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RESUMEN

El género Cordyceps sp. ha sido de gran interés en el campo de la microbiologia aplicada
debido a su potencial como hongo entomopatdgeno capaz de invadir insectos y producir gran
variedad de metabolitos bioactivos en la agricultura, farmacéutica y biotecnolégica. En
condiciones naturales, su ciclo biolégico depende de la infeccidon y colonizacion de insectos
hospedadores, donde genera estructuras reproductivas como |os conidios, fundamentales para su
dispersion y perpetuacion; sin embargo, su disponibilidad en estado silvestre es limitada por
factores ecol6gicos, climéticosy la sobreexplotacion de su habitat. Por |o anterior, €l cultivo in
vitro de Cordyceps sp. se ha considerado una alternativa viable para garantizar su produccion,
enfocandose en la optimizacion de sustratos y condiciones de cultivo que permitan incrementar un
factor critico. En este contexto, en el presente estudio se evaluaron medios de cultivo aternativos
parala produccién de conidios de Cordyceps sp. Para€llo, serealizo laactivaciony el aislamiento
de la cepa, seguidos de su caracterizacion morfoldgicay enzimética, asi como la evaluacion de su
crecimiento en medios de cultivo comerciales y aternativos. Posteriormente, se obtuvieron los
conidiosy se determind su porcentaje de viabilidad bajo condiciones controladas. Finalmente, los
datos obtenidos fueron analizados mediante pruebas estadisticas ANOV A y una prueba de Tukey
con un nivel de significacion (p<0.05) para analizar los efectos de las diferentes variables.
Obteniendo como resultado, que los medios de cultivo aternativos favorecieron
significativamente € crecimiento y la esporulacién del hongo en comparacion con los medios
comerciales, destacandose |os elaborados a bases de avena, papa, cascarilla de arroz y cuesco de
palma, los cuales promovieron tanto el desarrollo micelial como laviabilidad de los conidios. En
conclusién, los medios de cultivo aternativos son una opcidn sostenible, viable y de bajo costo
para optimizar la produccion de conidios de Cordyceps sp., contribuyendo al desarrollo de

estrategias biotecnolégicas y a aprovechamiento de recursos locales.

Palabras clave. Viabilidad, conidios, crecimiento micelia y medios de cultivo

aternativos.



INTRODUCCION

El hongo Cordyceps sp. se caracteriza por ser un entomopatégeno capaz de invadir
insectos, producir gran variedad de metabolitos bioactivos de muchaimportanciaen laagricultura,
farmacéuticay biotecnolégica (Das et al., 2021). Uno de sus productos de mayor relevanciaes la
cordicepina y polisacaridos con acciones antioxidantes, inmunoestimulantes, anticancerigenas y
antiinflamatorias; Por 1o que, es deinterés su cultivo y aprovechamiento (Kang et al., 2017; Qu et
al., 2022).

En condiciones naturales, e ciclo biologico de Cordyceps depende de la infeccién y
colonizacion de insectos hospedadores, donde produce estructuras reproductivas como los
conidios, fundamentales para la dispersion y perpetuacion del hongo (Bhambri et al., 2022). Sin
embargo, la disponibilidad de este recurso en estado silvestre es escasa y limitada, debido a
factores ecol6gicos, climaticosy ala sobre explotacion de su hébitat (Tuli et al., 2013).

Por lo anterior, €l cultivo in vitro de Cordyceps sp. se ha considerado una alternativaviable
para garantizar su produccion, enfocandose en la optimizacion de sustratos y condiciones de
cultivo que permitan incrementar un factor critico. Ya que influye en la cantidad y calidad de
conidios producidos, asi como en lasintesis de sus metabolitos secundarios (Sung et al., 2010; Jian
& Li, 2017). Por lo cual, los medios de cultivo alternativos elaborados a base de granos, residuos
agroindustriales, productos alimenticios presentan una alternativa econémicay sostenible frente a
los medios de cultivos sintéticos o comerciales. Los cuales son fuentes de nutrientes esenciales
como de carbono y nitrégeno; también contribuyen a aprovechamiento de recursos locales

favoreciendo un enfoque de biotecnologia sostenible (Condori et a., 2024; Tao et a.,2020).

En este contexto, la presente investigacion tiene como objetivo evaluar medios de cultivo
alternativos para incrementar la produccion de conidios de Cordyceps sp., con € fin de optimizar
su produccion en condiciones controladas y generar aportes para el desarrollo de aplicaciones en
las diferentes industrias. De esta manera, se busca contribuir a establecimiento de estrategias de
produccion maés accesibles, sostenibles y eficientes, que permitan potenciar €l uso de este hongo

entomopatdgeno como un recurso de alto valor biotecnol 6gico.



1. Capitulol
1.1. Problema en estudio
1.1.1. Planteamiento del problema

El género Cordyceps es ampliamente reconocido por su importancia biotecnol gica debido
a la produccion de metabolitos bioactivos con aplicaciones en las industrias farmacéuticas,
agricola. Entre sus caracteristicas mas relevantes se encuentra la capacidad de producir conidios,
estructuras reproductivas asexuales fundamentales para su dispersion, propagacion y uso en
procesos de produccion industrial, en especial el desarrollo de bioinsumos parael control biolgico
de plagas (Khan et a., 2018; Mascarin et a., 2018).

A nivel internacional, la produccién de Cordyceps sp. se ha considerado una actividad de
interés para las industrias farmacéutica y agricultura. Sin embargo, uno de los principales
obstacul os en su produccién a escala radica en la optimizacion de las condiciones, particularmente
en lo relacionado con laformulacién de medios que permitan maximizar la produccion de biomasa
y estructuras reproductivas como los conidios (Oliveira et a., 2015). Estudios recientes han
demostrado que la composicion del medio de cultivo influye significativamente en lafisiologia del
hongo, afectando variables como el crecimiento micelial, la esporulacion y la viabilidad de las
estructuras reproductivas (Zhang et al. 2020).

En este contexto, los medios de cultivo micolégicos comerciales como el agar papa
dextrosa (PDA), han sido ampliamente utilizados como estéandar en estudios micolégicos. No
obstante, su uso presenta limitaciones, relacionadas con su ato costo y disponibilidad, 1o cual
restringe su aplicacién en procesos de produccion a gran escala, especialmente en paises en

desarrollo (Zhou et al., 2020). Se ha reportado gque los costos asociados a los medios de cultivo



pueden representar una proporcion significativa del gasto total en procesos biotecnol 6gicos, |0 que
impulsala blsqueda de aternativas mas econémicas y accesibles (Aggarwal et al., 2024).

En Latinoamérica, lainvestigacion en medios de cultivo alternativos hacobrado relevancia
en estos Ultimos afios, enfocandose en el uso de sustratos de origen agricola como avena, arroz,
papa, y residuos agroindustriales. Estos sustratos no solo presentan un menor costo, Sino que
también pueden aportar nutrientes compl e os que favorecen el desarrollo fungico. No obstante, los
resultados reportados son variables y dependen en gran medida de la composicion especifica del
sustrato y de las condiciones de cultivo, 1o que evidencia la necesidad de estudios experimentales
gue evallen su eficiencia de manera sistematica (Kontogiannatos et al., 2021).

En Colombia, la investigacion sobre Cordyceps sp. aun es limitada en comparacién con
otros hongos de interés agricola, como Beauveria bassiana o Metarhizium anisopliae. Aungque
existen avances en la caracterizacion y aplicacion de hongos entomopatdgenos, se identifican
vaciosimportantes en la optimizacién de medios de cultivo paralaproduccién masivade conidios,
los cuales son esenciales para su uso como bioinsumos en el control deinsectos (Barreras. G 2024;
ICA 2024).

En e departamento del Cesar, y particularmente en el municipio de Valledupar, el
desarrollo de biotecnologias aplicadas al sector agricola enfrenta limitaciones asociadas a la
disponibilidad de recursos, acceso ainsumos especializadosy falta de investigaciones locales que
permitan adaptar tecnologias a las condiciones especificas de laregion. Por €lo, el uso de medios
de cultivo comerciales puede resultar economicamente inviable para proyectos de produccion a
pequeiia y mediana escala, 1o que limita la adopcion de alternativas bioldgicas sostenibles.
Adicionalmente, se ha evidenciado gue los medios de cultivo aternativos, elaborados a partir de

materias primas locales como avena, arroz, papa, y subproductos agricolas, podrian representar



una solucion viable para reducir costos y mejorar la accesibilidad de estos sistemas productivos.
No obstante, existen una escasa evidencia cientifica a nivel local que permita establecer con
claridad el efecto de estos medios sobre variables criticas como la produccion de conidios, la
viabilidad y € crecimiento de Cordyceps sp. (Ahsan et a., 2024).

Desde @ punto de vistacientifico, lafaltade estudios comparativos entre medios de cultivo
comercialesy alternativos representan un déficit en el conocimiento, ya que limitala comprensién
de como los diferentes componentes nutricionales influyen en la fisiologia y productividad del
hongo. Esta situacion dificulta la estandarizacién de protocolos de cultivo y la transferencia de
tecnologia hacia el sector productivo. En el ambito aplicado, la ausencia de aternativas validadas
de bajo costo impacta directamente en la posibilidad de escalar |a produccién de Cordyceps sp.
como bioinsumo agricola, 1o que a su vez limita el desarrollo de estrategias sostenibles para el
manejo de plagas y la reduccion del uso de agroquimicos. Esto tiene implicaciones tanto
econdmicas como ambientales, especiamente en regiones donde la agricultura constituye una
actividad fundamental paralaeconomialocal (Shahbaz et al., 2024).

En este sentido, se hace necesario desarrollar investigaciones que evallen el potencial de
medios de cultivos alternativos en produccion de Cordyceps sp., considerando no solo su
capacidad para promover e crecimiento micelial, sino también su efecto en la produccion y
viabilidad de conidios, los cuales son determinantes para su aplicacion en campo.

La presente investigacion se delimita geograficamente en el municipio de Valledupar,
departamento del Cesar, Colombia, en condiciones de laboratorio del programa de Microbiologia de
la Universidad Popular del Cesar, y se enfoca en la evaluacion experimental de diferentes medios de

cultivo alternativos en comparacion con un medio comercial. Temporalmente, e estudio se



desarroll6 durante €l periodo correspondiente a ciclo de crecimiento y esporulacion del hongo
bajo condicione experimentales.

En funcion de lo anterior, se planteala siguiente pregunta de investigacion.

¢Cudl es el efecto de los medios de cultivo aternativos sobre la produccion y viabilidad de
conidios de Cordyceps sp. en comparacion con los medios de cultivo micol 6gicos comerciales en

condiciones de laboratorio?

1.1.2. Justificacion

Actuamente, el género Cordyceps ha despertado gran interés cientifico debido a su
capacidad de producir compuestos bioactivos como la cordicepina, polisacaridos y compuestos
por propiedades antioxidantes, inmunomoduladores y anticancerigenas. Estas caracteristicas han
impulsado su aplicacion en diversas industrias, especialmente en los sectores farmacéutico,
cosméticos y agricola, posicionandolo como un recurso biotecnoldgico de alto valor (Das et al.,
2021; Pelizza et a., 2020).

A nivel internacional, el género Cordyceps ha experimentado un crecimiento significativo
en el mercado, alcanzando un valor aproximado de 1,52 mil millones de ddlares en 2025, con
proyecciones de crecimiento hasta 3,91 mil millones de ddlares para el afio 2034, con unatasa de
crecimiento anual superior a 11 % (Fortune Business Insights, 2025). Asimismo, el mercado de
extractos de Cordyceps contintia expandiéndose debido a la creciente demanda de productos
naturales con beneficios terapéuticos, especialmente en paises asidticos como China, Japon y
Corea del Sur, donde su produccién se ha industrializado mediante sistemas de fermentacion a
gran escala (Market Growth Reports, 2024). Este crecimiento evidencia la importancia de
optimizar los procesos de produccion, especiamente aquellos relacionados con la obtencién de

biomasay estructuras reproductivas como |os conidios.



En Colombia, aunque el uso de hongos con potencia biotecnolégico ha sido explorado
principalmente en e &mbito agricola como controladores bioldgicos, € desarrollo industrial de
Cordyceps es aun incipiente. Segun el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (INVIMA), en € afio 2024 se reportd la comercializacion ilegal de productos a base de
Cordyceps, evidenciando gue solo un producto cuenta con registro sanitario en €l pais (INVIMA,
2024). Esta situacion reflgja una creciente demanda en e mercado nacional, pero también una
limitada capacidad de produccion estandarizada, 10 que genera dependencia de productos
importadosy restringe € desarrollo de laindustrialocal.

En e contexto regional, particularmente en el departamento del Cesar, lainvestigacion en
biotecnologia fungica es alin limitada, a pesar de la alta disponibilidad de recursos agricolas que
podrian ser utilizados como sustratos aternativos para €l cultivo de microorganismos. La region
cuenta con una importante produccion de cultivos como maiz, arroz y yuca, cuyos subproductos
pueden ser aprovechados en la formulacién de medios de cultivo de bajo costo, contribuyendo al
desarrollo de procesos sostenibles. No obstante, la falta de estudios enfocados en la evaluacion de
estos recursos para la produccion de Cordyceps limita su aprovechamiento en aplicaciones
industriales. Desde el punto de vista cientifico, la produccién de conidios constituye un aspecto
fundamental en el ciclo de vida de Cordyceps, ya que estos son esenciales para su propagacion,
aplicaciones en control biologico y procesos de fermentacion industrial. Sin embargo, laeficiencia
en la produccién de conidios esta directamente influenciada por la composicion del medio de
cultivo, 1o que hace necesario evaluar nuevas alternativas que optimicen este proceso (Liu et al.,

2021).



Tradicionalmente, los medios de cultivo micoldgicos comerciales son utilizados por su
capacidad para favorecer el crecimiento de hongos, gracias a su composicion de carbohidratos
(Diaz et al., 2022). Sin embargo, su costo elevado y la disponibilidad limitada de algunos de sus
componentes puede representar una barrera para su uso continuo en proyectos de investigacion y
produccion amayor escala, como en el caso del PDA quetiene un valor aproximado de 162 dolares
por 5009, lo que equivale aproximadamente a 600.000 COP por frasco, dependiendo del
proveedor. Considerando que para preparar un litro de medio se requieren 39g de PDA, un frasco
de 500g permite preparar alrededor de 12 litro de medio. Esto implica un costo aproximado de
50.000 COP por litro de medio preparado, sin incluir costos adicionales como energia,
esterilizacion y materiales de laboratorio.

En este sentido, diferentes estudios han demostrados que € disefio de medios de cultivo
alternativos elaborados a partir de productos agricolas y residuos agroindustriales ofrecen una
aternativaviable parael cultivo de microorganismos, debido a que contienen nutrientes esenciales
gue pueden favorecer € crecimiento fungico y la produccién de conidios. Ademas, su utilizacién
contribuye al aprovechamiento de recursos locales, a desarrollo de estrategias de produccion
sostenibles y econdémica (Zhou et al., 2020). Estos medios reducen los altos costo de produccion
entre un 50 y 80%, manteniendo o incluso mejorando el crecimiento y la esporulacion del hongo.

En este contexto, la presente investigacion busca evaluar diferentes medios de cultivo
alternativos para incrementar la produccién de conidios de Cordyceps sp. Aportando informacion
cientifica que permita optimizar su cultivo en condiciones de laboratorio. L os resultados obtenidos
podrian contribuir a desarrollo de métodos de produccion mas accesibles y sostenibles,
favoreciendo el aprovechamiento biotecnol 6gico de este hongo y promoviendo el uso de recursos

locales.



1.1.3. Objetivos
1.1.3.1. Objetivo general
Evaluar medios de cultivo alternativos parala produccion de conidios de Cordyceps sp. en

sistemas de sustrato solido bajo condiciones de laboratorio.

1.1.3.2. Objetivos especificos

o Determinar el comportamiento de crecimiento de la cepa de Cordyceps sp.
en medios micologicos comerciales como referencia para la evaluacion de medios
alternativos.

. Desarrollar medios de cultivo alternativos para la produccion de conidios
de Cordyceps sp. en sistemas de sustratos solidos.

. Comparar la produccion y viabilidad de conidios de Cordyceps sp., asi
como las caracteristicas del crecimiento del hongo en medios micologicos comerciales y

medios alternativos.

1.1.4. Hipotesis

El uso de medios de cultivo alternativos incrementa significativamente la produccion y
viabilidad de los conidios de Cordyceps sp. en comparacion con los medios micol6gicos

comerciales.

2. Capitulo|l
2.2. Marcotedrico
2.2.1. Antecedentes

En los ultimos afios, € estudio de hongos entomopatdgenos del género Cordyceps ha

adquirido gran relevanciaanivel cientifico debido a su potencial en la produccién de metabolitos



bioactivos y su aplicacion en la agricultura sostenible. En este sentido, diversas investigaciones
han demostrado que las condiciones de cultivo, especialmente la composicién del medio, influyen
directamente en el crecimiento micelia y la produccién de conidios, lo cua constituye un factor

clave para su aprovechamiento biotecnol dgico.

A nivel internacional, Ordaz-Hernandez et a. (2024) evaluaron la producciony calidad de
conidios de Cordycepsjavanica mediante lamodificacion de condiciones de cultivo en laboratorio,
utilizando medios enriguecidos con diferentes fuentes nutricionales. Los autores reportaron un
incremento significativo en la produccion de conidios a ajustar la composicion del medio,
destacando que factores como la disponibilidad de nutrientes influyen directamente en la
esporulacion. Este estudio aporta evidencia solida sobre la relacion entre el medio de cultivoy la
produccion de conidios; sin embargo, se limita a uso de medios optimizados en laboratorio, sin
considerar aternativas basadas en recursos locales, lo cual representa una diferencia con la

presente investigacion.

Por otro lado, Hu et al. (2024) investigaron estrategias biotecnoldgicas para mejorar la
produccion de Cordyceps militaris, incluyendo modificaciones en las condiciones de cultivo y
manipulacion genética. Los resultados destacaron la importancia de optimizar e entorno de
crecimiento para maximizar e rendimiento del hongo. Este estudio aporta a enfogue de
optimizacion de condiciones, pero se diferencia en su orientacién hacia procesos industriales y

biotecnol 6gicos avanzados.

Asimismo, Zeng et a. (2024) anadizaron € potencial de Cordyceps militaris como
plataforma para ingenieria metabdlica, evaluando diferentes estrategias de cultivo y produccién.
Los autores concluyeron que las condiciones del medio influyen directamente en la eficiencia
productiva del hongo. Este estudio refuerza la importancia de los factores de cultivo, siendo
coherente con €l enfoque de |a presente investigacion, aunque no aborda especificamente medios

aternativos de bajo costo.

De manerasimilar, Turk et al. (2022) evaluaron el crecimiento de especies de Cordyceps
en sustratos derivados de insectos, empleando estos como fuente nutricional en condiciones

experimental es. L os resultados mostraron un incremento en la produccion de metabolitos como la



cordicepina, evidenciando gue los sustratos no convencionales pueden mejorar € rendimiento del
hongo. Este estudio aporta a la presente investigacion al demostrar la viabilidad de medios
aternativos, sin embargo, se diferenciaen € tipo de sustrato utilizado, ya que el presente estudio

se enfoca en materias primas de origen vegetal y agroindustrial.

Finalmente, Wu et al. (2021) analizaron los mecanismos biosintéticos de compuestos
bioactivos en Cordyceps militaris, evaluando diferentes condiciones de cultivo y su relacion con
la produccion metabdlica. Los resultados indicaron que factores como la composicion del medio
y las condiciones ambiental esinfluyen significativamente en laactividad biol 6gicadel hongo. Este
estudio aporta fundamentos tedricos que respaldan la importancia de optimizar los medios de

cultivo, aunque no se enfoca especificamente en la produccion de conidios.

Estos estudiosinternacional es evidencian que el medio de cultivo esun factor determinante
en laproduccion de conidios; sin embargo, también revelan un vacio en investigaciones orientadas
al uso de medios de cultivo alternativos basados en materias primas locales, |o cua constituye el

principal aporte de la presente investigacion.

A nivel nacional, Mesa Acero y Murillo Ruiz (2025) analizaron las propiedades del género
Cordyceps en la medicina tradicional y occidental, destacando su importancia biotecnoldgica y
farmacol 6gica. Aungue su enfoque no se centra en la produccion de conidios, este estudio aporta
un contexto general sobre larelevancia del hongo y su potencia de aplicacion, lo cud justificala

necesidad de optimizar su cultivo.

Por su parte, Castillo Olarte (2017) evalud la diversidad genética del hongo Cordyceps
takaomontana en diferentes ecosistemas de Colombia, utilizando herramientas moleculares para
caracterizar su variabilidad. Los resultados evidenciaron una alta diversidad genética, lo cual
sugiere la necesidad de estudios orientados a su cultivo y aprovechamiento. Este trabajo aporta
informacion base sobre el hongo en el contexto colombiano, aunque no aborda la produccién de
conidios ni el uso de medios alternativos.

De igual manera, Figueroa Morales (2018) estudio la actividad inhibitoria de extractos de
Cordyceps nidus, evaluando su potencia biolégico mediante ensayos experimentales. Los

resultados demostraron actividad bioldgica relevante, 1o cual resalta la importancia de optimizar



su produccion. Este estudio aporta evidencia sobre el valor biotecnoldgico del género, pero no

aborda aspectos de cultivo.

Asimismo, Usme Romero (2017) investigo la obtencion de proteina a partir de Cordyceps
militaris y su aplicacién en productos alimenticios. Para €llo, utiliz6 procesos de cultivo y
transformacion del hongo. L os resultados evidenciaron su potencial como fuente proteica, lo cual
destaca la importancia de mejorar su produccion. Este estudio se relaciona con la presente

investigacion en el uso del hongo, aunque no eval la medios alternativos.

Finalmente, Sanjuan et a. (2001) anaizaron la distribucién de especies de Cordyceps en
ecosistemas colombianos y su interaccion con insectos, evidenciando su importancia ecologica.

Este estudio aportainformacion sobre la presencia del hongo en €l pais, pero no aborda su cultivo.

En el contexto regional y local, lainformacion disponible es limitada, evidenciandose una
ausencia de estudios especificos sobre la produccion de conidios en Cordyceps sp. mediante
medios de cultivo alternativos. No obstante, repositorios académicos como los de la Universidad
delos Andesy bases de datos nacional es como € sistema de MinCiencias reportan investigaciones
relacionadas con hongos entomopatdgenos y €l uso de residuos agroindustriales como sustratos,

lo cual respaldalaviabilidad de emplear materias primas locales.

Este andlisis permite establecer que, aunque existe una base cientifica sdlida a nivel
internacional sobre la optimizacion de medios de cultivo en especies de Cordyceps, en e contexto
colombiano y especialmente a nivel regiona y local persiste un vacio significativo en
investigaciones orientadas a la evaluacion de medios de cultivo alternativos para incrementar la

produccion de conidios, 1o cud justifica plenamente e desarrollo de la presente investigacion.

2.2.2. Basestetricas
22.21. Cordyceps sp.
El género Cordyceps agrupa diversas especies de hongos que pertenecen a la familia
Ophiocordycipitaceae, dentro del filo ascomicetos. Existen alrededor de 700 especies descriptas

en el continente asiatico (Das et al., 2021). Las especies del género son de distribucién ubicuay



su funcién principal en la naturaleza es € control biol6gico de insectos plagas como hongos
entomopatogenos. Ademas, son utilizados en la medicina por su capacidad inmunoldgica,
anticancerigenas, antitumorales, antioxidante, antiinflamatorio y su uso como suplemento
deportivo (Liu et al., 2015). El ciclo bioldgico de Cordyceps sp. es complejo debido a su caracter
pleomorficos; es decir, la especie pasa por dos etapas de reproduccion, es estado sexual de las
ascosporas, Y las conidias por estado asexual. Lo que significa que su adaptacion y desarrollo de
sus diferentes estructuras en cada estado, eslaclave paralaidentificacion de sus especies (Castillo
et a., 2014; Pelizza et al., 2021).

El ciclo de vida de interés para estainvestigacion sera € estado asexual, cual sera descrito

adetalle en e siguiente numeral.

2.2.2.2. Reproduccién asexual de Cordyceps sp.

La reproducciéon de Cordyceps sp. es muy compleja, esta se presenta en tres etapas:
infeccién, parasitismo y saprofitismo. Esta se lleva a cabo mediante la conidiogenesis, proceso en
el que se forma conidios unicelulares de forma éliptica o cilindrica, los cuales son estructuras
reproductivas especializadas para la dispersion y colonizacion de nuevos huéspedes. Este tipo de
reproduccién es muy comun en los ascomicetos, los conidios se desarrollan en conidioforos
estructuras especializadas que salen en la superficie de los cuerpos fructiferos. La conidiogenesis
esta influenciada por factores ambientales como la temperatura, lahumedad y laluz (Chen et al.,
2019; Kumar et al., 2017).

L os conidios son una parte importante en lareproduccion y propagacion de Cordyceps sp.,
ya gue representa su forma asexual y son los principales agentes de diseminacién. Los estados
conidiogenicos se caracterizan por ser hifas y hialinas, formando micelio y sinemas de colores

brillantes como rojo, amarillo y rosado. Estos son ramificados soportando fiaides verticiladas en



forma de botellas; los conidios pueden ser también hialinos y de diversas formas, todo esto les da

un aspecto pulverulento blanco (Pérez et a., 2017; Osorio, J. 2018).

2.2.2.3. Actividad enzimatica de Cordyceps sp.

Las especies del género Cordyceps producen una variedad de enzimas hidroliticas y
proteinas bioactivas, que tienen funciones importantes en su ciclo de vida y en sus efectos
medi cinales. Enzimas como: proteasas, lipasas, quitinasasy amilasas, e ayudaal hongo adegradar
€l tejido de sus huéspedes, como insectos plagas necesarios parasu crecimiento y desarrollo (Trung
et a., 2024). La actividad quitinolitica de Cordyceps facilita la descomposicion de quitina,
componente esencial del exoesqueleto de insectos, permitiendo una colonizacion eficiente. Las
proteasas y lipasas producidas también tienen aplicaciones biotecnoldgicas y en la industria
aimentaria. Las enzimas bioactivas de Cordyceps tienen beneficios en la salud humana,
mejorando la digestion, modulando la actividad inmunolégicay gerciendo efectos antioxidantes.
Las nucleasas presentes en algunas especies han mostrado actividad inmunomoduladora y
propiedades anticancerigenas (Wu et al., 2022). Las enzimas antioxidantes, como el superéxido
dismutasa, combaten el estrés oxidativo, relevante para prevenir enfermedades degenerativasy el
enve ecimiento celular. Estas caracteristicas bioguimicas hacen que Cordyceps sea candidata para

productos nutracéuticos y terapias complementarias (Lin et al., 2023; Xiaet al.,2017).

2224, M edios de cultivos

Los medios de cultivo constituyen sistemas nutritivos diseflados para favorecer el
crecimiento, aislamiento y mantenimiento de microorganismos en condiciones controladas de
laboratorio. Estos pueden presentarse en forma liquida, solida o semisdlida, dependiendo de la

adicion de agentes solidificantes como el agar, lo cual permite e desarrollo y la observacion de



caracteristicas macroscopicas y microscopicas de los microorganismos (Yao etaal., 2017). En €
contexto de la microbiologia aplicada, ha surgido un interés en e uso de medios de cultivo
aternativos, definidos como formulaciones elaboradas a partir de sustratos no convencionales,
frecuentemente de origen agroindustrial, que buscan sustituir o complementar los medios
comerciales tradicionales. Estos medios representan una estrategia para reducir costosy promover
la sostenibilidad sin comprometer €l crecimiento del microorganismo (Belkozhayev et al., 2025).
En este estudio, se emplean medios de cultivo aternativos formulados a partir de sustratos
de origen agroindustrial, con el propdsito de evaluar su efecto sobre la produccién de conidios de
Cordyceps sp. bajo condiciones controladas, garantizando la estandarizacion de los

procedimientosy la reproducibilidad de los resultados.

2.2.25. Importancia econémica, medicinal y en
la agricultura de Cordyceps sp.

Cordyceps sp. ha adquirido relevancia debido a sus propiedades terapéuticas y valor
econdmico. En lamedicinatradicional china, se utilizan como inmunomoduladores, antioxidantes
y energizantes naturales, aprovechando su riqueza en cordicepina, un compuesto bioactivo con
efectos antitumorales, antiinflamatorios y antivirales (Das et al., 2021). La creciente demanda de
Cordyceps sinensis y Cordyceps militaris ha impulsado su produccion, tanto natural como
artificial, generando un mercado lucrativo en paises asi aticos. Desde una perspectiva econémica,
el cultivo de Cordyceps ofrece oportunidades para agricultores y emprendedores, quienes pueden
beneficiarse de la creciente demanda internacional. Ademés, su papel en e biocontrol de plagas
como hongo entomopatégeno promueve practicas agricol as sostenibles (Paterson, 2008; Holliday

et a., 2005). La produccion de Cordyceps mediante medios de cultivo alternativos es una opcion



viable, econémica y ambientalmente sostenible, permitiendo una produccion accesible y

reduciendo |a sobreexplotacion de especies natural es.

2.2.2.6. Importancia de la produccion de
conidios de Cordyceps sp.

La produccion de conidios es crucia para maximizar €l potencial de Cordyceps sp. en
aplicaciones comercialesy medicinales. Los conidios son una parte importantes en lareproduccién
y propagacion del hongo, son faciles de manipular y usar en la produccién masiva de productos
derivados del hongo, como fungicidas para € control bioldgico de plagas, extractos medicinales
entre otros. Por ello, €l uso de medios de cultivo aternativos y comerciales es esencial para su

desarrollo y satisfacer la creciente demanda de las industrias (Shrestha et al., 2010).

22.217. Importancia de los medios de cultivos
para el desarrollo de Cordyceps sp.

Los medios de cultivo comerciales micolégico o alternativos son fundamentales para el
desarrollo de una produccion del hongo. Los medios comerciales ofrecen condiciones
estandarizadas y controladas, pero pueden ser costosos especia mente en paises en desarrollo o en
pequefias producciones. En cambio, los medios aternativos impactan directamente a la economia
local y laaccesibilidad de la produccion de Cordyceps sp. Fomenta una produccion més sostenible
y econdémica, reduce la dependencia de insumos externos y promueve préacticas de cultivo mas

amigables con el medio ambiente (Liang et al., 2020; Zhang et al., 2019).



3. Capitulo111

3.1. Metodologia
3.1.1. Tipoy enfoque deinvestigacion

Se desarrollo un estudio experimental en laboratorio, enmarcado en la linea de
investigacion Bioprospeccion del programa de Microbiologia.
3.1.2. Localizacion del estudio
Esta investigacion se llevo a cabo en € laboratorio de docencia del programa de
Microbiologia de la Universidad Popular del Cesar ubicada en Valledupar.
3.13. Fasel
3.1.3.1. Obtencion de Cor dyceps sp.
Se utilizd cepas de Cordyceps sp. obtenidas del 1aboratorio Cordycol Colombia ubicadaen
la calera Cundinamarca, Colombia.
3.1.3.2. Activacion dela cepa

Laactivacion de la cepa obtenida del laboratorio Cordycol Colombia, se realizé segin las
instrucciones proporcionadas en el protocolo de activacion y expansion descrita por e fabricante.
En un cultivo liquido compuesto por 2L de H20, 20gr de dextrosa, 10gr de extracto de malta
ligera, 2gr de carbonato de calcio, 1gr deyeso; y seleagregd los 20cc del inoculo obtenido. Luego,
seincubo a20°C por 5 a7 dias en oscuridad y agitacion unavez al dia por un minuto (Ver Anexo

1).



3.1.3.3. Reaislamiento de Cordyceps sp.

Se llevo a cabo, € reaislamiento de las cepas extrayendo micelio del caldo liquido de la
activacion. Y se sembrd por superficie en los diferentes medios de cultivo: Agar Extracto de Malta
(EMA), Agar papa dextrosa (PDA) a 22°C en una incubadora por 7 dias bajo las condiciones de
esterilidad y oscuridad (Castillo et a., 2018). Pasados los dias de incubacion se hicieron tres
nuevos pases de cada uno alos mismos medios de cultivos (EMA y PDA), tomando una alicuota
del aislado de 5,5mm; a partir de la alicuota micelar, se registré el didmetro cada dos dias del
hongo y se le calculo: latasa de crecimiento radial. (Ver Anexo 2).

Tabla 1. Composicién de los medios de cultivo micol 6gicos comerciales.

Medio de cultivo Componentes

EMA (Extracto de malta- Extracto de malta
agar) Peptona

Agar

Maltosa

Dextrina

Glicerol

Agua destilada
PDA (Papa-dextrose-agar)  Infusion de papa

Dextrosa

Agar

Agua destilada

3.1.3.4. Caracteristicas morfolégicas de las cepas de

Cordyceps sp.

Para la caracterizacion morfologica de las cepas de Cordyceps sp. se utilizd la técnica

Ilevada a cabo por Ou et al., (2019) en su estudio.



3.1.3.4.1. Caracteristicas macroscopicas

Se realiz6 mediante la observacién de cajade Petri 1aforma, margen, textura, superficie de

lacoloniay €l tipo de crecimiento que presente el micelio.

3.1.3.4.2. Caracteristicas microscopicas

Para la caracterizacion de los estados de los conidios, se realizd montaje en placa con
tincion de azul de lactofenol, observando en el microscopio compuesto con el objetivo 40x y 100x

las estructuras morfol égicas y crecimiento de hifas.

3.1.3.4.3. Caracteristicas enzimaticas

Para caracterizar enziméticamente a Cordyceps sp. se estudié |as actividades proteoliticas,
amilolitica, ceulolitica. Utilizando medios de cultivo especificos: leche, amidon,
carboximetilcelulosay ABTS para cada actividad.

L as cepas cultivadas anteriormente en medios de cultivo PDA, y EMA, se les extrgjo un
disco de agar con micelio del hongo, que se utilizdé como inoculo. Estos se colocaron en el centro
de la placa de Petri que contienen los diferentes medios de agar especificos paraevaluar cada una
de la presencia de enzimas hidroliticas del hongo; estas se incubo a 20°C durante 15 dias. Donde
se observo la presencia de un halo alrededor del hongo para apreciar |as actividades enzimaticas.
Serealiz0 tres repeticiones para cadaensayo. Paralaactividad proteolitica se esperé que seformara
un halo transparente en consecuencia de la degradacion de la caseina. Las actividades amiloliticas
y celulaliticos también se forma un halo transparente de degradacién enzimatica. Para la
determinacién de la actividad celulolitica se utilizé Rojo Congo a 0,15% por 15 minutos, se
vaciaron las cgjas de Petri y se lavaron con agua destilada y luego se inundaron con NaCl 1M por

otros 15 minutos pararevelarla. Laactividad amiloliticase determind utilizando reactivo de Lugol



(solucién de Y2 a 1% y Kl al 0,2%) (Peliza et al., 2021). También, se utilizaron los medios de
cultivo alternativos de Avenay Papa pararealizar |a actividad enzimética proteoliticas, amilolitica
y celulolitica. Usando dichos medios y agregandole cada componente referente a la prueba a

estudiar.

3.14. Fasell
3.1.4.1. Procesamiento de sustratos
Una vez de la recoleccién de los sustratos (cuesco de palma y cascarilla de arroz), se
secaron en un horno a 60°C por 24 horas para reducir la humedad. Posteriormente, se molieron
hasta obtener un tamafio de particul as uniformes. Finalmente, se separaron los residuos mediante
un tamiz para obtener €l residuo organico, el cual se almaceno en bolsas pléasticas para su posterior

uso en la preparacion de medios de cultivo alternativos para Cordyceps sp.

3.1.4.2. Disefio de medios de cultivo alter nativos

Para determinar las condiciones del tratamiento, se empled un disefio experimental
complemente al azar con siete tratamientos correspondientes a diferentes formul aciones de medios
de cultivo aternativos. Cada tratamiento se evalud con tres repeticiones, para un total de 21
unidades experimentales. Las variables independientes fueron la produccion y viabilidad de los
conidios de Cordyceps sp. mientras que las variables dependientes fueron el crecimiento en los
medios abase de avenay papa. Launidad experimental correspondi6 aunaplacade Petri inoculada

con la cepa de Cordyceps sp. a este estudio se le realizo latasa de crecimiento radial.

Tabla 2. Composicién de medios de cultivo alternativos.

Medios de cultivo Componentes




Papa Papa (450 g/L)
Cascarillade arroz (333g/L)
Cuesco de palma (333g/L)
Extracto de levadura (1g/L)
Agar (15-20g/L)
Agua destilada

Avena Avena (100 g/L)

Cascarillade arroz (333g/L)
Cuesco de palma (333g/L)
Extracto de levadura (1g/L)
Agar (15-20 g/L)
Aguadestilada

3.1.4.3. Preparacion de medios de cultivo alter nativos

Se realizaron dos medios de cultivo solidos, uno a base de avenay otro en base de papa. A
los cuales, se les adicionaron cascarilla de arroz, cuesco de palma como fuente de carbono y
extracto de levadura como fuente de nitrégeno. Para preparar los medios de cultivos de acuerdo
con las diferentes concentraciones se tuvo en cuenta los anexos 6 y7 donde se evidencia cuantos
ml de debe tomar para preparar dicho medio de cultivo. A estos medios adicionalmente, se le
agrego 1g/L de fuente de nitrégeno (levadura) y 20g/L de agar-agar. Se us6 un volumen de 60ml

para servir en cgjas de Petri por triplicado, se homogenizo y se esterilizo a 121°C por 20 minutos.

3.1.4.4. Inoculacién de Cordyceps sp. en los diferentes
medios de cultivo alternativos
Se tomé de los medios micol 6gicos comerciales un disco y se coloco en € centro de placa
de Petri de los medios de cultivo alternativos, seincubo a22°Cy se registro el diametro cada dos

diasdel hongoy selecalculo: latasade crecimiento radial. Por Ultimo, serealiz0 las caracteristicas



macroscopicay microscopica paracomparar con |as caracteristicas morfol 6gicas de los medios de

cultivo micoldgicos comerciales (Gonzalez et al., 2013; Gamboa. V, 2017).

3.1.4.5. Obtencién de conidios

Parala obtencion de los conidios se usd Tween 80 estéril al 0,1% y se agrego alos medios
de cultivo micologicos comerciales y alternativos, se agito durante 10 minutos, después se filtro
con unajeringa que contiene algodon en su interior y se hizo € conteo de conidios en camara de
Neubauer, con un microscopio usando el objetivo 40x (San Juan et a., 2020; Mascarin et a.,

2018). Para calcular l1a concentracion de conidios /ml se utilizd la siguiente formula:

total de conidios

Concentracion (conidiO/ml) = ( ) x Factor de dilucion x 10*

numero de cuadros

Donde:

e El factor 10* proviene del volumen de cada cuadro de la cdmara (0.1mm?® =10 ml).

e El factor de dilucién depende de la muestra

3.15. Faselll
3.1.5.1. Viabilidad de los conidios de Cordyceps sp.
Para determinar la viabilidad de los conidios se usardla mencionada por Duran. D, (2017)
en su tesis de maestria. El porcentgje se determind en los medios micol6gicos comerciales y
alternativos. Se sembrard 3 aicuotas de una suspension de conidios a una concentracién de 10°
conidios/ml, de 10 pL c/u, en la superficie de una caja con los medios de cultivos a utilizar y se
incubara a 22°C durante 7 dias. Transcurrido €l tiempo de incubacién, se tomaran 10 pL de azul

de lactofenol y se adicionaran. Se obtendran fragmentos de agar en donde fueron inoculados los



conidios. El porcentgje de germinacién se determinara por observacion al microscopio contando
minimo de 100 conidios germinados y no germinados, por alicuota en objetivo de 100x. Para
calcular € porcentgje de germinacion se utilizé la formula: Germinacion (%) = (NUmero de

conidios germinados x 100) / Total de conidios evaluados.

3.1.5.2. Andlisisestadistico

Las diferencias entre los tratamientos se redlizaron mediante un andlisis de varianza
(ANOVA) por medio de la prueba de Tukey con un nivel de significacion (p<0.05) para analizar
los efectos de las diferentes variables. Se utilizara €l programa Rstudio para realizar todos los

andlisis estadisticos.

4. Capitulo 1V

4.1. Resultadosy discusion.
4.1.1. Fasel. Crecimiento en medios de cultivo micol gicos comerciales de
Cordyceps sp.
4.1.1.1. Caracteristicas M acr oscopicas

Figura 1. Crecimiento de Cordyceps sp. en medio de cultivo PDA.



Figura 2.Crecimiento de Cordyceps sp. en medio de cultivo EMA.

Lafigural indica el crecimiento de Cordyceps sp. en medio PDA con un tiempo de 26
dias. Se observd un micelio de color blanco, denso, aterciopelada, forma regular, elevada vy,
transcurrido el tiempo se visuaizé un cambio en la pigmentacion en € reverso de color
blanquecino amarillento y sus bordes se mantuvieron de color transparente. Por otra parte, en la
figura2 se muestrael crecimiento en medio EMA con un tiempo de 26 dias, donde el micelio tuvo
coloracion blanca, denso, algodonoso con mayor esporulacion, formaregular, elevaday al reverso
con un pigmento de un color amarillento naranjado.

Estos resultados son similares a lo reportado por Shi et a., (2022) donde especies de
Corrdyceps, la coloracion de las colonias se observo que varian de color blanco a amarillo
dependiendo del estado de desarrollo y la produccion de metabolitos secundarios. En general, se
observaron diferencias en la coloracion, texturay uniformidad de las colonias entre ambos medios
de cultivo, lo que surgiere que la composicion del medio influye en las caracteristicas
macroscopicas del hongo, tanto en e anverso como en e reverso. Esto se relaciona con los

resultados obtenidos de PDA y EMA que se redizaron en esta investigacion, donde se logré



evidenciar esa diferencia que hubo entre los dos medios de cultivo donde el EMA tuvo un mejor
crecimiento micelial que en el PDA. Ademés, tuvo una pigmentaci 0n méas marcada por sus colores
gueen e PDA.

Por otra parte, los resultados reportados por Moncivais, A. (2021) quien describe
caracteristicas macroscopicas similares en Cordyceps sp., tales como forma regular, textura
aterciopelada, color de la colonia blanco. Esta similitud surgiere que € comportamiento
morfol dgico del hongo se mantiene bajo condiciones de cultivos similaresy que las descripciones

corresponden alas del género.

4.1.1.2 Caracteristicas Microscopicas

Contdios

Figura 3. Microscopia de Cordyceps sp. con azul de lactofenol en medio PDA.
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Figura 4. Microscopia de Cordyceps sp. con azul de lactofenol en medio EMA.

En lafigura 3 se observa conidios de Cordyceps sp., |0s cuales presentan una forma
ovaladay se encuentran formando parte de la red micelial. Asimismo, se identifican estructuras
como conidiéforos, conidios e hifas finas entrelazadas hialinas en la figura 4. Estas estructuras se
visualizaron alos 26 dias de crecimiento del hongo en cada medio.

Segun, lo descrito por Hoang et al., (2024), en su estudio identificaron estructuras microscopicas
del hongo como una red de hifas entrelazas y conidios en tincion de azul de lactofenol. Estas
estructuras tipicas del género Cordyceps estuvieron presente en nuestros resultados en los medios
PDA y EMA. Dado aentender que el tipo de medio no afecta significantemente la morfologia del

hongo, sino més bien su desarrollo cuantitativo.



4.1.1.3 Caracterizacion enzimética

Tabla 3. Prueba cualitativa de la actividad enzimatica de Cordyceps sp.

Actividad Sustrato_en medio Indicador Resultados
solidos
Protealitica L eche descremada Halo en el medio - Sinhao
Amilolitica Almidén Lugol (cambio de -oSn
color) aclaramiento
Rojo Congo + NaCl
Celulitica CMC a 1M (haloen el - Sinhao
medio)
ABTS (Cambio de - Sincolory
Lacasa ABTS color averde o halo) halo

Nota. Los resultados se expresaron de forma cualitativa seguin la presencia o ausencia de halo o
cambios de coloracién en los medios suplementados con |os sustratos e indicadores especificos.
El simbolo (-) indica que es negativo.

Las pruebas cualitativas de actividad enzimética mostraron resultados negativos para las
actividades proteolitica, amilolitica, celulitica y lacasa, bajo las condiciones evaluadas. En las
pruebas en cgjas de Petri no se observaron halos de degradacion, ni decoloracién alrededor de los
in6culos cuando se utilizaron los sustratos convencionales; leche para proteasas, amidon para
amilasas, CMC paracelulasasy ABTS paralacasa

El estudio visual de las cajas de Petri se evidencio crecimiento micelial, sin produccién
extracelular detectable de |as enzimas estudiadas ver anexo 8. Estos resultados se muestran en la
tabla 3, donde se registré la ausencia de halos o cambios de color indicativo de actividad
enzimatica paralas muestras.

L os resultados negativos obtenidos en cada una de | as pruebas no necesariamente implican
ausencia absoluta de capacidad enzimética de Cordyceps sp.; puede deberse por otras razones

metodol6gicas y bioldgicas que afectaron la deteccion en medios solidos. La produccion de



enzimas extracelulares en hongos es un fendmeno atamente dependiente del ambiente y de la
presencia de inductores especificos en e medio de cultivo; como es sabido la sintesis de amilasa
suele incrementarse solo cuando existe aimidon como fuente de carbono, mientras que las
proteasas responden mejor a proteinas lacteas o caseinas como fuente de nitrégeno, y la celulasa
se activa en presenciade CMC (Souzaet al., 2020; Patel et al., 2021). En este sentido, la ausencia
de halos en las placas puede reflgjar que el sustrato presente no fue suficiente para inducir la
expresion enzimatica o que las condiciones de incubacion, PH, temperaturay tiempo no fueron las
Optimas paralasecrecion y estabilidad de las enzimas (Kumar & Sharma, 2022). Otro aspecto por
considerar es que e propio microorganismo puede poseer un perfil enzimético restringido; no
todas las cepas, aun pertenecientes al mismo género, expresan € mismo repertorio enzimatico.
Cordyceps sp. se ha descrito unagran variabilidad en la secrecién de enzimas hidroliticas segin la

especiey el ambiente (Shrestha & Sung, 2021).



4.1.2. Medicion de didmetro en medio de cultivo EMA y PDA.

Grafica 1. Diametro del crecimiento de Cordyceps sp. en EMA 'y PDA.
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Nota: Los diametros de crecimiento del hongo cada dos dias, en medios EMA Y PDA. Los valores
corresponden al promedio + error estandar (n=3).

Tabla 4. Tamafio del efecto omega cuadrado parcial (w?) del ANOVA bifactorial.

Factor w? IC 95%
Medio 0.04 [0.00 - 1.00]
Dias 1.00 [1.00 -1.00]
Medio*Dias 0.69 [0.54 -1.00]

En la gréfica 1, e medio de cultivo EMA presento valores de crecimiento radial
ligeramente superiore al PDA. Sin embargo, aunque el andlisis estadistico evidencio diferencias
significativas, en latabla 4. El analisis de omega cuadrado parcial (®?) permitié determinar que,
aunque existen diferencias significativas entre los medios de cultivo, lamagnitud del efecto esbaja
(0?= 0.04), lo cual indica baja relevancia practica. El factor tiempo presento un efecto alto (w*=

1.00), lo que explica lavariabilidad observada en & crecimiento.



L os resultados obtenidos evidenciaron que el medio de cultivo EMA presentd valores de
crecimiento radial ligeramente superiores en comparacién con €l medio PDA. No obstante, aunque
el andlisis estadistico indico la existencia de diferencias significativas entre ambos medios, €l
tamafio del efecto determinado mediante omega cuadrado parcial (w* = 0.04) fue bajo, lo que
sugiere que dicha diferencia carece de relevancia practica. En este sentido, la significancia
estadistica observada no necesariamente se traduce en un impacto biolégico importante sobre €l
crecimiento del hongo.

Por otra parte, el factor tiempo mostr6 un efecto considerablemente alto (w* = 1.00),
indicando que esta variable explica la mayor proporcion de la variabilidad en € crecimiento
micelial de Cordyceps sp. Este comportamiento es consistente con o reportado en la literatura
reciente, donde se ha establecido que €l crecimiento fungico esta fuertemente determinado por €l
tiempo de incubacién y las fases de desarrollo del micelio (Ribeiro et a., 2021). En este contexto,
laexpansionradial del micelio responde a dinamicas fisiol dgicas propias del organismo, las cuales
Se expresan progresivamente alo largo del tiempo.

Asimismo, se ha descrito que factores como la composicién del medio de cultivo pueden
influir en lamorfologiay tasa de crecimiento; sin embargo, su efecto suele ser secundario frente a
variables temporalesy fisiolégicas (Zhang et al., 2022). Esto respalda lo observado en el presente
estudio, donde, a pesar de que el medio EMA favoreci6 ligeramente el crecimiento, estadiferencia
no representd un cambio significativo desde el punto de vista préctico.

En el caso especifico del género Cordyceps, se ha documentado que presenta variabilidad
en su crecimiento dependiendo de las condiciones de cultivo, aunque mantiene patrones generales

de desarrollo micelial (Shrestha et al., 2021). En concordancia con lo anterior, los resultados



obtenidos sugieren que €l medio de cultivo actia como un factor modulador, mientras que €l
tiempo de incubacion constituye el principal determinante del crecimiento.

En conjunto, estos hallazgos permiten establecer que el crecimiento de Cordyceps sp. esta
predominantemente condicionado por el tiempo, mientras que las variaciones en e medio de
cultivo tienen unainfluencia limitada, |0 que aporta un criterio importante parala optimizacién de

condiciones en estudios futuros.

4.1.2.1. Tasa de crecimiento radial de Cordyceps

sp. en PDA y EMA.

Grafica 2. Crecimiento del hongo Cordyceps sp. en EMA 'y PDA.
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Nota. La tasa de crecimiento en los medios de cultivos PDA y EMA de Cordyceps sp. vslos dias.

En lagréfica 2, el andlisis aplicado alatasa de crecimiento radial no presento diferencias
significativas entre los medios de cultivo EMA y PDA. Sim embargo, se puede observar que a

diferenciadelagrafical el agar PDA tuvo mayor velocidad de crecimiento adiferenciadel EMA,



teniendo valores superiores desde € dia 3 hasta € dia 16 donde se mantuvo su crecimiento,
concordando que, aungue €l PDA tuvo un crecimiento radial baja, debido a sus componentes de
répida asimilacion le permite a hongo aumentar su velocidad de crecimiento, pero en ambos
medios, se presentd un valor maximo de velocidad en el dia 4, este comportamiento lo explica
Grigoriev, 1., et a., (2013), demostrando como el crecimiento fungico en ambientes cerrados,
puede limitar € desarrollo del hongo y su disponibilidad de nutrientes. De igual forma, Ramson.,
et a., (2020), explica como € medio EMA contiene carbohidratos més complegos y fuentes de
nitrogeno de liberacion lenta, lo que prolongalafase de crecimiento activo y permite unarespuesta
mas sostenida del micelio. Ademas, Tian., et al., (2021), con hongos micorricicos demostré como
el PDA favorece una rapida germinacion y crecimiento inicial, mientras que EMA sustenta un

desarrollo més equilibrado y prolongado.



4.1.2 Fasell Disefio de medios de cultivo alternativos para la produccién de conidios de

Cordyceps sp. en sistemas de sustratos solidos.

4.1.2.2. Crecimiento radial (mm) en disefio de

Mezcla del hongo Cordyceps sp. en Medio alternativos de

Grafica 3. Crecimiento radial (mm) de Cordyceps sp. en medio papa (A) y medio avena (A).
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Nota: Se observa €l crecimiento radial (mm) de Cordyceps sp. en funcion de la proporcién de
componentes del sustrato en un disefio de mezcla: (A) medio papa y 8B) medio avena. La escla
de color representa la intensidad del crecimiento micelial.

Como se visualiza en la grafica 3 (A), € crecimiento maximo radial es en el medio que
contiene 0,3 °B en papa, 0,4 °B cascarillay 0,2 °B de cuesco, asimismo en la grafica 3 (B), con
la misma concentracion, la diferencia es que la otra concentracion con 0,4 °B en avena, 0,4 °B
cascarillay 0,3 °B de cuesco, esto se explicapor Drzymata et al. (2020), la cascarilla de arroz y

€l cuesco de palma, son ricos en fibray lignina, lo que proporciona una matriz estructural parael

crecimiento micelial y podria estimular la produccion de enzimas lignoceluloliticas por parte del



hongo. Ademas, con la avena promueven un crecimiento més rapido y sostenido porgue contiene
componentes nutricionales faciles de degradar, y Wu et al. (2020) habla sobre cémo debe haber
un balance entre carbohidratos simples y complejos para tener buena eficiencia metabdlicay la

transicion en el transcurso de los dias.

4.1.3. Faselll comparacién de las caracteristicas del crecimiento, produccién y

viabilidad de Cordyceps sp, en medios alternativos.

4.1.3.1 Caracter isticas macr oscopicas

Figura5. Crecimiento de Cordyceps sp. en medio alternativo base de papa.

Figura 6. Crecimiento de Cordyceps sp. en medio alternativo base de avena.



Enlasfiguras5y 6 se observo el crecimiento de Cordyceps sp. alos 14 dias de incubacion.
En lafigura5 se evidencié una colonia de color blanco, con textura algodonosa, forma umbonada
y bordes irregulares, mientras que en la figura 6 se presentd una coloracion blanca con textura
algodonosa, crecimiento elevado y bordes regulares.
En comparacion con |os medios micol 6gicos comerciales, |os medios de cultivo alternativos abase
de Papay Avena mostraron una mayor esporulacion. En lafigura s, e crecimiento fue més lento
en ocupar toda la caja, manteniendo caracteristicas similares de coloracion y texturarespecto alo
observado en lafigura 1. Por su parte, lafigura 6 present6 una coloracion y textura algodonosa a
igual que lafigura 2, pero con un crecimiento mas acelerado.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Gonzédlez, et a. (2021) quienes indican que €l
crecimiento micelial de Cordyceps sp. depende de las condiciones de incubacién y de la
composicion del medio de cultivo, lo que genera variaciones en las caracteristicas morfol 6gica de
las colonias. Por lo tanto, los resultados obtenidos evidencian que la composicién del medio de
cultivo influye en la dinamica de crecimiento, la produccion de conidios y la viabilidad de
Cordyceps sp. Bajo las condiciones evaluadas, |os medios alternativos, particularmente aquellos
basados en avena y papa, presentaron un mejor desempefio en comparacion con los medios
convencionales (PDA y EMA), lo que sugiere que |os sustratos natural es complejos proporcionan

un entorno més favorable para el metabolismo y la esporulacion del hongo.

4.1.3.2 Car acter istica microscopica
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Figura 7. Microscopia de Cordyceps sp. Con azul de lactofenol en medio alternativo base
de Avena.
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Figura 8. Microscopia de Cordyceps sp. con azul de lactofenol en medio alternativo
base Papa.

En lafigura 7 se observa hifas finas entrelazadas y hialinas, conidi6foros y conidios en
todo el campo visual. Ademés, en lafigura 8 se visualizo hifas, conidiosy conidiéforos.

Los resultados obtenidos evidencian que & desarrollo morfolégico de Cordyceps sp. en
medios de cultivo alternativos como avena y papa presenta similitudes estructurales con los
observados en medios micol 6gicos comerciales como PDA y EMA, lo que sugiere que, a pesar de
las diferencias en composicion nutricional, estos sustratos son capaces de sostener adecuadamente
el crecimiento y la diferenciacion del hongo. No obstante, se observé que los medios alternativos
favorecen una mayor abundancia y dispersion de estructuras reproductivas, particularmente
conidios, en comparacion con los medios micol 6gicos comerciaes, lo cual puede estar asociado a

ladisponibilidad y complejidad de |as fuentes de carbono presentes en dichos sustratos.



Estos hallazgos son consistentes con lo reportado por Cantillo et al. (2018), quienes
describen hifas hialinas lisas (1.2-3.2 um) y conidiéforos ramificados con fidlides que originan
conidios elipticos unicelulares, caracteristicas que se mantienen independientemente del tipo de

medio, siempre que se garantice las condiciones de crecimiento en € cultivo.

41.3.1. 4.1.3.3 Caracterizacion enzimética

Tabla 5. Prueba cualitativa de la actividad enzimatica de Cordyceps sp. en medios de cultivo
alternativos en base de Avena y Papa.

Actividad Sustrato_en medio Indicador Resultados
solidos

Proteolitica Leche descremada Halo en el medio + Con halo

Amilolftica Almidén L ugol (cambio de - Sn
color) aclaramiento

Rojo Congo + NaCl

Cedlulitica CMC a IM (haloen € + Con halo

medio)

Nota. Los resultados se expresaron de forma cualitativa seguin la presencia o ausencia de
halo o cambios de coloracion en los medios suplementados con los sustratos e indicadores
especificos. El simbolo (-) indica que es negativo y €l (+) indica positivo.

Las pruebas cualitativas de actividad enzimatica mostraron resultados positivos para las
actividades proteolitica y celulitica bajo las condiciones evaluadas. Sim embargo, dio como
resultado negativo en la prueba amilolitica. En el estudio visua se puede evidenciar la placa de
Petri con un crecimiento micelial, donde se observaron halos de degradacion en las dos pruebas
positivas, pero en la negativa no se observo decoloracion alrededor de los indecul os en los medios
aternativos. Ver anexo 9 Estos resultados se muestran en latabla 5, donde se registro la ausencia
de cambio de color y presenciade halo arededor del micelio.

Por otro lado, Rojas et al., (2022), mediante su estudio explica como los medios
alternativos a contener nutrientes o factores inductores favorecen la sintesis de ciertas enzimas

extracelulares, especialmente proteasas y celulasas, |0 que ha sido reportado previamente en



estudios de fermentacion solida utilizando sustratos agroindustria es como subproductos vegetal es
o ceredles. De la mismaforma, en los medios convencionales segin Sigh et al., (2016), comenta
como estos medios no favorecen la expresion de enzimas extracelulares sefiadlando que la
produccion de enzimas hidroliticas puede depender de la composicién nutricional y la

disponibilidad de inductores especificos en el medio de cultivo.

4.1.4. Medicion de diametro en medio de cultivo alternativos a base de Avenay
Papa.

Grafica 4. Diametro del crecimiento de Cordyceps sp en medio Papa y Avena.

Diametro del crecimiento de Cordyceps sp en Medio Papa y Medio Avena.
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Nota. Crecimiento del diametro de Cordyceps sp. en medios de cultivo alternativos de Papay
Avena vslos dias.

En lagréfica 4, se observa que € tratamiento de avena en la concentracion 7, que contiene
0,366667ml de Avena, 0,41666ml de Cascarilla y 0,216667ml de Cuesco. Presento un alto
crecimiento micelial y mediante la prueba Tukey se evidencio diferencias significativas entre los

tratamientos evaluados, siendo el tratamiento avena 7 quien obtuvo un crecimiento



significativamente mayor respecto a los demés tratamientos. Obteniendo el mismo resultado con
lainvestigacién de Mahmoud, (2022), donde sugiere que la avena provee carbohidratos, proteinas
y micronutrientes que, en sinergiacon los componenteslignocel ul ésicos de lacascarillay €l cuesco
de palma, favorecen la sintesis rapida de biomasa y la extension micelial. La avena es rica en -
glucanos y almidones que acttan como fuentes facilmente asimilables de energia, asi como en
compuestos que estimulan la produccion de enzimas para la degradacion de sustratos complejos,
asimismo, Hassan et al. (2016), explica medios suplementados con granos integrales favorecen
tanto la velocidad como la cantidad final de biomasa producida, aspectos clave en lafisiologiay
dando la mgor opcidén la avena para la produccion rapido y vigoroso de conidios y la papa la

germinacion de los conidios.

4.1.4.1. Tasa decrecimiento radial de Cordyceps

sp. en medio alter nativos a base de Papa y Avena.

Grafica 5. Tasa de crecimiento del hongo Cordyceps sp. en Medio Papa (A) y Medio
Avena (B).
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Nota. Tasa de crecimiento de Cordyceps sp. vslos dias en las concentraciones de papa, cascarilla

de arrozy cuesco de palma.

B Tasa de crecimiento vs Dias en diferentes
concentraciones de Avena, cascarillay cuesco
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Nota. Tasa de crecimiento de Cordyceps sp. vs los dias en las concentraciones de avena,

cascarilla de arrozy cuesco de palma.

EnlagréficaA, se presenciael crecimiento del hongo en el sustrato compuesto por papa,
cascarilla y cuesco mostrando un comportamiento diferente en cada concentracion evaluada.
Durante los primeros dias (1 dia al 4 dia), latasa de crecimiento radial se mantuvo cercana a cero
en todos |l os tratami entos indicando un periodo de adaptacion metabdlica al sustrato. Luego en los
dias 6 a 10 se observaron incrementos moderados en algunas concentraciones, destacandose un
ligero aumento en la concentracion 2 alrededor del dia 8. Sin embargo, la mayoria de los
tratamientos mantuvieron valores bajos y establesy en los dias 12 a 14, hubo un incremento en la
concentracion 5 en el dia 14, teniendo un valor superior a resto de los tratamientos. No obstante,
seregistraron valores negativos leves en algunas concentraciones, |0 que sugiere una disminucion
en la tasa de expansion radial. Esto 1o explica Borkertas et al. (2025), especificando que €l
crecimiento de hongos filamentosos sobre sustratos solidos depende de la disponibilidad de

carbono fécilmente asimilable, del balance carbono/nitrégeno (C/N) y de la accesibilidad de



polimeros estructurales como celulosa, hemicelulosay lignina. Por otro lado, Ren et al. (2024), a
combinar los sustratos como papa, la cascarilla'y e cuesco, observd una fase de adaptacion
prolongada y tasa de crecimiento relativamente bajas durante los primeros dias. Este
comportamiento puede explicarse por la presencia significativa de fracciones lignocelulésicas
provenientes de la cascarillay el cuesco. La degradacion de estos polimeros requiere lainduccion
de sistemas enzimaticos extracelulares, incluyendo celulasas, hemicelulosas y enzimas
ligninoliticas como lacasas y peroxidasas. Ademés, Ribeiro, E., et a., (2025), comentando como
el medio enriquecido con papa sugiere que la papa podria estar aportando altas cantidades de
carbohidratos simples y compuestos nitrogenados, que favorecen e crecimiento fungico. Y
Queiroz, C., y Sousa, A (2020), los hongos filamentosos muestran mayores tasas de crecimiento
cuando € sustrato contiene monosacaridos o disacéridos disponibles inmediatamente, en
comparacion con polimeros estructurales complejos.

En el caso contrario de la gréfica B, presenté un comportamiento mas estable durante los
primeros cuatro dias, la tasa de crecimiento fue cercana a cero, indicando igualmente una fase de
adaptacion. Entre los dias 6 y 10 se observd un incremento més consistente en varias
concentraciones, destacdndose un pico en la concentracion 7 alrededor del dia 8. En los Ultimos
dias 12y 14, las vel ocidades se estabilizaron sin presentar incrementos extremos, mostrando menor
en comparacion con el sustrato basado en papa. Li, Y., et a. (2023), en su estudio explicacomo el
sustrato suplementado con avena mostré una cinética més estable y sostenida. Debido a que la
avena posee una composicion mas equilibrada en términos de amidén, proteinas, lipidos y
micronutrientes. Ademas, su fraccion de almidon presenta mayor susceptibilidad alahidrdlisis en
comparacién con otras matrices vegetales. Igualmente, Hassan, Z., et al., (2019), demostré como

el medio con avena parece mas estable y controlado, 10 que podria ser ventajoso para cultivos que



requieren unaliberacion lentay sostenida de nutrientes, como en procesos de fermentacion solida.
Por un lado, la menor presencia de valores negativos en el sistema con avena podria relacionarse
con una menor acumulacion de metabolitos secundarios inhibitorios, esto o muestra Eagan, J., y
Keller, N. (2025), en cultivos en sistema cerrado, la acumulacién de productos metabdlicos puede

afectar la extension radia del micelio y generar desaceleraciones temporales en la tasa de

crecimiento.

4.1.5. Obtenciéon de conidios

Grafica 6. Concentracion de conidio/ml de Cordyceps sp en medio Papa y Avena.
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Nota. Se evidencia la produccion de conidios de Cordyceps sp. en funcion de las diferentes
concentraciones de los medios alternativos a base papa (P) y avena (A), observandose un
incremento progresivo en los tratamientos con avena especificamente en A6y A7, lo que surgiere
un efecto positivo de este sustrato sobre la esporulacion del hongo.



Grafica 7. Concentracion de conidio/ml de Cordyceps sp en medio PDA Yy EMA.

1

Concentracion (x10° conidios'ml)

+

POA EMA
Medio de Cultive

Nota. Se observa la concentracion de conidios de Cordyceps sp. donde fue mayor en el medio
PDA en comparacion con e medio EMA, indicando diferencias en la esporulacion asociadas al
tipo de medio de cultivo.

En lagréfica 7, se observa como en los medios micol6gicos comerciales se obtuvo mayor
produccion de conidios en el medio PDA y hubo diferencias significativas. Por otro lado, en los
medios alternativos como se observa en la gréfica 6, los medios con avena también presento
diferencias significativas entre los tratamientos, concordando que el tratamiento con Avenaes la
mejor opcién para el desarrollo del hongo. Holopainen et al. (2024), explica como la avena, en
combinacién con cascarilla'y cuesco, proporciona un balance nutricional mas adecuado para la
esporulacion, posiblemente debido a su contenido de carbohidratos complejos y proteinas que se
liberan deformaprogresivadurante el cultivo, estimulando latransicion del crecimiento vegetativo
a la formacién de estructuras reproductivas, presentando un mayor potencial para la produccién
de indculos fungicos, por otro lado, el medio comerciales como el PDA segun Wang et a. (2019),
comenta como la produccién de conidios atribuirse a la composicion nutricional del PDA, que
contiene fuentes abundantes de carbohidratos simples provenientes de lapapay ladextrosa, o que
favorece un rapido crecimiento vegetativo y estimula la diferenciacion hacia estructuras

reproductivas como los conidios.



4.1.6. Viabilidad delos conidios

Grafica 8. Viabilidad de los conidios germinados en los medios micologicos
comerciales PDA, EMA y los medios alter nativos de Papa y Avena.
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Nota. La viabilidad de los conidios de Cordyceps sp. varia segiin el medio de cultivo, desecandose
con mayor porcentaje de germinacion el medio alternativo a base de papa seguido de EMA y
PDA, mientras que e medio alternativo de avena presento la menor viabilidad lo que surgiere
diferencia en la disponibilidad de nutrientes para el desarrollo del hongo.

Como se observa en la gréfica 8, €l que tiene mayor % viabilidad de los conidios
germinados fue el medio aternativo de Papa, intermedios los medios micoldgicos comerciales
como EMA y PDA. Siendo € mas bagjo el de Avena. En € caso de los medios micolgicos
comerciales, esto se asemeja con la investigacion de Ahmad, (2020), donde explica como los
medios comerciales EMA a ser un medio mas complgo, contiene extractos solubles que
promueven tanto e crecimiento vegetativo como la germinacion, explicando su rendimiento
ligeramente superior a PDA. El medio aternativo Papa, concuerda con la investigacion de
ljadpanahsaravi et al. (2020), habla como la papa por su rico contenido de carbohidratos simples
y compuestos nitrogenados, que proporcionan energia facilmente disponible para la activacion
metabdlica de los conidios durante la germinacion y la avena contiene polisacéridos estructural es
como celulosay hemicelulosa, los cuales no son fécilmente asimilables en las primeras etapas de

germinacion, generando un retraso o incluso inhibicion en el desarrollo de los conidios.



En general, los resultados de este estudio proporcionan evidencia sdlida de que los medios
de cultivo alternativos representan una estrategia viable y eficiente parala produccién de conidias
de Cordyceps sp. Las mejoras observadas en €l crecimiento, laesporulacion y laviabilidad no solo
validan su uso a escala de laboratorio, sino que también sugieren su potencial aplicabilidad en
contextos industriales y agricolas, particularmente en e desarrollo de bioinsumos rentables y
sostenibles.

5. CapituloV
5.1. Conclusiones

La evaluacion de medios de cultivo aternativos frente a medios comerciales para la
produccion de conidios de Cordyceps sp., permitio evidenciar las diferencias del crecimiento
micelial, esporulacién y eficiencia productiva. En cuanto a las caracteristicas macroscépicas y
microscopicas, € hongo mostré un desarrollo tipico en todos los medios evaluados; sin embargo,
en los medios aternativos se observd una mayor densidad micelial, textura algodonosa mas

pronunciaday una esporulacion mas abundante, especialmente en el medio a base de papa.

Respecto ala produccion de conidios, se determiné que el medio alternativo de papafue el
que favoreci6 significativamente una mayor esporulacion, alcanzando una viabilidad del 70%, 1o
gue lo quiere decir que es e medio méas adecuado dentro de los evaluados para este trabgjo. Este
resultado sugiere que la composicion nutricional de dicho medio, posiblemente enrigquecida por
los sustratos utilizados (cascarilla de arroz y cuesco de pama), proporcioné condiciones éptimas

paraladiferenciacion y formacion de estructuras reproductivas.

En términos de eficiencia, los medios aternativos demostraron un comportamiento

superior frente alos medios comerciales, ya que permitieron un crecimiento completo del micelio



en un menor tiempo (14 dias) en comparacion con los 26 dias requeridos por los medios
comerciales. Esta diferencia en la velocidad de crecimiento representa una ventaja significativa
desde € punto de vista productivo, a reducir tiempos de incubacion y potencialmente costos

operativos.

No obstante, e andlisis estadistico indicd que las diferencias entre los tratamientos no
fueron significativamente marcadas, |0 que sugiere que tanto los medios comerciales como los
alternativos son viables para la produccion de conidios de Cordyceps sp. Sin embargo, desde una
perspectiva préctica 'y aplicada, 1os medios alternativos en particular el medio a base de papa
presenta ventajas competitivas en términos de rapidez de crecimiento, buena esporulacién y

accesibilidad de los insumos.

En este sentido, el halazgo principal de este trabajo radica en demostrar que es posible
incrementar 0 a menos igualar la produccion de conidios de Cordyceps sp. mediante el uso de

medios de cultivo aternativos, sin depender exclusivamente de medios comerciales.

Finalmente, el aporte principal de esta investigacion consiste en proponer una aternativa
viable, econdmica y sostenible para la produccion de conidios de Cordyceps sp., lo cua tiene
implicaciones directas en e desarrollo de biotecnologias aplicadas en las diferentes industrias
como la farmacéutica y la agricultura. Este estudio contribuye al aprovechamiento de recursos
locales y subproductos agroindustriales, promoviendo estrategias de produccién més accesibles y

amigables con el medio ambiente. También proporcionainformacion parafuturasinvestigaciones.



5.2. Recomendaciones

Se recomienda implementar los medios aternativos a base de papay avena como opcion
viable para la produccion de conidios de Cordyceps sp., debido a su eficienciay menor
costo frente a medios comerciales.

Se sugiere aprovechar sustratos agroindustriales como cascarilla de arroz y cuesco de
palma en procesos productivos, promoviendo el uso de residuos y la sostenibilidad.
Deberia considerarse la aplicacion de estos medios en la produccion de bioinsumos
agricolas, orientados al control biologico y a fortalecimiento de sistemas productivos
sostenibles.

Se recomienda evaluar el efecto de variables ambiental es controladas (temperatura, luz y
fotoperiodo) para optimizar el crecimiento, la esporulacion y laviabilidad del hongo.

Se sugiere ampliar 1os rangos de concentracion en los disefios de mezcla, con € fin de
identificar condiciones 6ptimas que maximicen la produccion y calidad de los conidios.
Es necesario complementar los andlisis con evaluaciones cuantitativas de actividad
enzimética y metabolitos, que permitan una mejor interpretaciéon del potencial
biotecnol 6gico.

Se propone investigar la relacion entre el tipo de sustrato y la calidad de los conidios,
considerando pardmetros como viabilidad, resistenciay capacidad de germinacion.

Se recomienda desarrollar estudios sobre la dinamica temporal del crecimiento y la
esporulacion, para comprender con mayor precision las fases de desarrollo del hongo.

Se sugiere evaluar la escaabilidad de los medios aternativos en sistemas piloto o

industriales, con €l fin de validar su aplicabilidad técnicay econdmica.
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Anexos

Anexo 1. Activacién de la cepa de Cordycep sp.

Nota. Se muestra medio de cultivo liquido preparado para la activaciéon y expansion de la
cepa. Al igual el crecimiento del hongo Cordyceps sp.

Anexo 2.Reaislamiento de Cordyceps sp en medio PDA.

Nota. Se muestra el crecimiento de Cordyceps sp. después de la activacién en PDA.



Anexo 3. Reaislamiento de Cordyceps sp. en medio EMA.

Nota. Se muestra el crecimiento de Cordyceps sp. después de la activacion en EMA.

Anexo 4. Pruebas de ensayo de los solidos solubles.

Muestra Repeticion °Brix Cantidad Cal_culoen
usada litros
22
Cuesco palma
. 3 1,8
cocido 19
3’ 0 50g/150m 333g/1L
Cascarillaarroz :
. 3 2,8
cocida
32
9,7
Avena 3 6,3 20g/150m 133g/1L
7.4
34
Papa 3 3,0 90g/150ml 600/1L
29

Nota: se muestra |los ensayos realizados para conocer la cantidad en gramos por litro a

trabajar para los extractos.



Anexo 5. Concentraciones del disefio de mezcla para cada medio de cultivo alternativo.

Tratamiento | Avena/ Papa (°B) Ca?i:gr)llla Cuesco (°B)
1 0,300000 0,500000 0,200000
2 0,400000 0,400000 0,200000
3 0,300000 0,400000 0,300000
4 0,316667 0,416667 0,266667
5 0,333333 0,433333 0,233333
6 0,316667 0,466667 0,216667
7 0,366667 0,416667 0,216667

Nota. Las concentraciones arrojadas por € software estadistico MiniTab para los 7
tratamientos en medio de cultivos alternativos papa y avena.

Anexo 6. Célculos de volumen utilizados para €l medio base Avena.

Avena | Cascarilla| Cuesco Total, Agua
(°B) (°B) (°B) parcial destilada
2,25 10 6 18,25 41,75

3 8 6 17 43
2,25 8 9 19,25 40,75
2,3750025 | 8,33334 8,00001 | 18,7083525 | 41,2916475
2,4999975 | 8,66666 6,99999 | 18,1666475 | 41,8333525
2,3750025 | 9,33334 6,50001 | 18,2083525 | 41,7916475
2,7500025 | 8,33334 6,50001 | 17,5833525 | 42,4166475

Nota. Cantidades en ml utilizados para la preparacion de medios de cultivo alternativos

avena, paralos 7 tratamientos a evaluar.

Anexo 7. Calculos de volumen utilizados para e medio base Papa.

Papa (°B) | Cascarilla| Cuesco Total, Agua

(°B) (°B) parcial destilada

6 10 6 22 38

8 8 6 22 38

6 8 9 23 37
6,33334 8,33334 8,00001 | 22,66669 37,33331
6,66666 8,66666 6,99999 | 22,33331 37,66669
6,33334 9,33334 6,50001 | 22,16669 37,83331
7,33334 8,33334 6,50001 | 22,16669 37,83331




Nota. Cantidades en ml utilizados para la preparacion de medios de cultivo alternativos

papa, paralos 7 tratamientos a evaluar.

Anexo 8. Resultados de la actividad enzimética de Cordyceps sp.

Nota. proteoliticas (leche).

Nota. celulolitica (CMC).



Nota. Lacasa (ABTS).

Anexo 9. Actividad enzimatica con los medios de cultivos alternativo de Avena y Papa.

Nota. proteoliticas (leche).



Nota. celulolitica (CMC).

Anexo 10. Conteo en camara de Neubauer en medios PDA y EMA.

Medio de cultivos Muestra Promedio conidio (5 | Concentracién
cuadr 0s) (conidio/ml)
1 35,4 3.54x108
PDA 2 61,6 6.16 x108
3 77,2 7.72x108
1 60,8 6.08x108
EMA 2 23,4 2.34x108
3 15,8 1.58x108
Anexo 11. Conteo en camara de Neubauer en medios Papa y Avena.
Medio de Concentracion Promedio
cultivos d Maestro conidio Conidio/ml
emaestro
(5 cadres)
1 0 0
1 2 0 0
3 0 0
1 15.4 1.54x10°
2 2 11 1.1x10°
3 14.2 1.42x10°
1 22 2.2x10°
3 2 21.6 2.16x10°
3 23.4 2.34x10°
. 1 40.6 4.06x10°
P‘Z\F;;’i‘;'\g;‘;' ° 4 2 20 2.0 X108
3 27 2.7x10°
1 23.8 2.38x10°
5 2 20.6 2.06x10°
3 21.6 2.16x10°
1 23.2 2.32x10°
6 2 11.2 1.12x10°
3 33.2 3.32x10°
1 23.2 2.32x10°
7 2 24.6 2.46x10°
3 24.2 2.42x10°
. 1 13.6 1.36x10°
A"aerrt‘gl'\]" ale)d'o 1 2 122 1.22x10°
3 13.2 1.32x10°




1 31.6 3.16x10°
2 2 33.6 3.36x10°
3 37 3.7x10°
1 29.2 2.92x10°
3 2 36 3.6x10°
3 29.8 2.98x10°
1 40 4.0x10°
4 2 35.6 3.56x10°
3 37.6 3.76x10°
1 13.6 1.36x10°
5 2 14.2 1.42x10°
3 14.6 1.46x10°
1 57.6 5.76x10°
6 2 67.6 6.76x10°
3 67 6.7x10°
1 73.6 7.36x10°
7 2 89.8 8.98x10°
3 91 9.1x10°
Anexo 12. Medidas en diametro (mm) de Cordyceps sp. en EMA 'y PDA.
Dia EMA PDA
1 55 55 55 55 55 55
2 7.21 8.30 7.69 6.97 8.09 7.08
4 20.0 20.1 204 23.3 22.0 22.0
6 31.2 28.34 31.19 31.03 33.82 32.07
8 31.6 33.0 32.7 36.5 34.4 36.7
10 50.0 51.1 52.6 56.9 55.1 55.1
12 58.4 60.9 60.6 62.6 61.4 61.3
14 59,1 61.0 60.9 63.8 61.4 61.5
16 70.7 71.1 71.9 68.7 69.4 68.4
18 72.2 73.0 72.6 65.9 69.9 68.4
20 75.6 74.1 73.0 70.2 71.0 70.9
22 75.8 74.4 73.2 70.2 71.1 70.9
24 75.8 75.6 73.8 70.6 72.2 714
26 76.1 75.7 75.6 70.9 72.2 715

Nota. Se midi6 cada dos dias € diametro del hongo, evidenciando que en € medio EMA hubo un

incremento que en el medio PDA.




Anexo 13. Medicién del diametro (mm) de Cordyceps sp. en medios de cultivos alternativos.

Dia | Concentracion PAPA AVENA
de muestra
0 0 55 55 55 55 55 55
1 10.2 | 124 | 119 | 128 | 116 | 119
2 138 | 11.7 | 143 | 156 | 151 | 149
3 152 | 129 | 154 | 169 | 16.6 | 158
1 4 16.2 | 150 | 175 | 190 | 188 | 17.0
5 159 | 16.0 | 168 | 18.7 | 175 | 187
6 168 | 159 | 151 | 192 | 178 | 174
7 138 | 16.4 | 157 | 20.0 | 19.2 | 187
1 146 | 168 | 150 | 169 | 158 | 153
2 152 | 128 | 156 | 179 | 175 | 16.8
3 160 | 149 | 16.7 | 180 | 17.8 | 16.9
2 4 169 | 153 | 182 | 195 | 190 | 17.3
5 165 | 169 | 178 | 19.0 | 17.8 | 17.2
6 170 | 16.7 | 156 | 19.7 | 185 | 18.0
7 145 | 168 | 16.2 | 215 | 20.7 | 193
1 16.0 | 187 | 176 | 186 | 169 | 16.5
2 16.8 | 158 | 169 | 19.0 | 18.7 | 18.3
3 16.7 | 16.2 | 169 | 199 | 188 | 180
4 4 187 | 166 | 199 | 21.0 | 198 | 184
5 171 | 174 | 20.2 | 195 | 188 | 180
6 174 | 171 | 16.2 | 20.1 | 199 | 18.6
7 158 | 17.7 | 166 | 223 | 21.5 | 19.7
1 191 | 20.2 | 19.7 | 195 | 185 |18.3
2 190 | 182 | 196 |19.7 | 195 |19.1
3 188 | 170 | 19.1 | 20.8 | 19.9 | 18.6
6 4 19.2 | 189 | 199 | 23.0 |20.9 | 199
5 19.7 | 209 | 226 | 205 | 189 | 18.6
6 21.3 | 206 | 183 | 215 |19.9 |19.0
7 212 | 231 | 21.7 | 236 | 224 | 200
1 202 | 215 | 209 | 248 |24.7 |24.0
2 221 | 2563 | 29.1 | 228 [ 222 |211
3 284 | 256 | 298 | 26.2 | 242 |248
8 4 357 | 299 | 395 |26.7 | 239 | 235
5 303 | 342 | 365 |240 | 232 |229
6 395 | 378 | 36.2 |242 | 239 | 221
7 40.0 | 40.6 | 37.0 | 255 |246 | 223
1 313 | 326 | 320 | 28.7 | 286 | 265
10 2 319 | 316 | 332 | 285 | 276 |26.1
3 341 | 265 | 353 | 342 | 328 |28.6
4 40.2 | 340 | 422 | 286 |28.2 |30.0




5 372 | 395 | 396 | 328 | 305 | 319
6 450 | 391 | 364 | 295 | 275 | 273
7 40.6 | 452 | 416 | 686 |652 |624
1 330 | 335 | 331 |396 |391 |353
2 36.0 | 342 | 39.7 [423 |393 | 391
3 40.7 | 280 | 413 [468 446 |414
12 4 54.2 | 504 | 56.0 | 42.3 |40.7 | 405
5 50.8 | 515 | 544 412 [411 | 385
6 705 | 588 | 576 |39.3 | 388 |384
7 555 | 57.8 | 559 | 753 | 712 | 701
1 344 | 355 | 343 | 486 | 477 |47.2
2 31.3 | 30.0 | 340 [51.2 |49.7 |490
3 36.6 | 25.0 | 36.0 | 534 |51.2 |48.7
14 4 564 | 47.3 | 57.3 |50.5 |50.1 |48.6
5 55.0 | 56.2 | 63.7 | 73.7 |69.8 | 70.0
6 664 | 655 | 615 | 49.7 [483 |475
7 554 | 701 | 688 | 76.2 | 75.6 | 73.6

Anexo 14. Medicion del diametro (mm) de Cordyceps sp. en medios de cultivo alternativos.

Medio de Maestro Total, de Total, de
cultivos Conidios Conidios % Viabilidad Promedio
contados ger minados
1 161 80 49.68
2 149 79 53.02 % 51.59
PDA 3 167 87 52.09
1 83 43 51.80
2 63 38 60.31 % 60.14
EMA 3 60 41 68.33
1 77 50 64.95
PAPA 2 87 65 74.71 % 69.75
3 102 71 69.60
1 256 34 13.28
AVENA 2 230 29 11.30 % 21.653
3 52 21 40.38




