % - 1ml - -

Carbonato de Calcio - - - 3grs

Estiércol de Caballo (Himedo) - - 100grs | -

(*) Solucién de Micronutrientes =

NH2N03 .
KHZP 04 1 gr.
MgSO, x 7 H;0O 0,5 grs
KCl 0,5 grs.
FCSO4 x7 Hzo 0,01 ar.
ZI’ISO4 x7 HzO 0,01 ar.
CuSO,; x5 H,0O 0,005 grs.
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Evaluacion de los Sustratos de Cultivo.

Para determinar el sustrato de cultivo mas apropiado para la
produccion de ascocarpos de Morchella se realizo el siguiente
procedimiento:

1- Se prepararon mezclas distintas con sustratos inertes de acuerdo a lo
descrito por Ower (1986), Amir y Col. (1993). Los tratamientos son
resumidos en la Tabla 3.

2- Las mezclas himedas fueron colocadas en bandejas plasticas de
0,134 m* y 8 cms de profundidad. Luego fueron esterilizadas con
vapor durante 30 minutos. Se dejé escurrir el exceso de agua y una
vez frias fueron sembradas utilizando los esclerocios provenientes
del estudio anterior.

- R
BIBLIOTECA CORFo
Tabla 3 —

Mezclas utilizadas para estudiar la produccion de ascocarpos de

Morchella

1 Arena lavada 48%
Carbonato de Calcio 2%

Aserrin de Roble 25%

2 Turba 35%
Arena lavada 38%

Carbonato de Calcio 2%
Tierra de Hojas 30%
3 Turba 30%
Arena lavada 38%

Carbonato de Calcio 2%

3- Antes de ser incubadas se colocaron dos frascos invertidos (Dibujo
2) con sustratos ricos en nutrientes (Trigo cocido con 1 ml de
solucion de Peptona). Luego las bandejas se ubicaron en la Cidmara
de Incubacion y se mantuvieron a 24°C y 80% H.R.

4- Todos los agentes contaminantes observados en el Periodo I
(Incubacion) fueron analizados por el investigador en el Laboratorio
de Fitopatologia de la Universidad de Talca.
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Determinacion del efecto de la Densidad de siembra de Esclerocios.

La mezcla 1 realizada en la seccion anterior fue sembrada
con dos densidades diferentes: en la densidad 1 se sembraron 180 grs de
esclerocios por 0,134 m® y en la densidad 2 se sembraron 250 grs de
esclerocios por 0,134 m?. Por cada densidad se sembraron 10 bandejas
las que se incubaron juntas con las del estudio anterior.

Dibujo 2

Sistema de bandeja para la obtencidn de ascocarpos de Morchella.

FUENTE de NUTRIENTES

Determinacion de la temperatura_optima de Incubaciéon para las dos
especies de Morchella.

Debido a la demora en el inicio de las siembras solo fue
posible estudiar la temperatura optima para el Periodo I (Incubacion)
utilizando una temperatura (24°C). A esta temperatura se midié el
estado de avance del micelio, el que se refleja por la aparicién de
nuevos esclerocios en la bandeja y por la invasion progresiva de la
fuente de nutrientes colocada sobre ellas.
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Efecto de la deleccion de nutrientes sobre la productividad.

Para determinar el efecto de la deleccion de Nutrientes
sobre la productividad (expresada en la Eficiencia Biologica), se
procedid a realizar dos tiempos distintos de retiro de los frascos
invertidos con los nutrientes: el primero (la mitad de las bandejas) se
realizd a los 4 dias post-traslado de las bandejas de incubacion a
produccién y el segundo tiempo (la otra mitad de las bandejas) se
realizo a los 4 dias después del primer retiro.

Hasta esta etapa de la investigacion los problemas
presentados son los que se describen a continuacién:

Todos los ensayos fueron realizados en bandejas plasticas
tipo “canastillo” de 0,134 m’ y 8 cms. de profundidad. Sin embargo,
este tipo de bandejas no resultaron ser las mds apropiadas ya que
durante el traslado se producia un resquebrajamiento del sustrato debido
a la flexibilidad de la base de la bandeja. Este resquebrajamiento
desconecta el micelio que se encuentra en el sustrato con las fuentes de
nutrientes, por lo que se disminuye la formacién de esclerocios
secundarios sobre el sustrato de cultivo, a partir de los cuales se
producen los ascocarpos.

Durante la fase de incubacion, el micelio que nace de los
esclerocios sembrados (esclerocios primarios) invade el sustrato e
invade los nutrientes dispuestos en los frascos invertidos sobre las
bandejas (ver informe anterior). El micelio degrada, transforma y
transporta estos nutrientes desde la fuente (los frascos invertidos) hasta
nuevos esclerios (esclerocios secundarios) que se forman sobre y bajo el
sustrato de cultivo. En practicamente todos los ensayos realizados estos
esclerocios secundarios se formaron en las paredes de los frasco a la
altura de la capa pobre en nutrientes (ver Foto 1), por lo que fueron
retirados junto con los frascos en la etapa de “deleccion de nutrientes”.
Esto produce un gran decremento en el nimero de esclerocios
secundarios al final de incubacién y por lo tanto una gran disminucion
en la cantidad de nutrientes totales indispensables para la etapa de
fructificacion (Ower, 1982).
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FOTO 1
Detalle de los esclerocios secundartos acumulados en los frascos
con nutrientes durante las Gltimas fases de incubacion.

Durante los tltimos dias de incubacidén y durante los
primeros dias de induccion se observé la aparicion de una gran cantidad
de micelio blanco sobre la superficie y que a los pocos dias se torna de
color pardo claro, de una manera muy semejante al micelio de
Morchella propagado en Agar Papa Dextrosa (PDA) (ver Foto2).
Despties de realizada la induccion con agua este micelio desaparece y a
los pocos dias se forman en la superficie agrupaciones de estructuras
globulares de aproximadamente 2 a 4 mm. de didmetro y de color pardo
oscuro (ver Foto 3). Al microscopio estas estructuras asemejan a
cuerpos fructiferos abortados pero sin la aparicién de ascas. Estas
agrupaciones han sido determinadas como estructuras asexuales sin que
hasta el momento se encuentre alguna relacion con la fase anomorfica
(asexual) de Morchella. La aparicion de este micelio en etapas
tempranas de la incubacion hace muy dificil poder discriminarlo de las
contaminaciones descritas anteriormente.



FOTO 2

FOTO 3
Estructuras formadas a partir de micelio blanco después de la
induccion con agua (Barra de 1 cm.)
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A los 15 dias post-inducciéon con agua se observo la
aparicion de primordios sobre la superficie (ver Foto 4). Sin embargo,
por razones aun muy dificiles de precisar, estos abortaron a los pocos
dias de desarrollo. La determinacion exacta del momento de aparicién
de estos primordios es un punto clave en el cultivo ya que a partir de ahi
las condiciones ambientales deben ser modificadas para permitir un
desarrollo rapido de los ascocarpos, sin embargo, la observacion de
estos primordios sobre el sustrato se dificulta enormemente por su
tamafio y mimetismo con el sustrato.

.

| | BIBLIOTECA ¢ oprg

FOTO 4
Primordios sobre el sustrato (Barra 1 cm.)

Debido a los problemas seiialados, se procedid a reevaluar
las estrategias de produccion de esclerocios secundarios en los sustratos
definitivos de cultivo, las técnicas de induccion de fructificacion y
evaluar las condiciones ambientales necesarias para lograr la produccion
de ascocarpos maduros o comerciales. Para este fin se procedid a
considerar el método propuestc en la pagina  web
thefarm.org/mushroom/morel.html y por el Sr. Enrick Gracia
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(Barcelona, comunicacion personal), ambos métodos muy parecidos y
coincidentes en los problemas que generan los métodos de Ower.

Evaluacién de mezclas de sustratos definitivos de Cultivo.
De acuerdo a los métodos planteados se evaluaron las
siguientes mezclas de sustratos definitivos de cultivo

INGREDIENTE mvm%@w;%?%v , E!;a@:-aEs:é?ﬁvw@'g
Turba 40 45
Tierra de hojas 50 -
Tierra corriente - - 53
Arena de rio lavada 19 8 -
Carbonato de calcio 1 2 2

Los sustratos se dispusieron en bandejas de 0,134 m’y 8
cms de profundidad. Luego fueron esterilizadas con vapor durante 30
minutos. Se dejé escurrir el exceso de agua durante 2 horas y una vez
frias fueron sembradas utilizando los esclerocios primarios. Todos los
experimentos se realizaron por sextuplicado.

Después de una semana de incubacion a plena oscurtdad a
24 °C se procedio a colocar sobre cada bandeja una bolsa de
polipropileno con pequefias perforaciones que contenia 3 Kg de sustrato
rico en nutrientes que en todos los casos presentaba la siguiente
composicion:

S5 w RN IR

ZEMezelalRicaieniNutrientess:
INGREDIENTES | frasco
Granos de Trigo cocido
2880grs

Solucion de Micronutrientes (*)

20mi
Solucidn de Peptona 2 %

40 ml
Carbonato de Calcio

14 grs
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(*) Solucion de Micronutrientes =

MICRONUTRENTE CANTIDAD
NH2NOs 2 grs.
KH2PO4 1gr.

MgSOax 7 H20 0,5grs
KCI 0,59rs.
FeSO4 x 7 H:0 0,01 gr.
ZnS04 x 7 H0 0,01 gr.
CuSO4x 5 H0 0,005 grs.

Esta mezcla fue previamente esterilizada durante 2 horas a
121°C en autoclave y enfriada a temperatura ambiente. Las bandejas
con los sustratos pobres y sobre ellos las bolsas con sustratos ricos en
nutrientes fueron incubadas a 25°C a plena oscuridad durante 8 semanas
para evaluar la precocidad en la formacion de esclerocios secundarios.

Los resultados de esta etapa se presentan en el siguiente
grafico:

Precosidad en la produccion de Esclerocios
Secundarios en sustratos pobres en nutrientes
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Si bien en la mezcla 1 se obtuvo Esclerocios Secundarios
en forma mas rapida, éstos eran de menor tamafio comparados con los
de la mezcla 1. Ademas se observé que los esclerocios de la mezcla 3
tendian a contaminarse mas rapido y se observaba la aparicion de
micelio blanco sobre su superficie.

Evaluacién de técnicas de induccion de fructificacion.

Todos los tratamientos fueron divididos en dos bloques que
correspondian a dos formas distintas de induccién, como se describe a
continuacion:

Tratamiento 1 (de acuerdo a thefarm.org/mushroom/morel.html): Se
procedié a retirar las bolsas con sustratos ricos en nutrientes y las
bandejas fueron saturadas en agua estéril durante una hora y luego
mantentdas en condiciones de alta ventilacién a fotoperiodo de 14 horas
luz y 10 horas oscuridad a 18 °C.

Tratamiento 2 (de acuerdo al Sr. Enrick Gracia): Igual que el anterior,
pero entre el retiro de las bolsas y la saturacién con agua las bandejas se
mantuvieron a 4°C en camara fria durante dos semanas.

Después de 14 semanas de espera no se observd la
aparicion de ascocarpos en ninguno de los tratamientos, soélo la
aparicion de primordios muy separados sobre el sustrato y de grupos de
microascocarpos sobre todo en el tratamiento que correspondia a la
mezcla 1 en ambos tratamientos de induccion (Foto 5). Ambas
situaciones ya habian sido observada con anterioridad.



Foto 5

Grupos de microascocarpos formados sobre la superficie de los
sustratos de cultivo
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D. RESULTADOS Y CONCLUSIONES

RESUIL TADOS
Evaluacién de Procedimientos de Obtencion Esclerocios en Masa

Segun Ower (1982) y Volk & Leonard (1990) los micelios
de Morchella crecen mejor a pHs cercanos al neutro incluso en medios
medianamente alcalinos, sin embargo, en el presente estudio se
determiné que el crecimiento mas rapido se obtiene, en ambas cepas y
en los dos medios, alrededor del valor pH=5,8 (Tabla 4 y 5) como se
menciona en el trabajo de Kaul (1977). Estos datos son absolutamente
contradictorios con la informacién mas reciente donde incluso se
sugiere colocar un 1% de Carbonato de Calcio en los medios de cultivo
para lograr pHs alcalinos (Ower, 1982; Volk y Leonard, 1990).

De los medios estudiados en Agar Papa Dextrosa (PDA) el
micelio alcanza el mejor crecimiento. Se observo que en ambas cepas y
en ambos medios el micelio crece en agregaciones compactas y sin
micelio aéreo cuando el pH es bajo, sin embargo, a pH 5,8 se observa
un crecimiento parejo con micelio disperso y abundante micelio aéreo.
En el caso de Morchella esculenta se observo la aparicion de pequefios
esclerocios sobre la superficie del agar a pHs 5,8 y 6,2 en ambos
medios de cultivo.

Tabla 4

Resultados sobre el crecimiento del micelio de Morchella esculenta
(M1110) en diferentes medios y a diferentes pHs.
Medidas tomadas en milimetros (promedio de 10 Placas Petri).

Medio de Cultivo | pHs | Med1 | Med2 | Med3 | Med4 | MedS | Med6
438 - - 2,6 62 | 74 | 98

Agar 5,2 - - 24 44 78 | 10,2
Extracto de| 5,8 45 66 | 121 | 204 | 343 | 52,8
malta 6,2 41 72 | 115 203 | 29,2 | 48,7

48 - - - 42 | 83 | 109

Agar Papa] 5,2 - 2.8 6,8 91 {114 | 168
Dextrosa 58 3,6 82 [ 146 | 233 { 354 | 534

6,2 41 83 | 132 | 21,7 | 30,6 | 50,2
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Tabla §

Resultados sobre el crecimiento del micelio de Morchella conica (C2010)

en diferentes medios y a diferentes pHs.
Medidas tomadas en milimetros (promedio de 10 Placas Petri).

Medio de Cultivo] pHs | Med1 | Med2 | Med3 | Med4 | MedS | Med6

4,8 - - - 42 162 | 88

Agar 52 - 28 | 44 87 [ 96 |17
Extracto 5,8 4,1 64 1 119 1 188 | 284 | 40,2
de malta 6,2 44 66 | 108 { 21,2 { 291 | 398

48 - - - 43 | 82 | 124
Agar Papa] 5,2 - 2,3 6,2 88 | 10,1 | 16,5
Dextrosa 58 45 1102 | 175 | 28,3 | 40,8 | 54,6
6,2 2,2 65 [ 123 | 199 | 273 | 394

Segun los datos obtenidos en esta parte del estudio, la
primera propagacién de ambas cepas se realizara en Agar Papa Dextrosa
a pH=5,8 el cual se ajustarda con HCl 0,5M ya que el medio
proporcionado por BBL tiene un pH=6,0.

En cuanto a la obtencién de esclerocios se observo que las
mayores eficiencias se obtienen cuando se utiliza como fuente de
nutrientes trigo cocido y estiércol de caballo (Tabla 6 y 7 y Grafico 1)
lo que concuerda con las patentes de Ower (1986, 1988, 1989) donde el
autor utiliza principalmente estiércol de oveja. En todos los casos los
esclerocios se obtuvieron en la Capa pobre en nutrientes (capa superior)
y adheridos al frasco o al separador de aluminio formando masas de
agregados de esclerocios de color pardo oscuro.

En el caso de los esclerocios obtenidos sélo con trigo
cocido mas solucion de micronutrientes éstos fueron mucho mas
pequefios pero mas numerosos, sin embargo, se dificulté enormemente
poderlos separar de la capa pobre en nutrientes lo que descarta por
ahora utilizar estas mezclas para su obtencion en masa. Practicamente
en todos los experimentos los esclerocios se comenzaron a observar
alrededor del dia 20 después de la inoculacion, aunque en el caso de la
mezcla II se observa que ya en el dia 12 mas de la mitad de los frascos
presentaban esclerocios en formacion.
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Tabla 6

Eficiencia Bioldgica de Esclerocios de Morchella esculenta (M1110)
con tres fuentes de nutrientes diferentes.

Medidas en gramo

—

. Frasco =~
1 56,4 48,6 60,8
2 48,9 39,7 56,7 25,8
3 60,3 51,0 61,4 -
4 54.7 46,9 54,3 -
5 491 - 58,9 -
6 52,2 50,8 57,1 16,7
7 46,2 50,2 60,6 -
8 58,6 445 52,8 10,3
9 50,4 - 58,3 -
10 . 53,0 52,3 61,2 27,8
Promedio 53,0 48,0 58,2 20,2
Eficiencia Biolégica| 17,7% 16,0% 19,4% 6,7%

g
Tabla 7 L

AT O - e

BLIOTECA COR Fﬂ

Eficiencia Bioldgica de Esclerocios de Morchella conica (C2010)

con tres fuentes de nutrientes diferentes.
did

_Frasco__
1 50,6 458 58,7 -
T2 48,9 47,0 55,6 i
3 437 - 60,9 -
4 46,1 33,6 56,8 12,6
5 51,6 41,2 59,2 -
6 48,5 449 614 179
{ 44.0 474 49,7 -
8 50,8 45,6 58,8 .
9 - 40,8 56,9 -
10 . 51,4 39,7 58,0 -
Promedio = | 484 42,9 57,6 15,3
Eficiencia Biolégica| 16,1% 14,3% 19,2% 51%
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Grafico 1 - Eicencia Biokégica de Esderodos de las dos ospas en diferentes fuentes de
Nutriertes

181
161
14]
1]
% 10

o m & o

Evaluacién de los Sustratos de Cultivo.

Ninguno de los sustratos estudiados, bajo los
procedimientos  propuestos en esta investigacién, produjo
fructificaciones. Estos resultados se pueden deber principalmente por la
baja cantidad de Esclerocios Secundarios formados sobre el sustrato de
cultivo debido a que estos se originaron principalmente en los frascos
invertidos que fueron utilizados como fuentes delectables de nutrientes
(ver Foto 1) y ademas por lo problemas de excesiva flexibilidad de las
bandejas, que no fueron capaces de impedir el corte de continuidad
entre el micelio desarrollado sobre el sustrato y la fraccion absorbativa
que se encontraba en los frascos con nutrientes. Si esta continuidad se
pierde, los nutrientes absorbidos desde las fuentes no pueden ser
movilizados a los lugares donde se desarrollan los Esclerocios
Secundarios.
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Grafico 2

Desarrollo del pH en sustrato en
distintas etapas del Cultivo

[® pH inicio 2 pH preinduccion B pH postinducdion!

Otro factor que pudo haber influido en la nula
productividad es el pH del sustrato al final del proceso. Segun los datos
obtenidos en la primera etapa de investigacion, el pH optimo para el
crecimiento del micelio de Morchella es cercano a §,8, valor que es
mucho mas alcalino que al medido en los sustratos después de la
induccidn por agua, valores que fueron en promedio cercanos a 5,0 (ver
grafico anterior). Durante la primera etapa de investigacion también se
observé que sobre las placas Petri se desarrollaban abundantes
esclerocios (ver Foto 6), por lo que se puede concluir que en la etapa de
Cultivo definitivo, el sustrato debe conservar valores de pH cercano a
5,8 para la formacion eficiente de estas estructuras.
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FOTO 6

Esclerocios de Morchella esculenta desarrollados sobre PDA a pH= 5,8

(ver flechas)

Por todo lo anterior, se propone evaluar nuevamente la
Eficiencia Bioldgica de las tres mezclas de sustratos estudiadas
utilizando amortiguadores de pH no sean lavados durante la induccion
con agua. Ademds se propone la utilizacién de bandejas mas pequefias.
Concomitante con lo anterior y después de varias consultas con
productores extranjeros se propone variar la metodologia utilizando
procedimientos que son mds congruentes con el ciclo vital real que
posee la Morchella en la Naturaleza.

Determinacién del efecto de la Densidad de siembra de Esclerocios.
También en esta parte del informe se presentan datos

parciales hasta el Periodo I quedando pendiente la comparacién entre la

Eficiencia Bioldgica de ascocarpos y la Densidad de Siembra,

Se observd que las bandejas sembradas con una mayor
densidad (250 grs de esclerocios por 0,134 m®) comenzaban a formar
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antes nuevos esclerocios. Practicamente ninguna bandeja con Sustrato 1
y 2 sembradas a esta densidad se han contaminado hasta el momento de
la redaccion de este informe.

Efecto de la deleccion de nutrientes sobre la productividad.

Debido a la ausencia de fructificacion en todos los ensayos
fue imposible determinar el efecto de la deleccion de nutrientes sobre la
Eficiencia Biolégica Total (Productividad), por lo que este ITEM queda
pendiente hasta realizar los experimentos con los procedimientos y
modificaciones antes propuestas.

Debido a la escasa y practicamente nula fructificacion
observada en este periodo de tiempo, es que hemos fehacientemente
concluido que las patentes adolecen de informacién vital para lograr
producciones comerciales, y que esta informacioén debe ser adquirida a
través de asistencias técnicas realizadas por los actuales poseedores de
dichas patentes (Terry Farms, Co.).

Siguiendo una linea mds logica de cultivo, donde se
consideren algunos aspectos y variables naturales implicados en la
fructificacién, como variaciones de temperatura durante incubacion y
cantidad y calidad de nutrientes (Kaul, 1977; Philippousis y Balis, 1995;
Smith, 2000), es que se ha planteado una segunda estrategia,
considerando ademas informacion directa de dos grupos independientes
ubicados en U.S.A. y Espafia que han realizado modificaciones no
publicadas al cultivo de la Morchella (parte de esta informacion se
encuentra publicada en Internet en thefarm.org/mushroom/morel.htmi).

La tercera etapa de investigacion contempla realizar las
modificaciones antes propuestas y realizar los ajustes de variables
ambientales necesarios para lograr que el micelio pase a la etapa
reproductiva y no contintie en la fase vegetativa como hasta ahora se ha
obtenido.
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D.2 CONCLUSIONES FINALES

A pesar de realizar los cambios pertinentes en el protocolo
de trabajo para llegar a obtener ascocarpos de Morchella de acuerdo a lo
planteado por thefarm.org/mushroom/morel.html y por el Sr. Enrick
Gracia (Espafia), no fue posible obtener resultados en ninguno de los
ensayos. Ademas en este estudio se utilizaron dos cepas distintas de
Morchella esculenta, por lo que se descarta algun problema en el
material biolégico, como monocariogamia por ejemplo. Esto nos ha
llevado a concluir que existen algunas variables ambientales criticas en
el proceso de fructificacion, especialmente después de la deleccion de
los nutrientes, que no han sido mantenidas o logradas ya sea por
problemas en los equipos de control de ambiente en la sala de Cultivo o
por que son para nosotros totalmente desconocidas y refugiadas por
algunos grupos de investigacion y de esta manera asegurar nuevas
patentes y, por que no plantearlo, asegurar el monopolio en la asistencia
técnica. Los antecedentes que apoyan este planteamiento son la casi
nula informacién bibliografica que existe sobre técnicas de cultivo de
este tipo de hongos en ambiente controlado y lo reacios que son algunos
grupos de investigacién en entregar mayores antecedentes técnicos que
pudieran resolver estos problemas. Aparte de la informacién entregada
por Stamets (2000) y Royse (1997) sobre el cultivo comercial de
Morchelas en ambiente controlado no existe informacion relevante para
realizar un cultivo exitoso e incluso en estos textos la informacion es
muy escasa y poco clara.

En este proyecto se resolvieron los problemas iniciales
referentes a la obtencion de esclerocios en masa para ser utilizados
como inoculantes, la forma de deleccionar nutrientes y los
procedimientos para lograr un alto nimero de esclerocios secundarios
en el sustrato definitivo de cultivo, guedando pendiente la problematica
principal de este estudio que es lograr la produccién comercial de
ascocarpos de Morchella esculenta inicialmente y luego Morchelia
conica.
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E. IMPACTOS DEL PROYECTO

Impactos técnico-econdmicos

Si bien la investigacion de produccién del hongo Morchella
en ambiente controlado fue parcialmente exitosa, la empresa tiene la
confianza que en el mediano plazo podra dar solucién a los problemas
presentados. Para ello proseguird tomando contacto con investigadores
del pais y extranjeros, expertos en estas especies.

En un momento del desarrollo del proyecto, la empresa
decidi6 la implementacion del cultivo de otros hongos exéticos para
tener la certeza de lo adecuado de las instalaciones de la planta e incluso
del personal técnico y de apoyo. Fue asi que se procedio a ensayar los
cultivos de Shiitake (Lentinula edodes) y Reishi (Ganoderma lucidum)
en parte de la infraestructura del plantel que estaba siendo subutilizada.

El cultivo del Shiitake (Lentinula edodes) se realizd de
acuerdo a los resultados obtenidos en el proyecto FONTEC 98-1390 y a
varias tesis de alumnos de agronomia de la Universidad de Talca
realizadas entre 1998 y 2001. Segin los procedimientos evaluados en
estas investigaciones se realizo la siguiente secuencia de procesos:

1- Preparacion de la mezcla (Sustrato de Cultivo) compuesta por 35 %
de aserrin de Eucalyptus, 45 % de viruta de Eucalyptus 18 % de
Afrechillo de trigo y 2% de Carbonato de Calcio.

2- La mezcla se llevé a humedad cercana a 70 % y se coloco en bolsas
de polipropileno para ser luego esterilizadas en autoclave durante 70
minutos (Foto 7).

3- Las bolsas estériles y frias fueron inoculadas con 4 % de indculo
propagado sobre grano, al interior de una cdmara de inoculacion
especialmente disefiada para este fin (Foto 8).



Foto 8 — Inoculacidn de bolsas (Siembra)
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4- Luego las bolsas fueron incubadas a plena oscuridad a 26°C durante
6 a 8 semanas.

5- Al término de incubacidn, las bolsas fueron retiradas de los bloques
ya compactados de sustrato con el micelio y se procedié a realizar la
inducciéon de la fructificacion (Foto 9) en la sala de Cultivo
aumentando la ventilacién, bajando la temperatura a 16 — 18°C y
manteniendo un fotoperiodo de 14 hrs Luz: 10 hrs. Oscuridad.

6- Al cabo de 2 a 3 semanas aparecen los primeros carpoforos los que
son cosechados cuando éstos distienden completamente el sombrero
o comienzan a deshidratarse (Foto 10).

Foto 9- Induccidn de la fructificacion en Shiitake



Foto 11- Carp6foros de Reishi en momento de cosecha
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Estos ensayos se realizaron entre Octubre del 2001 y Julio
del 2002, logrando rendimientos cercanos al 80 % (Eficiencia Biologica
= Peso fresco de carpoforos / Peso seco de sustrato X 100).

En cuanto al Reishi (Ganoderma lucidum), se utilizé una
cepa aislada a partir de un carpéforo encontrado en el sector de
Quinamavida (Linares, VII Region) por el Sr. Carlos Cisterna. El
cultivo se realizé con el mismo sustrato utilizado para el Shiitake y se
procedi6 de una manera similar tanto en la esterilizacion, inoculacion,
incubacidén, inducciéon de fructificacion y cultivo. Los primeros
carpoforos comenzaron a aparecer después de 4 semanas de realizada la
induccion (Foto 11) y se obtuvo un rendimiento cercano al 40 %.

Implementacién de resultados

Dado los resultados positivos logrados en los dos cultivos
ensayados: Shiitake (Lentinula edodes) y Reishi (Ganoderma lucidum),
se puede concluir que la infraestructura instalada en Agro Fungi Ltda.,
es suficiente para la implementacion de nuevos cultivos a escala
comercial.

En cuanto al hongo morchela, se proseguira con las
investigaciones en la medida de las capacidades financieras de la
empresa.
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E. ANEXOS

En Anexo N° 1 se presenta el Resumen de Actividades
Desarrolladas, siguiendo la pauta entregada por FONTEC.

En Anexo N° 2 se acompafia el Resumen de Gastos Reales de la
investigacion. ’

Finalmente, el Anexo N° 3 contiene el Formulario de
Implementacion de los Resultados.
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ANEXO N° 2

CUADRO RESUMEN GASTOS REALES

1.- ANTECEDENTES GENERALES

CODIGO PROYECTO 200-2167 |

TITULO DEL PROYECTO CULTIVO EM AMBIENTE CONTROLADO DEL HONGO
MORCHELA {Morchella conica)

EMPRESA
AGRO FUNGI S.A.

INFORME DE AVANCE N° FINAL

TOTAL INFORMES AVANCE 2 AVANCE Y 1 FINAL

2.- CUADRO RESUMEN DE GASTOS

PARTIDAS DE COSTO GASTOS PROGRAMADOS GASTOS REALES
MILES $ MILES $
PERSONAL DE
INVESTIGACION 18.720 19.500
PERSONAL DE
APOYO 15.294 21.856
SERVICIOS, MATERIALES
Y OTROS 14.367 18.639
USO DE BIENES DE
CAPITAL 0 0
ADQUISICION-BIENES DE
CAPITAL 6.333 13.329
TOTAL 54.714 73.325




ANEXO N° 3

IMPLEMENTACION DE LOS RESULTADOS
DEL PROYECTO

CODIGO PROYECTO 200-2167 |

TITULO DEL PROYECTO CULTIVO EM AMBIENTE CONTROLADO DEL HONGO

MORCHELA (Morchella conica)

EMPRESA
AGRO FUNGI S.A.

IMPLEMENTACION DE LOS RESULTADOS DEL PROYECTO

En este proyecto se resolvieron los problemas iniciales referentes a la
obtencidn de esclerocios en masa para ser utilizados como inoculantes, la forma
de deleccionar nutrientes y los procedimientos para lograr un alto nimero de
esclerocios secundarios en el sustrato definitivo de cultivo, quedando pendiente
la problemética principal de este estudio que era lograr la produccién comercial de
ascocarpos de Morchella esculenta inicialmente y luego Morchella conica .

Los buenos resultados obtenidos en los cultivos de Lentinula edodes y
Ganoderma lucidum , no contemplados en la investigacion original y realizados con
aportes de la empresa, permiten aseverar lo adecuado de las instalaciones de la
planta y la idoneidad del personal técnico y de apoyo.

Si bien el éxito de esta investigacion fue parcial, la empresa confia que
en el mediano plazo podra dar solucién a los problemas presentados y llegar a
producir en forma comercial Morchella conica , objeto del proyecto.
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