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RESUMEN,

Los hongos comestibles constituyen una fuente de proteina para la alimentacion humana,
que en México ha sido utitizada desde épocas prehispanicas.

El cultivo de hongos comestibles (a excepcion del cultivo del champifién) es un proceso
sencillo que no requiere de instalaciones costosas. Sin embargo, para que su produccion sea
alta y constante se necesita de un inoculo en cantidad y calidad suficiente, para mantenerla
produccién en los niveles que se requiere para hacer econdémicamente rentable su cuitivo.

El presente trabajo se realizdo con el fin de contribuir al desarrollo de una tecnologia de
produccion de inoculo de Plenrorus. Se puso particular interés en la seleccion de cepas y ¢l
desarrollo de métodos de produccion de indculo a nivel de Planta Piloto.

Se evaluaron 10 cepas de Plenrotus (5 cepas de Pleurotus ostreatus y 5 de Pleurotus

cornucopiae) en base a su velocidad de crecimiento radial sobre diferentds-medios de cultivo

en caja Petri, de las cuales se seleccionaron las cepas IE-8 y la UAM-1 bas Pleurotus
ostrealus) que presentaron las velocidades de crecimiento més altas emtodos los medio de
cultivo estudiados. Estas cepas tueron cultivadas sobré paja de avena, donde la cepa UAM-1
fue la que present6 una mayor eficiencia biologica, lo cual la hace una cepa susceptible de
ser utilizada en el cultivo de comercial de setas sobre paja de avena.

En cuanto a los métodos de produccién de moculo se evaluaron los siguientes: inoculo
solido, indculo liquido y el indculo en s oy, de los cuales el segundo fue el que
sobresalio en términos de productividad calidad el inoculo obtenido.
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1.1.  Introduccién.

México ha tenido un gran incremento demografico, el cual ha ocasionado entre otras cosas, que
los mexicanos dispongan cada vez de menos tierra cultivable. Esta circunstancia nos debe
estimular a incrementar la eficiencia productiva y con ello aprovechar al maximo los productos
orgénicos que se derivan del sector agropecuario De esta forma, lo que antes se consideraba
como desecho, ahora debe valorarse como materia prima para su aprovechamiento alimentario o

industrial (Viniégra, 1990).

Los hongos comestibles, constituyen una fuente de proteina para la alimentacion humana, que en

- México ha sido utilizada desde epocas prehispanicas. Su valor nutricional ha sido estudiado por

diversos investigadores, en varias partes del mundo (ver Tabla 1-1), para el caso de Pleurotus
existen publicaciones que lo situan entre las fuentes mas ricas en proteinas, como son la came de

res, potlo y cerdo, la leche, etc (Bano et al, 1987 y 1989., Ghosh et al, 1990).

Tabla 1-1. Composicion proximai (°e) de algunas especies de hongos comestibles.

Especie Humedad Proteina Grasas Fibra Cenizas
cruda

Agaricus bisporus 8§44 294 4.9 9.2 8.5
Auricularia sp 89 | 42 8.3 19.8 1.7
Lentinus edodes Q0 15.5 6.5 7.7 - 54
Pleurotus ostreatus 823 20.5 1.9 8.1 8.0
Pleurotus florida 9] & 27.0 1.6 11.5 9.3
Volvariella sulcipes 799 353 29 14.3 - . 104
Volvariella udvasea 8¢ | 259 24 93 88

Fuente : Hirata, 1986; Bano and Rajarathman, 1989, Calvo, 1993,




REVISION BIBLIOGRAFICA

Tabla 1-2. Hongos Comestibles de México susceptibles de ser producidus comercialmente.

Nombre cientifico Nombre comun Zona de localizacién
Agaricus bisporus Champifion Casas especiales
campestris San Juan Tempilada a tropical
silvivola Champiion Bosque de abetos y pinos
Amanita tuza Atukna, tuza Bosque de pinos
fulva Pollita Bosque de encino y pinos
caesarea Jicanta, chullo Bosque de encino y pinos
Auricularia delicata Chole, judas Selva tropical
politricha Oreja de judia Templado a tropical
Boletus edulis Cemita Bosque de encino y pinos
pimicola Mazayel Bosque de pinos
regius Guarin Bosque de encino
Cokeina sulcipes Copa Selva tropical
Lactarius lepideus Chilpan Bosque de encino
indigo Zuine, zumn Bosques de pino y abeto
Lentinus lepideus lolote Troncos de pino y ocote
cubensis ' Troncos de pino y ocote
Lycoperdon perlatum Bola Bosque de abetos
cembrinum Blanquiilo Bosques de pino y abeto
Morchella esculenta Mornilla, elote Bosque de coniferas
conica Mazorca, olote Bosque de encinos
costata Mazorca Bosque de coniferas
Pleurotus cornucopiae Honyo de maguey Templado a subtropical
ostreatus Oreja de palo, zeta Templado a tropical
djamour Ore)a de cazahuate Subtropical a tropical
smithii
Russella alcetacea Tormpeta Bosques de pino y abeto
brenipes lztacnanacatl Bosques de pino y abeto
densifolia Borrego blanco Bosques de pino y abeto
Tricholoma favovirens Honygo oreja Bosques de pino y abeto
sejcentum Escorpion Bosque de encino y abeto
raccinum Cuemo de venado Bosques de pino y abeto

Fuente: Sanchez, 1993; Guzman et al , 1993

El cultivo de hongos comestibles, sobre desechos organicos, se ha manifestado en los ultimos aftos
como una opcion en la obtencion de aimentos para consumo humano, sobre todo en paises en vias
de desarrollo (Martinez-Carrera, 1991). La tecnologia utilizada es atractiva por el alto contenido
proteico del hongo y por la posibiidad de obtener grandes cantidades de alimento, mediante
técnicas sencillas, a bajo costo y en un periodo corto de tiempo (Sénchez Vizquez, 1992 y 1993).
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De las especies reportadas como comestibles, en la Tabla 1-1, varias de ellas crecen de forma
natural, en diferentes zonas de México y consecuentemente pueden llegar a producirse en el pais

(Martinez-Carrera et al, 1984).

1.2.  El género Pleurotus.

Pleurotus posee un sombrerillo o pileo liso convexo, raramente redondo, casi siempre en forma de
ostra o de concha, puede presentar escamas hacia et centro o en la base, sus cuerpos fructiferos
son por lo general conorescentes Puede llegar a medir entre 5 a 15 cm de didmetro. El color del
cuerpo fructifero depende de la especie del hongo (ver Tabla 1-3). Sus laminillas son decurrentes,
anastosomadas en la base, anchas. blancas algunas veces amarillas. El pie o estipite suele ser corto,
ligeramente duro, blanco y algo peloso en la base. Su insercidn suele ser algo lateral y su direccion
ligeramente oblicua. Tanto su forma como su longitud dependen mucho de la situacion del hongo.
La carne es blanca, de olor algo fuerte, tierna al principio y después correosa. Las esporas son de
colo lila , elipsoide con un talla promedio de 95.5 X 3.5 micras (Garcia, 198S., Guzmén et al.,
1993).

Segun Leong (Leong,1989), todas las especies de Pleurotus tienen habitat similares. La mayoria

- son saprofitos, crecen sobre madera y tienen la habilidad de degradar celulosa y lignina (hongos de

pudricién blanca). Las especies que mas se han utilizado para fines comerciales son P, ostreatus,

P. flabellatus, P. sgjor-caju, P florida y P. sapidus.

Este hongo se adapta a diversas condiciones climaticas, que van desde templado a tropical, por lo
que puede decirse que su distnbucion es cosmopolita (ver Tabla 1-2). Diversos estudios han
mostrado diferentes sustratos en los que este hongo puede crecer y ser cultivado comercialmente
(Guzmin et al, 1993). 4
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Pleurotus es uno de los agaricales (ver Tabla 1-3) mas estudiados debido a su gran potencial

génetico usado en la degradacion lignocelulosica y produccion de alimentos.

Tabla 1-3. Ubicacion Taxondmica de las diferentes especies de Pleurotus.

Ubicacién taxénomica de Pleurotus

Reino Fungi

Division Eucomycota
Subdivision Basidiomycotina
Clase Hymenomycetes
Familia Tricholomataceae
Género Pleurotus
Especie ostreatus (setas)

cornucopiae
sajor-caju (setas)
[florida (setas perla)
lewis fsetas blancas)

d'jamour (setas blancas)

ostreatoroseus {Setas rosas)
columbinus (setas azules)

1.3. Consideraciones técnicas para el cultivo de Pleurotus.

El crecimiento de este género esta supeditado a ciertos factores, como son : La temperitura, la
humedad del ambiente, la humedad del sustrato, el pH, las concentraciones de Oy y COz y la
cantidad de luz. Las condiciones mas adecuadas de estos factores dependen del tipo de desarroilo

que se busca en el hongo (crecimiento micelial o desarrollo de fructificaciones) y de la especie del

mismo (Sanchez Vizquez, 1992 y 1993).

1.3.1. Temperatura

El micelio de Pleurotus crece bien en un intervalo de temperaturas que va desde los 10°C hasta

los 40°C, Sin embargo, la temperatura optima de crecimiento oscila alrededor de los 250C. Para

la mayoria de las especies. P. ostreatus y P. florida registran 6ptimos de 30°C (Zadrazil, 1978).
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La temperatura de fructificacion varia de acuerdo con la especie, las especies tropicales de
Pleurotus fructifican bien entre los 20 y 30 ©C. Una temperatura adecuada para el desarrolio del
hongo afecta directamente al rendimiento de la produccion. Normalmente la temperatura de

fructificacién es mas baja que la temperatura del desarrollo micelial. (Zadrazil, 1978).

1.3.2. Humedad.

La humedad relativa del ambiente y la humedad del sustrato son factores determinantes en el
desarrollo de un hongo. La falta de humedad relativa inhibe la fructificacion. La literatura reporta
optimos a 80-90 % y de 70-80 %, respectivamente. Para el caso de P. ostreatus se ha observado
que una humedad relativa de 80-85 % es mejor (Guzman et al, 1993).

1.3.3. Luz.

Se ha comprobado que la obscuridad promueve el crecimiento micelial y que el suministro de luz
es necesario para promover la fructificacion. En general los hongos requieren de luz de
longuitudes de onda corta (cargado hacia el azul del espectro visible), la luz que se le debe
suministrar a los hongos debe ser suficiente para que uno pueda leer material impreso
(aproximadamente 150-200 lux) (Sinchez Vizquez, 1992 ; Guzmin ef al., 1993).

1.3.4. Concentracién de CO;

La concentracion de C02 es muy importante para ¢l desarrollo de Pleurotus. Concentraclonu de '
20-25 % de CO7 es util para el desarrollo micelial del hongo, sin embargo, concentraciones
superiores al 0.6 % inhiben la formacion de cuerpos fructiferos (Zadrazil, 1978; Kurtzman y
Zadrazil, 1989). Debido a esto, cuando se requiere producir este hongo a nivel comercial, es
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necesario implementar un buen sistema de ventilacion en la sala de fructificacion, de tal manera

que se retire constantemente el CO, formado por la respiracion del hongo (Zadrazil, 1978).

Una ventilacion deficiente se manifiesta en deformaciones de los cuerpos fructiferos, estas pueden

ser desde un tigero alargamiento de! estipite, la no formacion del pileo o ambas cosas (Sinchez

- Vazquez, 1992 y 1993; Guzmin et al., 1993).

1.3.5. pH.

El pH es de suma importancia. si un sustrato es demasiado acido o demasiado alcalino puede
detener, inhibir o estimular procesos vitales de la actividad fingica. Se estima que la absorcién y
produccion de vitaminas esenciales. la absorcion de acidos orgdnicos y asimilacion de minerales,
asi como la produccién de antibioticos son influenciados por el pH del sustrato. En general, los

hongos comestibles prefieren valores de pH entre 5 y 7 (Sobal y Martinez-Carrera, 1989).

1.4. Cultivo comercial de Pleurotus

El cultivo de Pleurotus puede desarrollarse desde niveles tan pequefios y risticos como las
cooperativas rurales que obtienen de 60-70 kg/semana para su autoconsumo (Martinez-Carrera
et al., 1991), hasta grandes instalaciones tecnificadas en las que se pueden implementar sistemas

expertos computarizados para el cultin o del hongo (Backus et al., 1991). |

Actualmente, en México, la produccion industrial Plewrotus, se realiza siguiendo un
procedimiento, como el que se mucstra en la Figura 1-1. En dicha figura se nota que la produccion
de Pleurctus es un proceso senallo, con una tecnologia no sofisticads que involucra el -

mantenimiento de las condiciones climaticas favorables para el desarrollo del hongo. Le humedad,
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la ventilacion, la temperatura la ventilacion y el pH son factores primordiales que se deben vigilar y

mantener constantes para la optimizacion de la produccién de hongos.

La Figura 1-1 muestra como el cultivo de Pleurotus sp consta de 3 grandes etapas: elaboracion de

in6culo, preparacion del sustrato y el cultive del hongo.

CULTIVO COMERCIAL DE PLEUROTUS SP

HONGO SILVESTRE SUBSTRATO SELECCIONADO
AISLAMIENTO ¥ MEJORAMIENTO PREPARACION DEL. SUBSTRATO
| |

CEPA SELECCIONADA PASTEURIZACION
ELABORACION DE NOCIR O 1

e T

Of SARROLLO DEL MICELIO EN EL SUBSTRATO

APARICION DE FRUCTIFICACIONES

COSECHA DE HONGOS

1

VENTA Y0 CONSUMO

Figura 1-1. Proceso general de la Produccion de Hongos Comestibles.
Fuente : Sanchéz Vazquéz, 1993 v Guzman et al. 1993.

1.4.1. Elaboracion de inéculo.

El inoculo se prepara empleando scnulias de gramineas (sorgo. trigo, avena, etc.), estas se remojan
durante 24 h; luego se introducen en trascos de boca ancha y se esterilizan durante 30 min., al

enfriarse los frascos se inoculan con ei micelio de la cepa seleccionada. Los frascos se incuban a
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25 ©C y en obscuridad. El micelio tarda alrededor de 20 dias en colonizar todas las semillas del

frasco.

1.4.2. Preparacion del sustrato.

Los sustratos que se utilizan en el cultivo de Pleurotus son sometidos, a los siguientes
tratamientos:

a)
b)

d)

£y
g)

Reduccion del tamaiio de particula hasta un nivel de 3-5 cm (Garcia, 1985).
Lavado e inmersion en agua hasta alcanzar una humedad entre 70 y 80 % (Guzmin e a,

1993) o bien, se inyecta agua en una instalacion de preparacion en continuo de sustrato,
hasta alcanzar 70% de humedad (Zadrazil, 1978).

En algunas ocasiones se afade algo de carbonato de calcio para mantener casi neutro el pH
del sustrato (Garcia, 1985)

La siguiente operacion que se realiza al sustrato, es la pasteurizacion, ésta se lleva a cabo
usando diferentes métodos. a saber :

* Calentar con vapor durante algunas horas hasta 70-909C (Steineck, 1987). . _
* Subir la temperatura, mediante el uso de vapor, hasta 80°C en 6 horas, mantener

durante 8 horas y finalmente enfriar con aire fresco en 12 horas (Garcia, 1985).

* Sumergir el sustrato en agua caliente (70°C) durante 15-20 minutos, o bien con vapor, .

calentar a 62°C durante 2.5 horas, después mantener a 520C durante 5.5 horas
(Martinez-Carrera et al, 1988)

Enfiiado del sustrato.

Escurrido y llenado de contencdores
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1.4.3. Cultivo del hongo.

1.4.3.1.Siembra ¢ incubacidn.

Una vez que el sustrato se ha acondicionado, se procede a la siembra mediante el uso de un 5-10
% de inodculo (con respecto al peso fresco del sustrato). El inoculo se homogeniza con el sustrato

y se coloca en un recipiente o contenedor (Zadrazil, 1978).

La incubacion para el desarrollo de! micelio se realiza en locales con ventilacion, en la obscuridad
y controlando la temperatura. Las temperaturas recomendadas para el desarrollo micelial se

muestran en la Tabla 1-4.:

Tabla 1-4. Temperaturas recomendadas para el desarrollo micelial de Pleurotus sp..

Temperatura { °C ) Referencia
25 Garcia, 1985
20-25 Steineck, 1987
20-30 Zadrazil, 1978

El tiempo de incubacion es de 1-3 semanas. La temperatura depende de la cepa que se esté

utilizando en la produccién de hongos comestibles.

1.4.3.2.Fructificacién,

Para el desarrolio de cuerpos fructiferos se cambia la temperatura y se proporcionan pesiodos de

iluminacion al cultivo. Las temperaturas recomendadas para la fructificacion se muestran en la
Tabla 1-5.
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Tabla 1-5. Temperaturas recomendadas para la produccion de cuerpos fructiferos de Pleurotus sp.

Temperatura ( °C ) Referencia
10-18 Zadrazil. 1978
10-14 Garcia, 1985
12-15 Steineck, 1987
20-25 Klibanski, 1993
20-27 Martinez-Carrera et al., 1991

Ademas del cambio de temperatura se debe proporcionar una ventilacion equivalente a remover el
aire de la camara de fructificacion 4 vecesth (Sanchez Vazquez, 1993). La produccion de cuerpos
fructiferos se da después de 1-2 semanas, se cosecha y se espera otra semana para volver a
cosechar. Por lo general no resulta redituable esperar una tercera cosecha (Garcia, 1985;

Guzman et al, 1993).

1.5. Produccién comercial de inéculo de Pleurotus,

La produccion de indculo se refiere a la preparacion de microorganismos de un cultivo. en estado
inactivo {en conservacion) hasta un nivel suficiente para inocular una etapa final de produccién (
Hunt y Stieber, 1986).

En el caso de los hongos comestibles, en general, el indculo o semiila es el desarrollo masivo de
micelio del hongo sobre un sustrato determinado como lo pueden ser granos o semillas de

gramineas dentro de frascos, botelias o bolsas (Guzmén ef al. 1993).
La produccién de indculo es lo que constituye la base del cultivo comercial de los hongos

comestibles y es el principal problema de los productores, ya que para la elaboracion del inéculo o

semilla deben tener un laboratono ricrobiologico y personal capacitado o en su defecto comprar

10
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el inoeulo a casas comerciales cspecializadas. Para la obtencién de indculo o semilla a nivel

comercial se sigue la técnica descrita en la figura 1-2.

SELECCION DE PREPARACION DEL
LA CEPA MEDIO DE CUL TIVO
| ESTERILIZACION
OBTENCION DE
LA CEPA
VACIADO EN PLACA
—+ SEMBRA
INCUBACION

4

{ indeulo Primario)

|

WCUBACION

|

AUMACENAMIENTO

PRODUCCION DE INOCULO DE PLEUROTUS SP

RECEPCION DEL
GRANO

|

LIMPIEZA ¥
LAVADO

ESTERILIZADO

J

SIEMBRA  +—————— FNFRIADO

Figurh 1-2. Produccion Comercial de inoculo de Pleurotus sp.

Fuente : Guzman et al, 1993

LS.1. Selecciéq' de cepas.

El hecho que la produccion de /'/curoms sea alta, constante y competitiva, dependera en gran

medida del mantenimiento adecuado de las cepas utilizadas. Estas cepas poseen diversas

caracteristicas de indole practica. para lo cual deben ser adecuadamente seleccionadas (Leal,

1981; Guzman et al., 1993):. Entre las caracteristicas que se mencionan se encuentran
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a) Simplicidad en la demanda de nutrientes (amplia variedad de sustratos).
b) Alta capacidad para la formacion de cuerpos fructiferos.

¢) Fructificacion temprana.

d) Alta velocidad de crecimiento

e) Resistencia a ciertas enfermedades

f) Produccion de hongos de buen sabor. color, textura y tamaiio.

g) Produccion de cuerpos fructiferos con bajos niveles de esporulacion.

1.5.2. Obtencion de cepas.

El proceso de produccion de inoculo comienza con la obtencién de la cepa, la cual es una masa de
micelio desarrollada sobre un medio de cultivo apropiado, en caja Petri, en tubo de ensaye o en

pequefios frascos.

La cepa puede obtenerse de una casa comercial, por ejemplo, de la ATCC (American Type
Culture Collection) de E.U.A o de algun laboratorio especializado. También se puede obtener la

cepa directamente de un hongo fresco seleccionado.

La obtencion de la cepa a partir del hongo fresco se puede hacer a partir de las esporas del cuerpo
fructifero (aislamiento esporico) o de la "carne" de dicha fructificacion (aislamiento vegetativo)
(Guzmén et al., 1993).

1.5.3. Medios de cultivo,

Para el cultivo y desarrollo de //enrorus en el laboratorio es necesario utilizar determinados
medios de cultivo, los cuales deben de proporcionar al hongo los nutrientes necesarios para su

crecimiento,
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El medio de cultivo a utilizar dependera de la especie de hongo que se quiere cultivar, ya que cada
especie tiene sus propios requerimientos nutricionales. Los medios de cultivo son generalmente
faciles de conseguir comercialmente, los mas comunes son Papa Dextrosa agar (PDA) Extracto de
Malta Agar (EMA), Dextrosa Sabouraud Agar (DSA), Harina de Maiz Agar (HMA) ¢ incluso

algunos preparados con antibioticos. Si bien estos medios de cultivo tienen la ventaja de mantener

» su composicion quimica y buena calidad, resultan ser relativamente caros.

. En afios recientes se ha procurado disefiar medios de cultivo con ingredientes de facil acceso y de

bajo costo. Asi por ejemplo: se han elaborado medios de cultivo a base de harina de maiz

- {Martinez-Carrera et el., 1991), extracto de ejote (Ayala et al., 1991), extracto de paja y trigo
(Gﬁzmin ef al., 1993), grano de centeno molido (Guzmdn et al., 1993), pulpa de café y ciscara

.- de cacao; los cuales han demostrado ser medios de cultivo adecuados para el desarrollo micelial
del hongo.

1.5.4. Sustratos utilizados para la producciéon de inéculo.

Un gran nimero de materiales solos y combinados pueden usarse como sustrato pars la

elaboracion de inoculo, (Martil;ez-Carrera, et al., 1984; Garcia Rollan, 1982) por ejemplo:

« Materiales lignocelulosicos como la paja de arroz, desechos de algoddn, viruta o

aserrin de diversas maderas, pulpa de café, etc.

* Semilla o granos de diversas gramineas, tales como: trigo, sorgo, centeno, frijol, arroz,

maiz, etc.

Sin embargo a nivel comercial, el micelio es transferido para su propagacion a granos de cereales y
de ahi su nombre de semilla de hongo

P
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Para la seleccion de las semillas o granos que se emplearan como sustrato en el inoculo, sera
necesario considerar la disponibilidad, bajo costo, tiempo de almacenamiento del grano y humedad
de los mismos, asi como que esten libres de contaminacion biologica (otros hongos) y/o quimica

{fungicidas, por ejemplo).

1.5.5. Acondicionamiento de sustratos.

Del mismo modo que en la agricultura, antes de la siembra de las semillas se prepara el suelo, con
la finalidad de proporcionar las condiciones adecuadas para la siembra, es necesario que el sustrato

que se empleara en la produccion del inoculo esté acondicionado (pretratamiento del sustrato).

Los sustratos que se utilizan en la produccién de indculo de Pleurotus son sometidos, a los

siguientes tratamientos;

a) Reduccion de tamano (a particulas de 3 a 5 cm, solo si es necesario).

b) Lavado é inmersion en agua corriente (hasta alcanzar una humedad del 40-60 %)..
¢) Ajustedel pH( entre 63y6.5).

d) Escurrido y llenado de los frascos hasta */, partes de su capacidad con el sustrato
e)‘ Esterilizar los frascos a 15 It:’/pulg2 durante 30 min.

f) Enfriado.

Una adecuada preparacion del wustrato se vera reflejada en una abundante produccién de micelio.
La preparacion del sustrato consiste en facilitarle al hongo los nutrientes necesarios para su

crecimiento en una forma mas ac.ewhle para su consumo (Guzmén et al., 1993).

14
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1.5.6. Métodos de eiaboracibn de indculo.

1.5.6.1. Indculo sobre granos (Método tradicional).

A partir de cajas Petri se realizan cortes de apar de aproximadamente 1 cm?2 de micelio. Estos
cortes se colocan en la parte superior de un frasco de boca ancha ( 2 porciones por frasco ) que
contienen el sustrato ya acondicionado 1.0s frascos se tapan, se etiquetan y se incuban durante 15
dias a una temperatura a 27 9C. Cada tercer dia se sacuden los frascos con el fin de dar una mejor
distribucion del micelio sobre el sustrato al inoculo asi preparado se le denomina indeuto primario.
De este indculo se seleccionan aquellos frascos que presentan un desarrollo micelial uniforme y
denso, estos frascos se utilizan para elaborar inéculo nuevo, llamado inéculo secundario

(Sénchez, 1993; Guzmin et al., 1993).

1.5.6.2. Inoculo en suspension.

Para este caso el micelio crecido en caja Petri, se vacia totalmente en una licuadora con vaso de
vidrio, el cual se esteriliza previamente y se adicionan 200 ml de agua destilada estéril. Se licua
durante 30 a 40 segundos y con ayuda de una jeringa estéril o pipeta se toman 5 ml. de la

suspension y se vacian en los frascos con el sustrato preparado (Guzmdn et al., 1993).

1.5.6.3. Medio liguido.

Recientemente se ha investigado en expenmentos a nivel laboratorio en la posibilidad de usar
indculo liquido, es decir, micelio producido en cultivo sumergido usando aguas de desecho
agroindustrial (vinazas, cachazas, agua de iavado de la industria cafetalera, etc.), lo que vendria a

reducir los costos de preparacion de inoculo y facilitaria el crecimiento del hongo en los sustratos
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(Zadrazil y Kurtzman, 1989;). En la Tabla 1-6 se dan referencias de diferentes trabajos

realizados sobre la utilizacion de medios liquidos en la produccién de micelio de Pleurotus sp.

Tabla 1-6. Referencias sobre el uso de medios de cultivo liquidos en la produccién de indculo de Pleurotus.

Medio de cultive Referencia
Medios a base de melaza punficada Tellez, 1966
Medios a base de melaza y agua de mar Anaya, 1972
Medios 2 base de sustratos lignoceluldsicos v extracto de makta Galli, 1991
Medios de cultivo liquidos Zadrazil, 1978
Medio a base de un extracto de paja Chahal, 1991

Cabe aclarar que la utilizacion de medios liquidos queda fuera de las posibilidades de los
productores rurales 0 pequefias empresas, ya que para su realizacion se necesita de equipo de
fermentacion mas complejos, o que aumenta el costo de produccidon de indculo. Sin embargo, a

nivel comercial, el uso de medios liquidos puede ser una opcion viable para la produccion de

inoculo.

1.5.7. Meétodos de conservacion de cepas.

La conservacion de cepas, tiené como finalidad evitar la degeneracion de los cultivos, manteniendo
su pureza, viabilidad y caractenisticas morfologicas y fisiologicas de generacion en generacion,
para lo cual se han propuesto gran variedad de técnicas (Helvi Heinonen-Tanski, 1986; Roussos
et al., 1989). La diversidad de metodologias derivan de las necesidades en tiempo de conservacion
que se tienen y por las diferentes propiedades biologicas que caracterizan s cada uno de los
diferentes tipos de hongos, por lo que no existe una metodologia de consmacién que su 4ptima
para todos los grupos de hongos Sin embargo en la literatura existen numerosas pfopuwtas de
conservacion que se pueden ajustar a las necesidades de trabajo y del tipo de microorganismo de

que se trate. En Ja tabla 1-7 se enlistan los métodos de conservacion més utilizados en la

preservacion de cepas de hongos.
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Tabta 1-7. Métodos de Conservacion de cepas.

Métodos de conservacion de cepas
Métodos a corto plazo Métodos a largo plazo
Refrigeracion Liofilizacion
o Congelacion Conservacion en suelo estéril
Secado Conservacion en silica gel
Conservacién en agua esten| Conservacion en nitrogeno liquido
Conservacion en aceite muneral

e : En general los métodos de conservacion coinciden en tratar de disminuir los factores externos, asi
como los mecanismos de recombinacion genetica o de reproduccion, mediante el resguardo de
re células en ausencia total de nutrimentos, en forma deshidratada o a temperaturas extremadamente

bajas para evitar Ja accion enzimatica por baja actividad de agua.

En la Tabla.1-8 se presenta una comparacion de la utilizacion de los diferentes métodos de

conservacion mas ampliamente usados para los hongos.

Tabla 1-8. Comparacion entre metodos de conservacion,

- Método Costo Labor Longevidad Estabilidad

Resiembra Bajo Alo 6 meses Pobre

Congelacion Bajo Medio 1-5 afios Moderada

‘ Agua esténi Bajo Medio 1-5 afios Moderada

Aceite mineral Bajo Medio 10-20 afios _Moderada

\ Suelo esténi Bajo Medio 5-10 afios Moderada
Silica gel Bajo Medio 5-10 afios Buena
. Liofilizacion Alo Imicial 4-40 afios Buena
= Nitrégeno liquido Alo Bajo mfinito Buena

Para poder determinar cual de los diferentes métodos es el mas adecuado para un hongo y un

proceso dados es necesano tomar vn cuenta Jos siguientes criterios ;

1) Viabilidad de la cepa

2 ) Tiempo que se desea conservar la cepa.
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3 ) Estabilidad de la cepa.
4 ) Factibilidad de escalamiento.

5) Costo del proceso de conservacton.

En Ia conservacion de cepas de hongos comestibles se pueden utilizar tanto las esporas del hongo

como su micelio y de acuerdo a lo que se use para la conservacion de las cepas se pueden utilizar

determinados métodos (ver Tabla 1-v}

Tabla 1-9. Métodos de conservacion de cepas utilizados en hongos comestibles.

Métodos de conservacion Recomendado para
Resiembra periodica micelio
Conservacion en aceite mimneral micelio
Nitrogeno liquido micelio
Refrigeracion a 5 °C esporas y micelio
Conservacion en agua esten! esporas y micelio
Liofilizacion e5poTas

Fuente : Guzman er al., 1993
Finalmente se puede decir que el metodo de conservacion de cada cepa en particular depende del

tiempo que se quiera conservar al microorganismo, la parte del organismo que se quiera guardar e
incluso de la especie de cada hongo

1.6, Conclusiones,

De acuerdo con lo descrito en la revision bibliografica se puede concluir gue aunque la produccién
de indculo y, en general, el culino de Pleurotus es una tecnologia sencilla, no sofisticada es
necesario el conocimiento de el mantenimiento de las condiciones climaticas favorables para ei
desarrollo del hongo. La humedad. la ventilacion, la temperatura la ventilacion y el pH son

factores primordiales que se deben wigilar y mantener constantes para la optimizaciéon de la
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produccion de hongos comestibles. Sin embargo ésta tecnologia dista de estar optimizada, por lo

que los trabajos de investigacion deben dirigirse hacia este punto.
Lo anterior nos plantea la alternativa de importar o desarrollar una tecnologia que se adecie a las
necesidades que plantea el cultivo en nuestro pais. Es imprescindible desarrollar nuestra propia

tecnologia para el cultivo de hongos comestibles, ya que en México se cuenta con una gran

variedad de especies pueden llegar a producirse industrialmente.

pee
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2. OBJETIVOS

2.1,  Objetivo general.
2.1.1. Desarrollar una tecnolowuta para la produccion de inoculo de Pleurotus sp.
2.2. Objetivos particulares.

221,

222

223,

224

Desarrollar una tecnica de conservacion, manipulacion y propagacion de Plewrotus

sp.
Comparar diferentes metodos de produccion de indculo primario.
Extrapolar los resultados obtenidos a un nivel de planta piloto.

Contribuir a la ingeniena basica de produccion de inoculo de setas. /




3. MATERIAL Y METODOS

3.1. Microorganismos.

Para nuestros estudios se utilizaron 12 cepas de Pleurotus 5 cepas de la coleccion del INRA
(Station de Champignons - INRA Bordeaux) , 1 cepa de la coleccion de la Universidad Autonoma
de Tlaxcala (CICB-UAT), 5 cepas de la coleccion de la UAM-I (Universidad Auténoma
Metropolitana Iztapalapa) y ! cepa de la coleccion del CIES (Centro de Investigaciones

Ecologicas del Sureste). En la Tabla 3-1 se sefialan las cepas utilizadas y su origen.

Tabla 3-1 : Cepas de Pleurotus estudiadas.

Especie de hongo Registro Origen
- INRA-1 Francia
INRA-2 - Francia
Pleurotus cornucopiae INRA.3 Francia
: INRA4 Francia
. INRA-5 Francia
[ UAT-1 Tlaxcala, México
UAM-1 Puebla, México
UAM-2 Puebla, México
- Pleurotus ostreatus UAM-3 Meéxico
UAM-4 México
1E-8 Alemania
- Pleurotus sp UAM-5 Francia

Las cepas antes mencionadas fueron enviadas & la Universidad en frascos viales, con Papa

Dextrosa Agar (PDA) como medio de cultivo y mantenidas en refrigeracion a 4 0C.
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3.2. Medios de cultivos.

En el presente estudio se utilizaron los siguientes medios de cultivo : Papa Dextrosa Agar (PDA),
Extracto de Malta Agar (EMA), Amaranto Dextrosa Agar (ADA) y Czapek Dox Agar (CZA).

Para la composicion de los medios ver Anexo 1

3.3. Sustratos.

Los sustratos que se utilizaron en este estudio fueron seleccionados en base a la cantidad y
abundancia de los desechos agroindustriales que se generan en el area de Atlacomulco, Edo. Méx,

A continuacion se listan los sustratos utilizados

Tabia 3-2 : Sustratos utilizados.

Sustratos Presentacion
Paja de avena trozos de 3-5 cm
Sor& granos

Los sustratos fueron recolectados v transportados al laboratorio de los sitios donde se generan

como contaminantes o desechos de alguna actividad agroindustrial.

3.4. Acondicionamiento de los sustratos.

Los sustratos que se utilizaron en !4 produccion de inéculo de Pleurotus fueron sometidos, a los

siguientes tratamientos:

a) Reduccion de tamafio (a particulas de 3 a S cm, solo si es necesario).
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b) Lavado é inmersion en agua corriente (hasta alcanzar una humedad del 40-60 %).
¢) Ajuste del pH (entre 6.3 y 6.5 ), con CaCOs.
d) Escurrido y llenado de los frascos hasta ¥/, partes de su capacidad con el sustrato para el caso

del sorgo y llenado de bolsas de polipapel hasta un peso aproximado de 500 g en caso de la

paja de avena.
¢) Esterilizacion los frascos y/o las bolsas a 15 Ib/pulg? durante 30 min.
f) Enfriado.

3.5. Sistemas de fermentacion.

Para ilevar a cabo el presente estudio se conté con una incubadora de conveccion forzada, para la
produccién de indculo. La fructificacion de las cepas se realizo en una camara de fructificacion
que fue diseilada en la misma Universidad, la cual nos permitia el control de la temperatura, la

humedad relativa, la cantidad de luz y la ventilacién (ver Figuras 3-1 y 3-2).

VISTA FRONTAL VISTA LATERAL

1. Charoias 2 Lémparss ’ 3 Entrada de aire 4. Salida de aire

Figura 3-1 : Camara de fructificacion de Pleurotus sp, vista frontal y lateral.
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En el caso de los estudios de la fase micelial en medio de cultivo solido se utilizaron cajas petri

desechables de 8 cm de diametro y para los estudios de produccion de inoculo se usaron tubos de

vidrio con tapon rosca de 160 x 25 mm.

6
O COMPRESOR
CAMARA DE
FRUCTIFICACION .
HUMIDJEICADOR
5
CONTROLADOR DE
TEMPERATURA D
ALIMENTACION
. ELECTRICA
1. TRAMPA DE CONDENSADOS 5. ENTRADA A LA CAMARA
2, REDUCTOR DE PRESION 6. SALIDA DE LA CAMARA

Figura 3-2 : Sistema de fructificacion de Pleurotus sp, vista superior.

3.6. Recuperacién de cepas.

De los frascos viales que conteman las cepas se tomaron pequefias porciones de micelio y se

sembraron en cajas petri con mediv PDA Las cajas se incubaron a 25 ©C durante 15 dias.

Las cepas se resembraron con el fin de comprobar y mantener 1a pureza de las cepas, ademas de

obtener una cantidad suficiente del hongo para la produccion de inoculo ¢ semilla.
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3.7. Seleccion de cepas en base a su crecimiento radial.

En el presente trabajo, se estudio el efecto que tienen el tipo de medio de cultivo y el pH sobre la
morfologia de la colonias y crecimiento de los hongos comestibles. Ademas de comparar un medio
de cultivo a base de amaranto con otros medios comerciales como son : Extracto de Malta Agar,

Papa Dextrosa Agar y Czapeck Dox Agar.

Las cepas se cultivaron a 25 ©C sobre Extracto de Maita Agar (EMA), Papa Dextrosa Agar
(PDA), Czapeck Dox Agar (CZA) y Amaranto Dextrosa Agar (ADA), cuyo pH inicial se fijo
entre 5.5 y 6.0, en cada caso. EMA, PDA y CZA son medios de cultivo comerciales (Bioxon y

- Merck,) de composicion conocida (ver Anexo 1), El pH se ajusté con HCI 0.1 Ny NaOH 0.1 N,

Los ensayos se realizaron por quintuplicado. Se realizd una caracterizacion macroscopica de las
colonias, tomando en cuenta su color, textura y densidad. La velocidad de crecimiento radial del
hongo (extension radial del micelio) se estimd midiendo el diametro alcanzado por las colonias
cada 48 h, hasta que alcanzaban el borde de la caja petri y se expresé como velocidad de

crecimiento radial (ver 3.10.3).

3.8, Miétodos de produccién de inéculo.

En el presente trabajo se evaluaron tres métodos de elaboracion de indéculo primario, tomando

como base la velocidad de crecimiento apical presentada por el hongo (ver 3.10.4).

El procedimiento seguido se muestra en.la figura 3-3. Los métodos evaluados fueron : Inéculo

sélido, Indculo en suspension e Inoculo hquido.
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Caja Fatri
Galtivo sobre Cultivo an Praparacién de 1a
granos da sorgo Extracto da Malta saspancién da micaiio
Cultivo sobrs Cuttivo sobrs
granos de sorgo qranos da sorgo
Inbculo Sélido Indculo Liguido indculo en Suspensidn

Figura 3-3 : Proceso seguido durante la evaluacion de los métodos de produccion de inoculo.

Inéculo sélido.

A partir de cajas Petri se realizan cortes de agar de aproximadamente 1 cm’ de micelio. Estos
cortes se colocan en la parte superior de tubos de ensaye de 160 x 25 mm con tapén rosca (1
porcion por tubo) que contienen 15 g de sorgo ya acondicionado (ver 3.4). Los tubos se tapan, se
etiquetan y se incuban durante 15 dias a una temperatura a 27 -°C (Sénchez, 1993; Guzmin ef
al., 1993).

Inéculo en suspension.
Para este caso el micelio crecido obre Extracto de Malta Agar en caja Petri, se vacia totalmente
en una licuadora con vaso de vidno. ¢l cual se esteriliza previamente y se adicionan 200 ml de

agua destilada estéril. Se licua durante 30 a 40 segundos y con ayuda de una jeringa estéril o

pipeta se toman 5 ml. de la suspension v se vacian en la parte superior de tubos de ensaye de 160 x
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25 mm con tapon rosca (1 alicuota por tubo) que contienen 15 g de sorgo ya acondicionado (ver
3.4.). (Guzmin et al., 1993).

Inéculo liquido.

2 Trozos de 1 ¢cm de diametro de agar con micelio de 5 dias de crecimiento, se transfieren a un
matraz erlenmeyer de 100 mi que contiene 20 ml de medio de Extracto de Malta y se mantiene en
forma estatica por 4 dias a 26 - 28 °C. Posteriormente estos se transfieren a una matraz de 1000
ml que contiene 200 ml de medio de Extracto de Malta y se incuba a 26-28 °C en un agitador
orbital (shaker) a 100 rpm, durante 4 dias. Transcurrido este tiempo se utilizan 10 ml del medio

para inocular frascos con 400 g de sustrato acondicionado (ver 3.4.) (Guzmdn, et al., 1993).

3.9. Fructificacion de cepas seleccionadas.

El método que siguié para la fructificacion de Plewrotus se muestra en Figura 3-4 y se describe a

continuacion.

Para el cultivo de Pleurotus se utilizaron bolsas de polipapel, las cuales contenian 400 g de peso
fresco de paja de avena, como sustrato. Asi que una vez preparado el inculo secundario, éste se
distribuyé homogéneamente sobre la misma. La cantidad de indculo que se utilizé equivalia al
10% ¢n peso del sustrato himedo

Una vez inoculado el sustrato, éste se incuba a 27 £ 2 OC y en oscuridad hasta que el sustrato
quedo completamente cubierto por el micelio del hongo (aproximadamente 20 dias), ocurrido esto

las bolsas se pasaron a la camara de fructificacion (ver Figuras 3-1 y 3-2).
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En la camara de fructificacion el hongo se incub6 a 22 ©C, con una humedad relativa del 95 % y
en un fotoperiodo de 12 hr. luz y proporcionando una ventilacién equivalente a remover el aire de
la camara de fructificacion 4 veces/h., al poco tiempo (aproxiinadamente 5 dias) se observaron los
primordios de fructificacion y és en este momento cuando se retiraron las bolsas. Después de esto

se producen las fructificaciones (alrededor de 15 dias).

Cuando se han desarroilado los cuerpos fructiferos, éstos se cortan selectivamente, es decir,
cosechando los mas grandes y maduros y dejando los mas jovenes. Para, luego calcular los

rendimientos de produccioén de hongos (ver 3 10.5)).

SUBSTRATO SELECCIONADC

CEPA SELECCIONADA PREPARACION DEL SUBSTRATO
P. ostreatus (CEPAIKES) l
«Ir ESTERILIZACION
ELABORACION DE INOCULO l
SOBRE GRANOS DE SORGO

MNOCULACION ¥ SIEMBRA v——l

" DESARROLL O DEL. MICELIO EN EL SUBSTRATO

|

APARCION DE FRUC TIFICACIONES

COSECHA OE HONGOS
|
:

OF TERMIMACION OE L OS RENDIMIENTOS
OE PRODUCCION DE HONGOS

Figura 3-4 : Método de cultivo para las cepas de Pleurotus
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3.10. Conservaciin de cepas.

Este estudio tiene como objetivo evaluar los métodos de conservacidn susceptibles de ser
utilizados a nivel comercial. Los meétodos que se evaluaron se listan en la Tabla 3-3. Ademas de
determinar la viabilidad de la cepas, su capacidad para formar agregaciones hifales y velocidad de

crecimiento de las colonias.

Los método evaluados se muestran en la Tabla 3-3 y el procedimiento que se siguid en este

experimento se muestra en la Figura 3-4

Tabla 3-3 : Métodos de conservacion evaluados para Pleurotus.

METODOS DE CONSERVACION DE CEPAS

Conservacién en CZA Conservacién en Agua Estéril
a temperatura ambiente a temperatura ambiente
en refrigeracién a 5 °C en refrigeracion a 5 °C
CEPAB
SIEMBRA EN FRASCOS ‘SIEMBRA EN CAJA PETRI
CON CZA CON CZA
INCUBAR A 256 ©C INCUBAR A 26 OC
DURANTE 1 BEMANA DURANTE 1 SEMANA
l l INOCULAR FRASCOS
CON AGUA ESTERIL
ALMACENAR A ALMACENAR
T_EM. AMBIENTE AGOC I
ALMACENAH. A ALMACENAR
TEM. AMIIENTE A B BC

Figura 3-5 : Proceso seguido durante la evaluacion de los métodos de conservacion de cepas.
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Cada 2 meses se tomar6n, para cada una de las cepa, un frasco de cada método y se evalio la

viabilidad de la cepas y el crecimiento radial de las colonias.

Conservacion en CZA.

Se prepararon frascos de 15 ml con agar inclinado de CZA, posteriormente los frascos fieron
inoculados con las cepas de Pleurotus y se incubaron a una temperatura de 25 °C. Después de una
semana de incubacion la mitad de los frascos fueron conservados a temperatura ambiente y la otra

mitad en refrigeracion.

Agua Estéril.

Se prepararon cajas petri con CZA, posteriormente las cajas fueron inoculados con las cepas de
Pleurotus y se incubaron a una temperatura 7de 25 OC. Después de una semana de incubacion se
tomaron de las cajas 5 discos de 0 5 cm de diametro que conteri_ian micelio, estos discos fueron
inoculados a frascos de 12 ml. que contenian agua estéril. La mitad de los. frascos fueron

conservados a temperatura ambiente y la otra mitad en refrigeracion.

3.11. Métodos analitiéos.

3.11.1. Materia seca.

La pérdida de peso seco se evalua por diferencias de peso. Se toman de 6 a 8 g de muestra (peso

fresco) y se colocan en un recipiente de aluminio previamente tarado. La muestra se pone a secar.
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en una estufa durante 24 h a 105 9C. Después se coloca en un desecador durante 15 minutos y se

pesa nuevamente la muestra. Los resultados se expresan como % de humedad o en % de materia

seca. (Saucedo, 1991).

3.11.2. Medicion del pH.

La determinacién del pH se efectia directamente sobre la suspension obtenida con la dilucion de la

muestra de fermentacion ( 1:10 ). La medicion se realiza con un pHmetro digital. El ajuste del

aparato se lleva a cabo mediante la utilizacion de buffers de pH 4 y pH 7 a 25 ©C. (Saucedo,
1991).

3.11.3. Evaluacién del crecimiento radial.

a)

b)

Se tomaron cadz una de las cepas puras recuperadas y mediante el uso de una espatula estéril
se inoculo una caja Petri con medio de cultivo por cepa, empleando para ello un indculo de 10°

mm de diametro. Dicha caja se incubo a 27 °C y en oscuridad.

Se midio cada 24 horas el diametro de cada uno de los halos de crecimiento formados en cada
caja Petri, la medicion del halo se realizé en 2 direcciones (perpendiculares), utilizando para tal

accion un Vernier.
Se anotaron los 2 diametros por halo y se obtuvo un promedio de estos.

Se dejo de medir el crecimiento de los halos hasta que estos estuvieron a punto de tocar el

borde de la caja Petn.

Se graficaron los promedios de cada cepa en funcion del tiempo y se obtuvo mediante un
ajuste de datos las pendientes de las curvas, con lo cual se logro conocer la velocidad de

crecimiento radial de cada cepa.
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3.11.4. Evaluacién del crecimiento apical.

a)

Un tubo de vidrio de 160 x 25 cm se le llena hasta % partes de su volumen total con granos de
sorgo acondicionado (ver 3.4.).

Los tubos asi preparados se esterilizaron durante 30 min. y, posteriormente, se dejaron enfriar.

Los tubos se inocularon, en su superficie superior, con un trozo de agar con micelio de 2 cm
de diametro, previamente crecido en PDA a 27 °C duraate 5 dias.

Los tubos se incubaron a 25 £ 1 °C en oscuridad.

Cada 48 horas se median los mm avanzados por el micelio del hongo, a partir del inoculo. la
medicion del micelio se realizo en 2 direcciones (perpendiculares), utilizando para tal accién un
Vernier.

Se graficaron los promedios de cada cepa en funcion del tiempo y se obtuvo mediante un
ajuste de datos las pendientes de las curvas, con lo cual se logré conocer la velocidad de

crecimiento apical de cada cepa.

3.11.5. Expresién de resultados.

Perdida en peso seco :

Peso seco inicial de fla muestra — Peso seco final de la muestra

9, =
%PPS Peso seco inicial de la muestra

X P00

Eficiencia biolégica :

fi . _
Eficiencia Biologica = Pesa fresco de los hongos recolectados « 100

Peso seco del sustrato
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PPN

Rendimiento (Y xs):

Peso fresco de 10s hongos recolecta
Peso frasco del sustrato

Rendimiento=
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4. DISCUSION Y RESULTADOS

4.1. Recuperacién de cepas.

De las 12 cepas recibidas solo se recuperaron 10 de ellas (ver Tabla 4-1), esto posiblemente
debido a que varias de estas cepas tenian mas de 6 meses en reftigeracion y esto provocod que las
cepas perdieran su viabilidad.

Tabla 4-1 : Cepas de Pleurotus recuperadas sobre PDA a 25 °C

ESPECIE REGISTRO TIEMPO DE RECUPERACION
REFRIGERCION
UAM-1 3 meses SI
UAM-2 3 meses SI-
Pleurotus ostreatus UAM-3 3 meses Sl
UAM-4 8 meses NO
1E-8 4 meses ' SI
Pleurotus sp. UAM-5 6 meses S1
UAT-1 5 meses Sl
INRA-1 8 meses SI
Pleurotus " INRA-2 8 meses SI
cornucopiae INRA-3 9 meses NO
INRA-4 8 meses SI
INRA-5 8 meses S

4.2. Seleccién de cepas en base a su crecimiento radial.

En cuanto a la evaluacion del crecimiento de Pleurotus, se tiene que .cada una de las cepas

estudiadas reacciond de forma diferente frente a los cambios del medio de cultivo Y PH. En las
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Tablas 4-2 a 4-5, puede observarse la influencia de cada variable sobre la morfologia

macroscopica de las cepas de Pleurotus estudiadas.

En las Tablas 4-2 a 4-5 se observa que ¢l medio de cultivo no tiene efecto sobre el color de las
colonias (las colonias siempre fueron de color blanco) y tiene un efecto marcado en el crecimiento
de Pleurotus, ya que modifica la textura, la densidad y la cantidad de micelio aéreo de las colonias
estudiadas. Asi, por ejemplo: la cepa UAM-1 presentd colonias blancas, con textura aterciopelada
en ADA y CZA y algodonosa en PDA y EMA, siendo la densidad abundante a pH 6.0 y regular a
pH 5.5. La cepa UAT-1 presentd colonias blancas con textura algodonosa en EMA, ADA y PDA
y aterciopelada en CZA, siendo la densidad abundante a pH 6.0 y regular a pH 5.5.

El efecto del pH es nulo o poco significativo sobre el color y la textura de las colonias de
Pleurotus y ejerce un efecto positiso sobre la densidad y el crecimiento aéreo del micelio de

Pleurotus. Esto concuerda con lo reportado en trabajos anteriores (Sobal et al., 1989).

En las Figuras 4-1 a 4-4 se obsenva la influencia del medio de cultivo y pH sobre la velocidad de
crecimiento radial de las diferentes cepas de Pleurotus estudiadas (ver 3.6.). Las cepas de P.
ostreatus presentaron un mayor crecimiento radial sobre Amaranto Dextrosa Agar a pH 6.0. Las
cepas [E-8, UAM-2 y UAM-3 presentaron una velocidad de crecimiento radial de 1.5, 14y 1.3
cm/d respectivamente. Mientras que las cepas de P. conrm':opiae presentaron un mayor
crecimiento sobre Extracto de Malta Agar a pH 6.0. Las cepas INRA-4 ¢ INRA-2 observaron una
velocidad de crecimiento de 1.1y 0 9 cm/d respectivamente. De lo anterior se desprende que las

cepas de P. ostreatus crecen mas raprdo que las cepas de P. cornucopiae.

a3



4
i

DISCUSION Y RESULTADOS

Tabla 4-2 : Descripcion Morfologica de las colonias de Pleurotus estudiadas en Papa Dextrosa Agar.

Cepas pH Textura Densidad Micelio Aéreo
UAM-1 5.5 Algodonosa Regular Regular
6.0 Algodonosa Abundante Abundante
UAM-2 5.5 Algodonosa Regular Regular
6.0 Algodonosa Abundante Abundante
UAM-3 55 Algodonosa Regular Regular
6.0 Algodonosa Abundante Abundante
UAM-5 55 Aterciopelada Abundante Regular
6.0 Aterciopelada Abundante Abundante
IE-8 55 Aterciopelada Abundante Regular
6.0 Aterciopelada Abundante Regular
UAT-1 5.5 Algodonosa Regular Reguiar
6.0 Algodonosa Abundante Abundante
INRA-1 55 Aterciopelada Regular Escaso
6.0 Aterciopelada Regular Escaso
INRA-2 5.5 Aterciopelada Regular Escaso
6.0 Aterciopelada Regular Escaso
INRA-4 5.5 Aterciopelada Regular Escaso
6.0 Aterciopelada Abundante Escaso
INRA-5 5.5 Aterciopelada Regular Escaso
6.0 - Aterciopelada Regular Escaso
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Tabla 4-3 : Descripcion Morfologica de las colonias de Pleurotus estudiadas en Extracto de Malta Agar.

Cepas pH Textura Densidad Micelio Aéreo
UAM-1 5.5 Algodonosa Regular Regular
, 6.0 Algodonosa Abundante Abundante
UAM-2 55 Algodonosa Regular Regular
6.0 Algodonosa Abundante Abundante
UAM-3 55 Algodonosa Regular Regular
6.0 \lgodonosa Abundante Abundante
UAM-5 55 Aterciopelada Abundante Regular
6.0 Aterciopelada Abundante Abundante
IE-8 55 Aterciopelada Abundante . Regular
6.0 Aterciopelada Abundante Regular
UAT-1 S5s Lanosa Regular Escaso
60 l.anosa Abundante Regular
TNRA-1 55 Lanosa Regular Escaso
60 Lanosa Regular Regular
INRA-2 55 Lanosa Regular Escaso
6.0 Lanosa Regular Escaso
INRA-4 55 Lanosa Regular Escaso
‘ 60 Lanosa Abundante Escaso
INRA-5 558 Lanosa Regular Escaso
6.0 Lanosa Resuiar Escaso
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Tabta 4-4 : Descripcion Morfoldgica de las colonias de Plenrorus estudiadas en Czapeck Dox Agar.

Cepas pH Textura Densidad Micelio Aéreo
UAM-1 55 Aterciopelada Escasa Escaso
60 Aterciopelada Escasa Escaso
UAM-2 55 Aterciopelada Escasa Escaso
6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
UAM-3 55 Aterciopelada Escasa Escaso
6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
UAM-5 5.5 Aterciopelada Escasa Escaso
6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
IE-8 55 Aterciopelada Escasa Escaso
6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
UAT-1 55 Aterciopelada Escasa Escaso
6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
INRA-1 5.5 Aterciopelada Escasa Escaso
6.0 Aterciopelada , Escasa Escaso
. INRA-2 55 Aterciopelada Escasa Escaso
6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
INRA4 55 Aterciopelada Escasa Escaso
) 6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
INRA-5 55 Aterciopelada Escasa Escaso
, 6.0 Aterciopelada Escasa Escaso
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Tabla 4-5 : Descripcion Morfologica de las colonias de Pleurotus estudiadas en Amaranto Dextrosa Agar.

Cepas pH Textura Densidad Micelio Aéreo

UAM-1 55 Aterciopelada Regular Regular

6.0 Aterciopelada Abundante Regular

UAM-2 55 Aterciopelada Regular Escaso

6.0 Aterciopelada Abundante Escaso

UAM-3 55 Aterciopelada Regular Regular
6.0 Aterciopelada Abundante Abundante

UAM-5 55 Aterciopelada Abundante Regular
6.0  Aterciopelada Abundante Abundante

IE-8 55 Aterciopelada Abundante Escaso

6.0 Aterciopelada Abundante Escaso

UAT-1 55 Algodonosa Regular Regular

6.0 Algodonosa Regular Regular
INRA-1 55 Algodonosa Regular Abundante
6.0 Algodonosa Repular Abundante

INRA-2 55 Lanosa Regular Regular
6.0 Lanosa Regular Abundante

INRA-4 5.5 Lanosa Regular Regular
6.0 Lanosa Regular Abundante

INRA-5 55 Algodonosa Regular Escaso
60 Aloodonosa Repular Abundante

Vel. cdle crecimiento radial ( cm/d )

1M

1
f
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|
|

N

U

UAM 1 uam 2 LA s YRS e UATY T INFA 1 RAR D INRA A INRA B

Cepas de Pl urotus

T

Nett 58 [Mpne.o

Figura 4-1 : Crecimiento de //euronis sobre EMA a pH 5.5 y pH 6 0 Incubado a 25 °C durante 7 dias en

oscurnidad.
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Vel de crecimiento radial { cm/d )

. R T T T eI I I PSR

) Land- 1 L2 uAm- 3 UAM. S IE-8 LAY~ TN A~ 1 INFA-Z INFA-4 JNFA-B

Cepas de Pleurotus

NpH 5.5 Elpn 8.0

Figura 4-2 : Crecimiento de Pleuroims sobre PDA a pH 5.5 y pH 6.0; Incubado a 25 °C durante 7 dias en

oscuridad.

Vel. de crecimiento radial { cm/d )

UAMY  LAMLZ LM o imme S -8 UAT.1
Ceopas Plourotus
1‘ Nprss [lpH 6.0

Figura 4-3 : Crecimiento de Plenron: sobre CZA a pH 5.5 y pH 6.0; Incubado a 25 °C durante 7 dias en

oscuridad.
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Vel. de crecimiento racial { cm/d )

)

UAM-T UDAM-2 UAM-1 UAM-S IL-8

S N

UAT-1 INRA-1 INRA.2 INRA.3 INRA-S
«T Cepas Ph=cirotus
-

NpH 5 LipH 5.0

Figura 4-4 : Crecimiento de Pleuroin sobre ADA a pH 5.5y pH 6.0, Incubado a 25 °C durante 7 dias en
oscundad.

En las Figuras 4-1 a 4-4 se puede obwctvar que las cepas de /2. ostreafus tuvieron un crecimiento
mayor cuando fueron cultivadas sobre EMA 'y ADA, mientras que las cepas de P, cornucopiae
crecieron mas rapido sobre PDA y EM A Lo anterior nos conduce a que el medio de cultivo ADA
es adecuado para la propagacion de /. osfreatus, ya que este es barato y facil de elaborar. Para la
propagacion de P. cornucopiae se propone el medio de PDA, ya que este el hongo crece a la
misma velocidad que cuando se cultina sobre EMA, pero este ditimo tiene la desventaja de que el

hongo crece muy compacto lo que dificulta su manejo en la elaboracion de indculo del hongo.

La preparacion del medio de culino a base de amaranto es sencilla y la disponibilidad del
amaranto durante el afio se presenta con ligeras variaciones El precio de elaboracion aunado a su

rendimiento hacen que este medio sca cconomicamente favorable para el cultivo de Plenrotus
ostreaius.
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4.3.  Evaluacién de diferentes métodos de produccién de indcule primario.

Para la realizacién de este estudio se manejaron dos cepas de Plewrotus ostreatus, la 1E-8 y la
UAM-1; las cuales se seleccionaron por su mayor velocidad de crecimiento radial (ver figuras 4-1

a 4-4).

Primero se elaboro el indculo pimario (ver 3.7.) por cada uno de los diferentes métodos de
produccién estudiados (solido, en suspension y liquido), posteriormente el indculo se sembrod
sobre granos de sorgo y se determinaron las velocidades de crecimiento apical (ver 3.10.4.) de

cada inéculo.

La cinética de crecimento apical de los diferentes indculos primarios (solido, liquido y en
suspension) se muestra en las figuras 4-5 y 4-6, en las que se observa que el inéeulo liquido invade

mas rapidamente el sustrato y el indculo mas lento fue el indculo solido.
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Figura 4-5 : Cinética de crecimiento apical de la cepa EI-8 (P. Ustrearus) en los diferentes métodos de

produccion de indculo primario (sélido’liquido y en suspension).
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Figura 4-6 : Cinética de crecimiento apical de la cepa UAM-1 (£ (streatus)en los diferentes métodos de

produccion de inéculo primario (sohdo hquido v en suspension).

En las figuras 4-5 y 4-6 se nota que la diferencia en el tiempo de invasion al sustrato se debe

principalmente a la etapa de adaptacion del inoculo al sustrato. Etapa que se da durante los 3

primeros dias.

- Una vez realizada la cinética de crecimiento apical se paso a calcular la velocidad de crecimiento
de las cepas en los diferentes metodos de produccion de inoculo (ver Figura 4-7). Ademas se
'''' realizaron observaciones sobre ¢! crecimiento del hongo en el sustrato. (ver Tablas 4-6 y 4-7).

Esto con el fin de ir seleccionando ¢l metodo de produccion de indeulo mas adecuado.
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11 4

s | Fm €8 UAM-‘I—E

Velocidad de Crecimiento Apical (cm/d)
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l. Sélido I. Liguido l.en Suspensién
Tipo de Inoculo

Figura 4-7 : Velocidades de crecimiento apical presentadas por las cepas 1E-8 y UAM-1 (P. Ostreatus) en

los diferentes métodos de produccion de inéculo primario estudiados (sélido, liquido y en suspension),

El inéculo liquido invade mas rapido el sustrato, esto puede ser debido a que la fase de adaptacion
del hongo al sustrato se ve reducida al adicionar, junto con el indculo, medio de cultivo. El inoculo
en suspension es el segundo en invadir mas rapido el sustrato y por ultimo el inoculo solido (ver
Tablas 4-6 y 4-7), esto puede ser debido a que el indculo en suspension se distribuye de una

manera mas homogénea sobre ¢l sustrato que el indeulo solido.

En las Tablas 4-6 y 4-7 se puede observar que las diferencias entre los indculos no sélo radica en
las velocidades de crecimiento apicat, st no que el hongo desarrollado sobre el sorgo crece
morfoldgicamente diferente. Asi por ejemplo: el micelio obtenido del indculo sélido es fuerte,
denso y compacto, mientras que el obtenido mediante el inéculo en suspension es ralo y poco

denso.
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Tabla 4-6 : Descripcion del crecimiento apical de_, la cepa IE-8 sobre granos de sorgo, Durante la
evaluacion de los diferentes métodos de produccién de indeulo primario.

Método Crecimiento Descripcion Morfolégica Observaciones

Evaluados

apical (cm/d)

Denstdad

Textura

1. Sdlido

0.9098

alta

lanosa

Micelio de color blanco de
apariencia bastante fuerte. Se
presento crecimiento descendente

I. Liquido

1.0845

Ropulbar

algodonosa

Micelio de color blanco. El
micelio. Se presento crecimiento
ascendente.

1. Suspension

10188

Baja

algodonosa

E! hongo crecid de una forma
muy rala, daba la apariencia de
ser un miceho muy débil. Micelio
de color blanco. Se presento
crecimiento ascendente.

Tabla 4-7 : Descripcion del crecimiento apical de la cepa UAM-1 sobre granos de sorgo, Durante la

evaluacion de los diferentes métodos de produccion de indculo primario.

Método
Evaluados

Crecimiento
apical (cm/d)

Descripcion Morfolégica

Densidad

Textura

Observaciones

I. Solido

0.9680

alta

lanosa

Micelio de color blanco de
apariencia bastante fuerte. Se
presento crecimiento descendente.

I. Liquido

1.0643

Regular

algodonosa

Micelio de color blanco. El
micelio. Se presento crecimiento
ascendente.

I. Suspension

0.9951

Baja

algodonosa

El hongo crecid de una forma
muy rala, daba la apariencia de
ser un micelio muy débil. Micelio
de color blanco. Se presento
crecimiento ascendente.

il

En las Tablas 4-6 y 4-7 se muestra \juc ¢l crecimiento del indculo sélido fue descendente, mientras

que los otros 2 indculos tuvieron un crecimiento ascendente. Esto se debid a que el ineulo liquido

Y €n suspension, una vez que fucron sembrados, se escurrieron hasta el fondo del recipiente.
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Al comparar el crecimiento d9/sobre granos de sorgo de las cepas IE-8 y UAM-1 se puede
observar que ambas cepas se comportan de una manera muy similar, ya que las velocidades de
crecimiento en cada uno de los diferentes métodos de produccion de indculo primario y la
descripcion morfoldgica del micelio obtenido en cada uno de ellos es muy similar, por lo que hasta
ahora no se pudo seleccionar una de las cepas y seguir trabajando con ella; asi que prosigui

trabajando con ambas cepas, hasta que se pudo seleecionar la mas adecuada para la produccion de

setas comestibles.

4.4. Efecto del modo de produccion del indculo primario sobre la elabracién de indculo

secundario.

/

Una vez que se obtuvo el indculo primario por los diferentes métodos de produccidn, este se
utiliz6 para sembrar el sustrato secundario {granos de sorgo), a este ultimo se le determiné su
velocidad de crecimiento apical, con el fin de observar el efecto del origen del indculo primario
sobre la elaboracion del inéculo secundano (ver Figuras 4-8 y 4-9).

El tamaiio del indculo primario que se utilizé para sembrar el sustrate correspondio al

10 % en peso de este ultimo. La inoculacion se realizé enta superficie superior del}sustrato, tal y

como se explica en el punto 3.10.4.




DISCUSION Y RESULTADOS

12 — i =S ]

10 a 7 -

- --m—| Sé¢hdo
4 _/// -® -1 Ligquidgao
S — da - | en Suspension

Crecimiento Apical (cm )
o
1

o , T - ;

0 ? 2 6 8 10
Tiempo (dias)

Figura 4-8 : Crecimiento apical de la cepa IE-8 en la elaboracion de inéculo secundario. El indculo

primario proviene de los diferentes métodos cvatuados (solido, liquido y en suspension).
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Figura 4-9 : Crecimiento apical de la .«pa L AM-| en la elaboracion de inéculo secundario. El indculo

primario proviene de los diferentes metados valuados (solido, liquido y en suspension).
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En las figuras 4-8 y 4-9 se observa que sin importar el origen del indculo primario (sélido, liquido
0 en suspension), el tiempo de elaboracion del indculo secundario es el mismo, ademas de que no

se presentan diferencias morfologicas entre los micelios obtenidos (ver Tabla 4-8),

Una vez evaluados los métodos de produccion de indculo en base a su velocidad de crecimiento
apical, se paso a determinar cual es la productividad de cada uno de los métodos evaluados (ver
Figuras 4-10 a 4-12 y Tabla 4-9).

Tabla 4-8 : Observaciones realizadas sobre el micelio obtenido en la elaboracién det inéculo secundario. El
moculo primario proviene de los diferentes métodos de produccion estudiados (solido’liquido y en
suspensién).

Método Velocidad de (recimiento Apical Observaciones

evaluado EI-8 (¢cm/d) CAM-1 (cm/d)

1. Sélido 1.476 1522 Crecimiento abundante de textura

‘ algodonosa. Micelio de color blanco

1. Liquido 1327 1303 Crecimiento abundante de textura

algodonosa. Micslio de color blanco
I. Suspensién 1.368 [.301 Crecimiento abundante de textura

algodonosa. Micelio de color blanco .
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se utilizo para sembrar 10 frascos secundarios por lo que al final obtenemos 88 Kg de inéculo

secundario, listo para ser utilizado.

44 porciones 1frascoto _ 10frascos2da _ 0.4 Kg de inoculg ., Kg de inocul

caja petri 2 porciones  frascoto X frasco2da “caja petri
Caja Petrl T
// \ 6 dise
OO0 OO OO OO OO0 '
Cultivo en medio liquido 8 disa
¥
12 dins
*

‘9 dlse

Figura 4-11 : Produccion de indculo por el método liguido.

Indculo Liquido :

Se parte de una caja Petri de 10 cm de diametro (78.54 cm?), de la cual se obtienen 44 trozos de
1.5 cm de didmetro (1.77 cm’). De cada 2 porciones se obtienen 200 mi de medio de cultivo, de
esta forma obtenemos 4.4 litros de medio. Para inocular frascos con 0.4 Kg de sustrato (en peso

fresco) se requieren 10 m! de medio de cultivo y de esta forma tenemos 176 Kg de sustrato
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primario. Cada frasco primario se utilizo para sembrar 10 frascos secundarios por lo que al final

obtenemos 1760 Kg de sustrato secundario listo para ser utilizado.

44‘porcionesx 200 m! de medig _frascoto.  10frascos2da _ 0.4 Kgde inoculg 1760Kg de inoct
caja petri 2 porciones ~ 10ml de medid  frascoto. frasco2da caja petri

| Caja Petri
© dias

obtancidn da suspenclén

1D dias

9 dims

Figura 4-12 : Produccion de indculo por ¢l método en suspension.

Indculo en Suspension :

Se parte de una caja Petri de 10 (i de drametro (78 54 cm’) de la cual se obtienen 150 ml de
suspension micelial, 5 mi de la nm~a wnven para inocular frascos con 400 g de sustrato (en peso

fresco), de esta forma se obtienen 12 Ky de sustrato primario. Cada frasco primario fue utilizado
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para inocular 10 frascos secundarios, por lo que al final obtenemos 120 Kg de sustrato secundario

listo para ser utilizado.

150ml de suspension__ 1frascoto.  10frascos2do 0.4 Kg de inoculg 120Kg de inoct
caja petri 5 m! de suspension  frascoto. frasco2do. caja petri

Tabla 4-9 : Rendimientos de la produccion de inoculo, por los diferentes métodos estudiados.

Tipo de Inbéculo | Produccién de indculo I Tiempo de elaboracion Productividad
(Kg/caja petri) del indculo (dias) (Kg/d.caja petri)
Solido 88 30 2.93
Liquido 1760 35 50.28
Suspension 120 28 4.28

En la tabla 4-9 se muestra que el inoculo liquido es el método que tiene una mayor productividad,

siguiendo en orden descendente, ¢t inoculo solido y el inoculo en suspension.

Por lo anteriormente expuesto, tencmos que el mélodo de produccién de indculo mas adecuado
para un nivel de planta piloto, es moculo hquido, ya que es un método facil de seguir y el inéculo
secundario que se obtiene es de consistencia fuerte, ademas de que se obtiene una gran cantidad

de indculo en un lapso de tiempo corto

46. Fructificacién de cepas seleccionadas.

Se estudiaron las cepas IE-8 y U AM- 1, ambas son Pleurotus ostreafus. Ambas cepas mostraron

un buen crecimiento micelial.
El inéculo secundario obtenido se antenores ensayos se utilizo para inocular “pastelitos”de 400 g

de paja (peso fresco), cuya humedad era del 75 %. Los pastelitos inoculados se colocaron en una

camara de fructificacion.
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La produccion de los cuerpos fructiferos de las cepas cultivadas en paja de avena, se muestra en la
tabla 4-10; En dicha tabla de presentan los datos promedio de produccidn, eficiencia biologica y

rendimientos de las cepas cultivadas.

Tabla 4-10 : Produccion de cuerpos fructiferos de P/curotus sobre paja de avena.

Cepa Cosecha 1 Cosecha? - Total Eficiencia Rendimiento®
(g de hongo) (g de hongo) | (g de hongo) Biolégica
1E-8 35.76 1511 50.87 78.26 7.83
UAM-1 35.25 24 54 50,78 93.41 9.19

s = ( Peso fresco de cuerpos fructiferos / peso seco del sustrate ) * (00

b - Peso seco de cuerpos fructiferos / peso seco del sustrato.

Lbs “fastelitos se mantuvieron en la camara de fructificacion hasta obtener el maximo de cosechas

N
posibles. Donde la 1ra. cosecha fue la mas elevada en peso.

La UAM-1 tiene la mayor produccion de cuerpos fructiferos con 59.78 g durante 2 cosechas,
logrando una eficiencia biologica de 93 41 % La menor produccion se registré con la cepa 1E-8
con una produccion de 50.87 g de hongos en 2 cosechas, alcanzando una eficiencia biologica de
78.26 %.

La aparicion de los primordios de frucuficacion vario entre 20 y 25 dias, después de la inoculacion
del sustrato. Por su parte el desarrollo de los cuerpos fructiferos tom¢ lugar entre 5 y 10 dias

depués de la aparicion de los prihordios de fructificacion.

Con los datos anteriores se demuestra (uc la cepa UAM-1 es una cepa susceptible de ser utilizada

en el cultivo comercial de Pleurots sobre paja de avena.
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4.7. Conservacién de cepas,

Este estudio tiene como objetivo evaluar los métodos de conservacion de cepas susceptibles de ser

utilizados a nivel comercial. Los métodos que se evaluaron se listan en la Tabla 3-3. Esto se hizo a

través de determinar la viabilidad de la cepas, su capacidad para formar agregaciones hifales y

velocidad de crecimiento de las colonias

Las cepas conservadas se sembraron cada 2 meses sobre Extracto de Malta Agar (EMA), se

calculo la velocidad de crecimiento radial promedio y se estudio la morfologia de las colonias

recuperadas (ver. Tablas 4-11 a 4-14).

Tabla 4-11 : Descripcion macroscopica de las colonias de 1a cepa 1E-8, después de haber sido conservada a

diferentes tiempos.

Tiempo Método de Color Textura Densidad Micelio aéreo

(meses) Conservacitn
0 Conservacién Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
2 en CZA a Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
4 temperatura Blanco .| Aterciopelado Abundante Abundante
6 ambiente Blanco Aterciopelada Abundante
0 Conservacitn Blanco Aterciopelado 'Abundante Abundante
2 en CZA Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
4 en Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
6 refr_iﬁeracién Blanco Aterciopelada Abundante Abundante
0 Conservacion Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
2 en agua estenl Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
4 a temperatura Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
6 ambiente Blanco Aterciopelada Abun_(j.lnte lar
0 Conservacion Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
2 en agua estéril Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
4 en Blanco Aterciopelado Abundante Abundante
6 refrigeracion Blanco Aterciopelado Abundante Abundante.
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Tabla 4-12. Descripcion macroscopica de las colonias de la cepa UAM-1, después de haber sido
conservada a diferentes tiempos.

Tiempo Método de Color Textura Densidad Micelio aéreo

{meses) Conservacidén
0 Conservacion Blanco Algodonoso Abundante Abundante
2 en CZA a Blanco Algodonoso Abundante Abundante
4 temperatura Blanco Algodonoso Abundante Abundante
6 ambiente Blanco Alpodonoso Abundante Regular
0 Conservacidn Blanco Algodonoso Abundante Abundante
2 en CZA Blanco Algodonoso Abundante Abundante
4 en Blanco Algodonoso Abundante Abundante
6 Refrigeracion Blanco Algodonoso Abundante Abundante
0 Conservacion Blanco Algodonoso Abundante Abundante
2 en agua estéril Blanco Algodonoso Abundante Abundante
4 a temperatura Blanco Algodonoso Abundante Abundante
6 ambiente Blanco Algodonoso Abundante Regular ‘
0 Conservacién Blanco Algodonoso Abundante Abundante
2 en agua estéril Blanco Algodonoso Abundante Abundante
4 en Blanco Algodonoso Abundante Abundante
6 refrigeracion Blanco Algodonoso Abundante Abundante

En las tablas anteriores se nota que las cepas estudiadas no muestran alteraciones en la morfologia
de sus colonias después de 4 meses de conservacién. A los 6 meses las cepas conservadas a
temperatura ambiente presentan una variacion en su morfologia, lo cual concuerda con la

disminucion en la velocidad de crecimiento de las cepas recuperadas (ver Tablas 4-13 y 4-14),
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Tabla 4-13. Crecimiento de las colonias de la cepa IE-8. despucs de haber sido conservada hasta por 6

e

=

Py

meses.

METODOS DE CONSERVACION DE Pleurotus ostreatus (1E-8)

Tiempo
{meses)

Conservacion en ( ZA

Conservacion en Agua

Observaciones

Refriperacton ( T Ambiente

| Refngeracion | T Ambiente

Velocidad (cm’d)

Velocidad (emv/d)

0

1.45 1 4=

1.45 1.45

.38

1.42 1.40

Aparicion de
manchas cafes
sobre el micelio

crecidoen CZA a
temperatura
ambiente.

1.41 S oes

1.40 1.34

Aparicion de
manchas cafes
sobre el micelio

crecidoen CZA a
temperatura
ambiente.

1.38 I

it

I 35 1.21

Aparicion de
manchas cafés
sobre el macelio
crecidoen CZA a
temperatura
ambiente.
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Tabla 4-14. Crecimiento de las colonias de la cepa UAM-1, después de haber sido conservada hasta por 6
meses. '

METODOS DE CONSERVACION DE Pleurotus ostreatus (UAM-1)

Tiempo Conservacion en CZA Conservacitn en Agua _ Observaciones
(meses) Refrigeracion [ T. Ambiente Refrigeracion | T. Ambiente
Velocidad (cm/d) Velocidad (cm/d)
0 1.32 132 132 1.32

Aparicién de
manchas cafés
2 1.28 1.30 1.29 .32 sobre el micelio
crecidoen CZA a

temperatura
ambiente.

Aparicion de
manchas cafés
4 1.26 124 1.25 1.26 sobre el micelio
crecido en CZA a

temperatura
ambiente.

Aparicién de
manchas cafés
sobre el micelio

crecido en CZA a
temperatura

6 1.25 110 1.25 1.09

ambiente.

En las tablas 4-13 y 4-14 se muestra que la velocidad de crecimiento de las cepas estudiadas no se
afecta a 4 meses de conservacion, independientemente del método utilizado. Sin embargo después
de 6 meses las cepas que se conservaban a temperatura ambiente presentaron manchas amarilla
sobre su micelio. Estas manchas se relacionan con el envejecimiento de las cepas, ya que las
manchas son ac. organicos secretados por el hongo y que son toxicos para €l mismo. (Guzmdn et

al, 1993). Mientras que los métudos de conservacion en refrigeracion no presentan alteracién

aparente dentro de este mismso lapso de tiempo.
La declinacion en las caracteristicas descables de una cepa, se ha atribuido a diferentes factores
que actuan en el almacenamiento de la misma. Esto puede ser causado por la carencia y el

agotamiento de los nutrientes en el medio. por la acumulacién de secreciones toxicas propias del

57




e

R IR S PR PRy ST P T

DISCUSION Y RESULTADOS

metabolismo del hongo, por la alteracion del pH en el medio y por la disminucion de la

concentracion del O, y la consecuente acumulacion de CQ,.

Para evitar lo antertor, las cepas se deben resembrar periddicamente a nuevos recipientes, una vez
que se ha cubierto completamente el medio en el que se encuentra. El tiempo que puede

permanecer una cepa sin transfenir, con tos métodos estudiados, puede ser de hasta 6 meses en

refrigeracion.

4.8. ldentificacion de problemas en el cultivo de Pleurotus.

Durante la elaboracion del inocule se presentaron diversos problemas. En la Tabla 4-15 se

muestran los problemas identificados vy las posibles causas que lo ocasionan.

Tabla 4-15. Problemas presentados durante la elaboracion de ioculo de Pleurotus.

PROBLEMA CAUSAS
Los frascos o bolsas se rompian al abrirse La presion de Ia autoclave se bajo rapidamente.
Los granos de los frascos no se separaban entre si La humedad de los grancs era alta.
Se presento poco 0 nulo crecimiento del micelio El sustrato no estaba lo suficientemente himedo
sobre el sustrato o estaba muy caliente cuando se inoculd con el
’ honga.
Contaminacion del sustrato despucs de ser Deficiencias en la esterilizacion o en el manejo
incculado del material en proceso.

Las contaminaciones son el resultado de una mala esterilizacion o de deficiencias en el manejo o

en la siembra del material en procese (Guzman, er al. 1993),

Durante la incubacién son muy becuentes las contaminaciones, estas pueden deberse a las
deficiencias en la limpieza de los l-cales de incubacion o a fallas en en tapado de los frascos, lo

que permite la entrada de contaminantes al sustrato
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A

La contaminacion presente en los medio de cultivo y sustratos se debié a diversos hongos

(Trichoderma, Penicillum y Aspergillus), los cuales compiten con Plenrotus por los nutrientes.

Las contaminaciones se diminuyen notablemente si se pone esmerado empefio en trabajar bajo
condiciones de asepsia rigurosa v si se verifica que el tratamiento de esterilizacion del sustrato sea
efectuado adecuadamente. También el personal que esta en contacto directo con el material en

proceso debe observar condiciones estrictas de limpieza.
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5.1.  Seleccién de cepas en base a su crecimiento radial.

En base a los resultados obtenidos, pucde decirse que el medio de cultivo (PDA, EMA, CZA y
ADA) no afecto el color de las cepas Jde lenrotus y tuvo un efecto importante sobre la textura,
densidad, crecimiento aéreo y veloowdad de crecimiento de las cepas, aunque todas las cepas
reaccionaron de forma diferente frente al cambio del medio de cultivo. El pH tuvo un efecto nulo
sobre el color y la textura de lan colonias y ejerce un efecto positivo sobre la densidad, ef

crecimiento aéreo del micelio y la \ elocidad de crecimiento, cuando su valor es de 6 0.

El crecimiento mas rapido de las vepas se observo para la cepa de Pleurotus ostreatus 1E-8
crecida sobre Amaranto Dextrosa Avar y a un pH de 6.0. La velocidad de crecimiento fue del
orden de 1.5 cm/dia; esta velocidad radial es 23 % mas rapida que la velocidad de crecimiento
presentada por la cepa mas rapida de Fleuroms cornucopiae, INRA-2, que tuvo una velocidad de

1.1 cm/d sobre Papa Dextrosa Agar a un pH de 6.0

De ¢ste estudio se desprende que las cepas de Plenrotus ostreatus crecen mas rapido que las cepas

de Pleurotus cormucopiae, haciéndolas potencialmente utiles en la elaboracion de indeulo de setas

comestibles. Ademas se pudo establecer que el medio de cultivo de ADA (es adecuadd para la

propagacion de P. ostreatus.

Debido a los resultados antes mencionados. se seleccionaron 2 cepas de Plenrotus, debido a su

rapido crecimiento en los medios de cultno probados Esperando que este comportamiento se

mantenga cuando las cepas se hagan (rcoer sobre algun sustrato solido.
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5.2.  Fructificacion de cepas seleccionadas.

IE-8 (78.26 %).

Con los datos anteriores muestra que la cepa UAM-1 es una cepa susceptible de ser utilizada en el

-

cultivo comercial de Plenrofus sobre paja de avena.

L =

5.3. Evaluacion de diferentes métodos de produccion de indculo.

* Para la cepa IE-8, se obtuvieron velocidades de crecimiento apical de 1.08, 1.02 y 0.91

cm/d para los indculos liquido, en suspension y solido, respectivamente.

*  Para la cepa UAM-], se obtuvieron velocidades de crecimiento apical de 1.06, 0.99 y 0.97

cm/d para los indculos liquido, en suspension y solido, respectivamente.

Las diferencias entre los indculos no solo radica en las velocidades de crecimiento apical, si no que

el hongo desarrollado sobre el sorpo cr ;cemwfobg\ncqmente diferente. Asi por ejemplo: el

micelio obtenido del mocule sohdo :;< denso y compacto,/mientras que el obtenido mediante el

inoculo en suspension /es ra]o y poco c}eu.a.o__}_,

/

+
rd
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Durante la elaboracién del indculo secundario se observo que sin importar el origen del inoculo
primario (solido, liquido o en suspension), el tiempo de elaboracion del inéculo secundario es el
mismo, ademas de que no se presentan diferencias morfologicas entre los micelios obtenidos (ver

Tabla 4-8). Conjuntamente existe una disminucion en el tiempo de produccién del inoculo

secundario con respecto al inoculo primario. Esto debido a que el hongo se encuentra adaptado al /

sustrato en el cual se esta propagando

El método de mayor productividad fue el inoculo liquido (50.28 Kg de inoculo/caja petri.d),
siguiendo en importancia el inoculo en suspension (4.28 Kg de inoculo/caja petri.d) y finalmente el

indculo sélido (2.93 Kg de indculo/caja petri.d)

Por lo anteriormente expuesto, tenemos que el método de produccion de indculo mas adecuado
para un nivel de planta piloto, el inocule liquido, ya que es un método facil de seguir y el indculo
que se obtiene es de consistencia fuerte, ademas de que se obtiene una gran cantidad de inoculo en

un lapso de tiempo corto.

5.4, Conservacién de cepas.

Después de 4 meses de conservacion no existen diferencias entre los métodos de conservacion

evaluados. Después de 6 meses las cepas conservadas a temperatura ambiente empiezan a

envejecer y'a presentar diferencias morfologicas con el resto de las cepas conservadas.

Para evitar lo anterior, las cepas sc deben resembrar periédicamente a nuevos recipientes, una vez
que se ha cubierto completamente el medio en el que se encuentra. El tiempo que puede
permanecer una cepa sin transfenit. con los métodos estudiados, puede ser de hasta 6 meses en

refrigeracion y de 4 meses a temperatura ambiente.
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ANEXO 1]

Medios de cultivo utilizados en la propagacion de hongos comestibles.

o Extracto de Malta Agar (EMA ) :

Extracto de malta 30g

Peptona 3g
- Agar - Agar 15g
- Agua c.b.p. 1000 ml

* Este es un medio de uso general, en el cultivo de hongos.

. Papa Dextrosa Agar (PDA ):

Infusion de papa 200 g
Dextrosa 20g

P Agar - Agar 158
Agua cb.p. ' 1000 ml

rTey

* Este es un medio de uso general, en el cultivo de hongos.

Czapek Dox Agar (CZA ) :

. NaNO3 3g
o KH2PO4 lg
s MgS04 7 H20 05g
KCl 05¢g
FeSO4 7 H20 001 g
Sacarosa 30g
Agar - Agar . i5g
Agua cbp 1000 mi

* Este es un medio sintetico comunmente usado para cultivar hongos
e del suelo.
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Glucosa Peptona Agar (GPA ) :

Glucosa 5g
Peptona I g
Agar 15 ¢
Agua cb.p. 1000 mi

* Este medio es 1til para aislar acrasiomicetos del suelo. Los
ingredientes pueden ser variados segin convenga.

Jugo de 8 Verduras Agar ( V-8 A ):

Jugo de verduras V-8 180 ml
CaCO3 2g
Agar 15¢g
Agua cbp. 1000 mI

* Este es un medio u\celente para uso general. La mayoria de los
ascomicetos esporulan bien en él, al igual que los mucoraceos y
muchos deuteromicetos.

Extracto de Malta Centeno Agar ( EMCA ) :

" Extracto de Malta 20g
Harina de grano de¢ centeno 5g
Peptona 5g
Extracto de levadura 2g
Agar 15¢
Agua cb.p. 1000 mi

Extracto de Trigo Paja y Malta Agar ( ETPMA ) :

Trigo 400 g
Paja 100 g
Extracto de Malta 1806 g

Agar : 15¢g
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Agua ¢b.p. 1000 ml

* El trigo se hierve en un litro de agua y se deja consumir hasta que
queden 500 mi; lo mismo de hace con la paja. Se filtran ambos
extractos y se mezclan en un solo recipiente, se agregan los demas
ingredientes y se afora a un litro. Se deja hervir un min.

Amaranto Dextrosa Agar (ADA ) :

Semilla de amaranto 24 g
Dextrosa 58
Agar - Agar 15¢g
Agua cb.p. 1000 ml

* La semilla de amaranto se muele y se pasa a través de un tamiz del
No. 40, posteriormente la semilla se disuelve en 500 ml de agua
destilada y se agreuan los demas ingredientes y se afora a un litro, Se
deja hervir un minuto
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Produccién de semilla por inoculacién sélida. Cinética de crecimiento apical.

Produccion del Indculo Primario :

CEPA : IE-8
" Dias cm Desv. STD
" 2.00 0 49 0.62 0.56 0.09
4.00 ! 28 1.38 1.33 0.07
6.00 608 571 589 0.27
8.00 807 7.84 7.95 0.16
10.00 1023 9.80 10.01 0.30
12.00 1094 10.89 10.92 0.04
14.00 1} 95 0.04
CEPA : UAM-1
Dias cm Promedio
2.00 . 037 0.47 0.42
4.00 130 139 1.34
6.00 517 5.07 512
8.00 748 7.45 7.47
10.00 9 61 9.61 9.61
12.00 1075 10.68 10.72
If 14.00 1200 12.00 12.00
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Produccion del Inoculo Secundario :

CEPA : IE-8

Dias cm cm Promedio Desv. STD “
1.00 029 048 0.38 0.14
3.00 2.16 2.52 234 0.25
5.00 6.00 720 6.60 0.85
7.00 10 So 10.80 10.68 0.17
9.00 1200 12.00 12.00 0.00
P e e
CEPA : UAM-I

Dias cm cm Promedio Desv. STD |}

1.00 037 0.25 031 0.08
3.00 20 228 2.34 0.08
500 T8N 6.60 7.20 0.85
7.00 Il 6h 1114 11.40 0.37
9.00 |20t 12.00 12.00 0.00
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Produccién de semilla por inoculacion liquida. Cinética de crecimiento apical.

Produccién del Inéculo Primario :

CEPA : IE-8

promedio csv.STD |

0.22 0.20 025 0.20 0.21 022
2.18 2.15 1.58 - 1.26 2.17 1.87
6.80 7.40 2.00 2,10 8.10 5.28
9.60 10.80 4.10 4.20 1020 7.78
11.40 11.76 5.20 5.10 11.58 9.01
12.00 12.00 1180 | 1135 12.00 11.83 i

CEPA : UAM-1




Produccion del Inéculo Secundario

CEPA : IE-8
S T T — S

" Dias cm cm cm promedio ‘Desv.STD
1.00 1.68 1.98 1 30 1.82 0.15
3.00 5.25 5.40 S 67 544 0.21
5.00 8.30 822 825 826 0.04
7.00 10.84 10.26 10 00 1037 0.43
9.00 b 90 0.06 i

CEPA : UAM-!

Dias cm — cm cm promedio Desv.STD
1.00 2.00 2.12 210 2.07 0.06
3.00 6.24 6.40 6030 631 0.08
5.00 845 890 882 872 0.24
7.00 10.68 11.23 0.61
9.00 12.00 11,92 0.05
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N ANEXO 4]

Producciéon de semilla por inoculacion en suspensi6n. Cinética de crecimiento apical.

Produccién del Inéculo Primario :

CEPA : IE-8

Dias cm mcm cm cm Promedio Desv. STD
1.00 0.00 0 0N 0.00 0.00 0.00 0.00

3.00 0.48 0 86 0.50 0.30 0.54 0.24

5.00 4.20 3 36 0.80 0.70 227 1.78

7.00 10.80 720 1 90 1.60 5.38 4.44

9.00 12.00 16 20 4.50 5.10 7.95 3.72

12.00 12.00 10 11.10 10.95 14.30 046 |

——

CEPA : UAM-1
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Produccion de Inoculo Secundario :

CEPA : IE-8

CEPA : UAM-1

T SR E e |
| Dias cm cm Promedio Desv. STD
2.00 1.44 2.52 1.99 0.54
4.00 576 6.96 5.57 1.49
6.00 9.36 10.20 8.52 222
7.00 10.44 11.28 9.57 2.27
9.00
Dias cm cm Promedio Desv. STD
200 2.76 324 2.67 0.63
400 8.40 7.80 6.73 239
6 00 10.20 972 8.64 2.30
7 (0 11.04 11.40 981 2.44
900 12.00 12.00 11.00 1.73




