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1. Resumen

El presente trabajo de investigacién tuvo como objetivo evaluar y comparar cuatro
aislamientos de Pleurotus ostreatus (Jacq.), tanto en su desarrollo micelial como en sus
variables de rendimiento. El experimento se desarrollé en dos etapas: in vitro y productiva. En
la primera etapa los cuatro aislamientos fueron cultivados en Papa Sacarosa Agar (PSA) donde
se evalué comportamiento micelial cada 12 horas en placa petri. Para la segunda etapa los
cuatro aislamientos de P. ostreatus fueron sembrados en substratos constituidos al 100 % de
panca de maiz y 100 % de paja de arroz, colocados en bolsas de polipropileno previamente
desinfestadas instaldndose los siguientes tratamientos T1:Aislamiento Al en panca de maiz,
T2:Aislamiento A2 en panca de maiz, T3:Aislamiento A3 en panca de maiz, T4:Aislamiento
A4 en panca de maiz, T5:Aislamiento A4 en paja de arroz, T6:Aislamiento A3 en paja de
arroz, T7:Aislamiento A2 en paja de arroz y T8:Aislamiento Al en paja de arroz. Todos los
tratamientos fueron incubados de 12°'a 16 dfas en oscuridad hasta alcanzar la completa
colonizacién. Una vez colonizadas se pasaron a la sala de fructificacién donde se le realizaron
cortes longitudinales parciales sobre la superficie de las bolsas para facilitar el intercambio
gaseoso, se aumento las condiciones de humedad ambiental con aspersiones diarias en todo el
ambiente. Se introdujo luz artificial difusa y por ltimo se realizé la renovacién de aire con la
ayuda de un extractor por seis horas al dfa. La cosecha se realiz6 cuando el margen del
carpéforo estuvo levemente convexo. La mayor velocidad de crecimiento micelial en la etapa
in vitro fueron obtenidos por los aislamientos A4 (4.07 mm/d{a), A3 (3.91 mm/dia), y A1 (3.81
mm/dia). La mayor velocidad de crecimiento micelial en substrato fueron obtenidos por los
aislamientos A2 (1.22 cm/dia) y Al (1.18 cm/dia). Las mayores eficiencias bioldgicas se
obtuvieron con los aislamientos A3 (88.18 %), A4 (85.40%) y Al (83.15 %). Los mayores
valores de tasa de produccién diaria se obtuvieron con los aislamientos A4 (1.82 %), A3
(1.74 %) y A2 (1.67 %). Los aislamientos méds precoces fueron A2 (10.79 dias), A3 (11.72
dias) y A4 (11.93 dias). Los mayores valores de razén de produccién se obtuvieron con los
aislamientos A3 (7.60 kg/dia), A4 (7.27 kg/dia) y A2 (7.19 kg/dfa). Y por tltimo se obtuvo el
mayor valor de biodegradacién por el aislamiento Ad (47 %). En el ensayo se pudo comprobar
que se obtuvieron mayores rcsﬂltados promedios en todas las variables analizadas en los

susbtratos compuestos por panca de maiz.
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2. Introduccion

El cultivo de hongos comestibles es una actividad que ha adquirido importancia a través de
los afios en pafses asisticos y en américa latina, de modo que cultivar hongos comestibles se ha
convertido para muchos en un tipo de arte que requiere de experiencia en los manejos
productivos como en su reproduccién. Se considera también como un sistema de
bioconversién ecolégica, que trata de aprovechar al méximo los restos agricolas poco dtiles
para luego transformarlos en alimento proteico que puede ser usada para la venta.

La produccién de hongos comestibles es una alternativa que ha sido explotada con éxito
desde hace mucho tiempo en otros paises, principalmente en Asia, donde se ha desarrollado toda
una tecnologfa para la produccién y conservacién de los hongos comestibles como el champifién
(Agaricus bisporus), el shiitake (Lentinula edodes) y el hongo ostra (Pleurotus ostreatus), esta
ultima especie es la mds accesible por su bajo costo de produccidn. La experiencia internacional
en ese aspecto puede proporcionar a nuestro pafs y a la comunidad en general, una alternativa
productiva ayuddndonos a afinar las técnicas de. manejo integral del proceso de cultivo y los
aspectos comerciales, usando tecnologfas de bajo costo y adaptadas al clima fortaleciendo el
potencial productivo de hongos comestibles en nuestro 4mbito nacional.

El cultivo de Pleurotus ostreatus (Jacq.) ha tenido un desarrollo rdpido y amplia aceptacion
en el mercado mundial por su bajo costo de produccién, la variedad de residuos orgénicos
~donde crece y su adaptacién a un amplio intervalo de temperaturas. Ademds de sus
propiedades nutricionales que Io han ido ubicando dentro del rango de apetencia comercial,
generando propuestas tecnoldgicas para su cultivo y reproduccién. Con esta tendencia el
Mdédulo de Investigacién en Hongos Comestibles ha ido incorporando cepas de este género
para realizar diversos trabajos de investigacién, que gracias a la unién de esfuerzos,
donaciones e intercambios, se han estado produciendo y conservando, pero que atin no han
sido caracterizados productivamente.

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo general evaluar las caracteristicas
productivas y de desarrollo de cuatro aislamientos de P ostreatus analizadas en una etapa in vitro
y en una etapa productiva. Como objetivos especificos se pretende caracterizar cada aislamiento
de P. ostreatus en su crecimiento micelial y su desarrollo productivo con las siguientes variables:
velocidad de crecimiento micelial en placa, velocidad de crecimiento micelial en substrato,
eficiencia biolégica, tasa de produccidn, precocidad, razén de produccién y la capacidad de

biodegradacién del substrato.
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3. Revision Bibliografica

3.1. Ge_neralidades

Los hongos son organismos que poseen células eucarifticas, por lo general sus estructuras
vegetativas estdn conformadas por hifas, algunas son unicelulares como las levaduras. Las
hifas muestran crecimiento apical, tienen paredes celulares rigidas, las cuales contienen
quitina, son heter6trofos, secretan enzimas extracelulares para degradar los polimeros y
absorber los nutrientes a través de su pared celular; producen esporas por vias sexuales y
asexuéles (Deacon, 1993).

Los hongos pueden ser clasificados, por su comportamiento alimenticio, en tres grupos
bdsicos: micorriticos, pardsitos y saprdfitos. La gran mayoria de los hongos que producen
cuerpos fructiferos denominados setas son sapréfitos (Stamets & Chilton, 1983).

Se cree que la produccién de hongos es anterior a la era cristiana. El primer registro escrito
sobre el cultivo corresponde a la especie Auricularia auricula del afio 600 DC por citar un
ejemplo. La especie més cultivada en el mundo, es €l champifion (Agaricus bisporus), comenzé
a cultivarse en 1600 en Europa, mientras que Lentinula edodes entre los aiios 1000 y 1100; por
su parte P, ostreatus fue bastante posterior en el afio 1900, aproximadamente. Estas dltimas tres
especies son en la actualidad las més difundidas en todo el mundo (Albertd, 2008).

Las setas comestibles, debido a su contenido proteico, son una fuente alimenticia que
contribuyen a satisfacer los requerimientos humanos bésicos para una buena nutricién; sus
propiedades medicinales representan un recurso aun no explotado; los substratos usados para
su cultivo son principalmente desechos orgdnicos derivados de la agricultura e industria. Todos
estos atributos han permitido que la investigacién e industrializacién de hongos comestibles
tenga mayor importancia en los tltimos afios (Chang, 1999).

El cultivo de los hongos comestibles-es un sistema de bioconversién ecol6gica, pues lo que
al hombre le es poco ttil y que desecha, como pajas, bagazos, cascarillas y pulpas, los hongos lo
transforman en alimento protefnico y en mercancfa para venta. Asimismo, del substrato residual
se puede obtener abono orgénico mediante procesos de composteo y vermicomposteo para la
produccitn de plantas y hortalizas; dado el efecto directo en la conservacién y mejora de la
calidad de los suelos (Ardén, 2007).

Segtin estadisticas de 1la FAO citado por Coleman (2010), 1a produccién mundial de Hongos
Comestibles aument6 de 1,954,799 TM (1993) a 3,426,667 TM (2007) es decir, que en 14 afios
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crecié en 75 %.

El desarrollo expansivo y tecnoldgico de este tipo de cultivos se debe principalmente al
considerable aumento del consumo en E.E.U.U. y Europa (Ardén, 2007).

Los principales pafses productores de hongos comestibles son China (con aproximadamente
€l 50 % de 1a produccién mundial), Europa, Estados Unidos y los paises de Asia, seguidos cerca
de Jap6n (Albert6, 2008). |

Muchos paises en vias de desarrollo han comenzado a producir especies de hongos en
substratos no compostados, en especial P. ostreatus, como consecuencia de la posibilidad de
producirlo empleando tecnologfas mds baratas. Esa tendencia comenz6 a profundizarse en la
década de los ochenta cuando se compara el incremento que tuvo esta especie, entre los afios
1896 y 1990, cuando alcanzé en el mundo 438 % de aumento (Chang, 1999).

En el Perd, ain cuando son pocas las referencias histéricas sobre el consumo de hongos
comestibles en la antigiiedad, ni existen evidencias arqueoldgicas que lo sustenten; puede
afirmarse que hoy entre los habitantes campesinos del 4drea andina, lo consumen con cierta
frecuencia, generalmente en la estacién de lluvias, inclusive se comercializan en ferias o

mercados urbanos (Ravines, 1991).

3.2. Pleurotus ostreatus (Jacq.)
3.2.1. Habitat

Pleurotus ostreatus (Jacq.) es un hongo sapréfito o parésito débil, descomponedor de
madera; crece abundantemente sobre aliso y arce, principalmente en los valles de los rios
(Stamets & Chilton, 1983).

En su medio ambiente, crece en los restos vegetales del suelo, troncos o sobre desechos
agricolas o agroindustriales, que estdn constituidos principalmente por celulosa, hemicelulosa
y lignina en porcentajes de 40 a 60, 15 a 50 y 10 a 30 respectivamente, alimentdndose de
estos nutrientes y degraddandolos, y donde las condiciones ambientales son himedas y frias
(Monterroso, 2007).

Esta clasificado dentro de los hongos que ocasionan pudricion blanca de la madera, indicado

en el cuadro 1, que son capaces incluso de degradar compuestos lignocelulésicos.
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Cuadro 1: Hongos comestibles segiin su capacidad de descomposicion organica (Garcia
et al., 2004).

Tipo de pudricion Hongos
Blanda (at bohidrat
de:':ilci;‘ é:gizzgcci?')rn)o ratos Lepiota, Lepista, Morchella y Gyromitra
Os?ura (.degradan alos Volvariella, Coprinus, Strophariay
polisacaridos, celulosay i
. Agaricus
hemicelulosa)
Blanca (pueden degradar Lent_‘inus, {’leurotz.ts, Flammulina,
. . .. Auricularia, Pholiota, Tremella, Agrocybe,
inclusive a la lignina)
Ganoderma

3.2.2, Taxonomia

Seglin Venturella (2007) y CABI (2007), P. ostreatus se encuentra clasificado

taxonémicamente de la siguiente manera:

Reino Fungi

Diyisi(m Basidiomycota
Subdivisién Basidiomycotina
Clase Basidiomycete

| Subclase Agaricomycetidae
Orden Agaricales

Famiiia Pleurotaceae
Genero Pleurotus

Especie Pleurotus ostreatus (Jacq.)
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3.2.3. Morfologia

La palabra Pleurotus viene del griego “pleuro”, que significa formado lateralmente o en
posicién lateral, refiriéndose a la posicion del estipite respecto al pileo; ostreatus en latfn quiere
decir “en forma de ostra” y se refiere a la apariencia y al color del cuerpo fructestipitefero
(Stamets & Chilton, 1983).

En la figura 1 se puede observar las estructuras bésicas de P. ostreatus que son descritas por
Albert6 (2008) donde indica que el sombrero o pileo es amplio y puede ser algo deprimido en el |
centro. Tiene un estipite o tallo que habitualmente no es central sino lateral o excéntrico, lo que
junto con Ia forma de su sombrero le da el aspecto de ostra. Las esporas suelen ser blancas, pero
las hay levemente amarillentas o rosadas. Las laminillas “acompaiian” al estipite del hongo,
prolongéndose a lo largo del mismo, por lo que se dicen que son decurrentes. Las especies de
este genero carecen de anillo.

Combrers

Hemindfore o
{aminitlas

.Estipite o talio

ﬁgﬁra 1: Partes del hongo P. ostreatus.

El pileo tiene de 5 a 25 centimetros de didmetro, ampliamente convexo y algunas veces
casi plano en la madurez; de margen lobulado a ondulado, cuando joven; la superficie es lisa,
presenta color varia‘ble segin la intenéidad de la luz, con tonos entre blanquecinos, grises o
azulados; la carnosidad es blanca y con olor a anfs. Lamela formada por agallas decurrentes de
color blanco, amarillentas en estado avanzado de desarrollo, no pubescentes. El estipite es corto
y grueso, de 0.5 a 3.0 centimetros de longitud, 0.5 a 2.0 centimetros de espesor, excéntrico o

lateral con pubescencia densa de color blanco en la base (Ardén, 2007).
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3.24. Sinénimos

Tiene variedades que frecuentemente se sinonimian como taxones:

P. ostreatus subsp. opuntiae (Lév.)

P. ostreatus var. sativus (Jacq. : Fr.) Quél.

w P. ostreatus f. euosmus (Berk.)

P. ostreatus var. pulmonarius (Fr.)

3.2.5. Nombres comunes

F. ostreatus tiene diversos nombres segin la zona o €l pafs en el que es consumido, aqu{
algunos nombres: Falsa seta de cardo (Espaiiol), Belarri landu (Vasco), Orellana (Cataldn),
Pleurote en huitre (Frances), Oyster mushroom (Inglés), Oreja de palo (Esp. México), Girgola
(Esp. Argentina) y Shime-ji preto o cogumelo ostra (Port. Brasil).

3.2.6. Importancia

Segin Calderén (2009) el valor nutritivo de P. ostreatus ha sido reconocido desde hace
mucho tiempo por su alto contenido de protefnas, las cuales contienen todos los aminoécidos,
teniendo valores nutritivos mds altos que las protefnas de las plantas, con una calidad muy
cercana a la protefna animal. Informacién nutricional que confirma Monterroso (2007) y Ardén

(2007) en el cuadro 2 y en el cuadro 3, respectivamente.

Cuadro 2: Informacién nutricional de P. ostreatus (Monterroso, 2007).

Proteina cruda 10-30 %
Vitamina C 30-144 mg/100 g
Niacina 109 mg/10 g
Acido folico 65 mg/100 g
Potasio 306 mg/100 g
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Cuadro' 3: Composicion bromatologica de P. ostreatus (Ardén, 2007).

Componente Cardona, 2001 Cistena, 2002 Rodriguez et al. 2005 Promedio

Agua 87-93% 88-91% 90.00% 89.83%
Proteina 24.64-30.40 | 14.40-19.90 15.70-30.00 22.51
Grasas 3.1-9.25 0.8-2.0 1.5-5.0 3.61
Carbohidratos | 26.33-30.46 51.6-62 50-57 46.23
Minerales 7.66-8.79 0.83-13.3 7.90-8.0 7.75
Fibra 32.14-36.81 | 13.70-15.60 8.5-14 20.13

Calorias 345 300 150-350 298.33

Referencia: A excepcion de las calorias que estin expresadas en kilocalorias por cien gramos de peso seco del
hongo, los restantes componentes corresponden a gramos por cien gramos de hongo seco

La especie P. ostreatus tiene un indice nutricional (NI), de 25, el cual es comparable con los
valores de NI del frfjol, mani y repollo; una razén proteica neta (NPR), de 2.87, comparable con
maiz, hojuelas de maiz (Corn Flakes), y harina de trigo (Monterroso, 2007).

Son ricos en minerales como el potasio, el fésforo y el hierro. Contienen un amplio rango
de vitaminas y son particularmente ricos en tiamina (B1), riboflavina (B2), asi como 4cido
pantoténico (B3), 4cido ascérbico (C), biotina (H) (Sanchez & Royse, 2002).

Por otro lado, P. ostreatus como recurso genético, presenta interés para la agricultura y la
economfa, ya que se pueden desarrollar sobre una gran cantidad de substratos lignocelulésicos
itiles no sélo para la alimentacién humana, sino también para otros aspectos como la
alimentaci6n animal, la medicina, la farmacia, la industria quimica, el control biolégico, la

descontaminacién de suelos, etcétera (Ardén, 2007).

3.3. Produccion de P. ostreatus

La produccién de P. ostreatus, estd considerada dentro de las especies de hongos que no
requieren de substratos compostados conocidos también como hongos xil6éfagos o
lingnocelulésicos, por consiguiente, solo requiere de un substrato semejante a los encontrados
en la naturaleza (Alberto, 2008).

La habilidad de P. ostreatus para crecer en una amplia variedad de substratos
lignocelul6sicos residuales y en un amplio rango de temperaturas, hacen que su cultivo sea el
més sencillo de todos los hongos cultivados comercialmente (Ardén, 2007).

El cultivo de P. ostreatus puede llevarse a cabo ya sea a escala artesanal o industrial. La
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diferencia entre uno y otro estriba en el nivel de produccién, el capital invertido, la
complejidad de la organizacién de la empresa y sobre todo la productividad del sistema de
produccién (Ardén, 2007). ‘

Para el caso del cultivo de P. ostreatus en condiciones artesanales, el ingenio del cultivador
serd necesario para emprender el proyecto, acondicionar instalaciones y resolver las situaciones
del cultivo (L6pez, 1995).

Segtin Albert6 (2008) generalmente la produccién de hongos comestibles de substratos no
compostados consta de 7 etapas fundamentales que son: preparacién del in6culo, preparacién
del substrato, inoculacién o “siembra”, incubacién, induccién, fructificacion y cosecha. Es de
aclarar que la etapa de induccién es un etapa importante incluida en la etapa de fructificacién,

por la que generalmente la etapa es denominada induccion - fructificacién.

3.3.1. Esquema basico para la produccion de P. ostreatus

En la fignra 2 podemos observar un esquema bésico de produccion para P. ostreatus con

varias etapas las cuales podrfan cambiar segtin el protocolo de desinfestacion o cepa en uso.

Preparacion de substrato
(Picado, mezcla y humectacion)

v

Tratamiento térmico o
método de desinfestacion

- —— i ——— oy
- -~
-- -

Produccion de inocule ¢ Siembra s,

~ -
hadl ———
T e e

Incubacion

Cosecha Oleada

Figura 2: Esquema productivo para el cultivo de P. ostreatus (Alberté, 2008).
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3.3.2. ' Preparacion del inéculo

La ejecucion de esta etapa debe realizarse en condiciones asépticas en el laboratorio.
Consiste en la siembra y propagacién del micelio a partir de una cepa original en Gptimas
condiciones fisiolégicas.

Es la etapa més delicada del proceso. Es necesario tener un ejemplar del hongo objetivo de
excelente calidad, sin defectos, tales como deformaciones visibles, picaduras de insectos u
otros que pudieran influir en la calidad del micelio. Las cepas se puede comprar en
laboratorios especializados o conseguirlos en los supermercados (aislarlos a partir de
basidiocarpos comerciales), o aislarlos a partir de basidiocarpos encontrados en dreas donde
crece en condiciones naturales (Ardén, 2007).

La siembra se hace en placa petri en un medio nutritivo determinado que puede tener
diferente formulacién como lo muestra el cuadro 4, esto es, sobre Agar Malta Dextrosa
(MDA), Agar Papa Dextrosa (PDA), etc. se incuba de 25 a 28 °C durante 8 dias
aproximadamente en oscuridad. Luego, el hongo se resiembra en un substrato intermedio, en
cantidad suficiente para que una vez desarrollado su micelio, Ia mezcla “grano - hongo” sea
usada como semilla en la siembra del substrato definitivo. Se busca en este caso una

colonizacién répida y econémica que optimice la fructificacién del hongo (Rinyer, 2003).

Cuadro 4: Formulacion de medios de cultivo mas usados (Alberto, 2008).

. Agar extracto  Agar Papa Agar Papa
Componentes de malta Glucosado Glucosado (Casero)
Agar| 20g - 20g
Extracto de malta 12.7¢ - -
Agar para glucosado - 39¢g -
Glucosa 10g - 18¢g
Agua de papas hervidas* - - 500 ml
Peptona) - - -
Extracto de levadura - - -
Agua destilada 1000 ml 1000 ml | Completar a 1000 ml
(*) Se hierven 250 g de papas hasta el punto de pure, luego se filtran y el
sobrenadante se lleva a 1 litro.

a) Preparacion del “indculo primario”

Esta etapa debe llevarse a cabo en condiciones de asepsia. Es necesaria para simplificar la

siembra del micelio al substrato. definitivo en donde crecerd y fructificard el hongo. El
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in6culo o “semilla” lo constituye un substrato intermedio que contiene micelios del hongo,
con caracterfsticas ideales para su multiplicacién, provocar infeccién y éolonizacién del
substrato definitivo. Como substratos intermedios se pueden utilizar: sorgo, trigo o aserrin
hidratado de 4rboles latifoliados, dependiendo del tipo de hongo. La semilla madre o
inéculo primario se obtiene depositando fracciones del cultivo puro de la cepa obtenido en
las placas petri, sobre el substrato intermedio. De este modo se tendra suficiente cantidad
de substrato intermedio impregnado con el micelio para infectar cantidades

proporcionalmente mayores del mismo (Ardén, 2007).

El grano elegido como substrato intermedio se limpia, se rehidrata en agua limpia (durante
15 horas para en caso del sorgo o 24 para el maiz) se deja después escurrir para eliminar
el exceso de agua, se preparan porciones de 200 gramos y se mete dentro de las bolsas
de polipapel o bolsas de polipropileno. Posferiormente se esteriliza a 121 °C durante 30
minutos, se deja enfriar para después inocularlo en altas condiciones de asepsia con micelio
proveniente de un centfmetro cuadrado del hongo cultivado previamente en placa petri. Una
vez inoculadas, las porciones de 200 gramos colocadas dentro de las bolsas de polipapel
se incuba durante 10 a 15 dias a 28 °C en oscuridad. A cada porcién asi preparada se le

denomina “inéculo primario” (Sdnchez, 1994).

b) Preparacion del “indculo secundario”

De un inéculo primario, se pueden tomar estérilmente ocho a diez porciones de grano para
ser resembrados en el mismo nimero de bolsas segiin la cantidad de porciones escogidas.
Estas bolsas se incubaran a las mismas condiciones que al indculo primario, una vez
crecido el hongo, a esta unién “grano - hongo” se les denomina inéculo secundario. Esos
pasos previos son ampliamente recomendados porque disminuye el consumo agar y medios
sintéticos. La colonizacién del inéculo secundario es mds rdpido por la razén de estar
adaptados al grano, se puede inocular mayor cantidad de porciones y porque la
transferencia de in6culo primario a secundario es més sencilla que la transferencia de placa

petri a in6culo primario. No es recomendable preparar inéculo terciario (Sdnchez, 1994).

Antiguamente se utilizaban frascos de vidrio para la preparacién de inéculo primario y
secundario; sin embargo estos frascos han sido substituidos exitosamente por bolsas de
polipapel o polipropileno, las que con ciertos cuidados, soportan muy bien las condiciones

de esterilizacién y evitan los riesgos y -problemas de manipulacién y volumen que

20



presentan los frascos de vidrio (Rinyer, 2003).

3.3.3. Preparacion del substrato

Del mismo modo que el agricultor antes de la siembra prepara el suelo por medio de
barbecho, abonado y fertilizacién, con la finalidad de proporcionar las condiciones adecuadas
para la semilla, es necesario que el substrato que se emplear4 para el cultivo de los hongos esté
acondicionado para el desarrollo del mismo, en este caso del micelio y la obtencién de
fructificaciones (Ramirez, 2004).

Las propiedades fisico - quimicas de un substrato determinan que hongos y que microbios
puedan crecer sobre él. Es importante mencionar que algunos hongos pueden usar un rango
amplio de substratos, mientras que otros son muy selectivos. La selectividad de un substrato
depende de los nutrientes disponibles en €], su acidez, la actividad microbiana que soporta, su
capacidad de aireaci6n, su contenido de agua, etc. (Ardén, 2007).

La preparacién del substrato consistird en facilitarle al micelio los nutrientes en forma mds
accesible para que se realice un radio de crecimiento del hongo. La forma de preparacion del
substrato depender4 principalmente de su estructura y composicion quimica (Ramirez, 2004).

Esta parte comprende de la fermentacién (en €l caso de la pulpa del café), el picado (en el
caso de la paja de gramineas), secado y quiebra (en el caso de la cdscara de cacao), la hidratacién
y escurrimiento, la pasteurizacién y finalmente el enfriamiento y el mezclado (si se trata de una
mezcla), que servirdn como soporte para el crecimiento y fructificacién del hongo (Sanchez,
1994).

Se recomienda Gnicamente fermentar aquellos materiales que poseen una gran cantidad de
aziicares solubles, caso contrario promueven el crecimiento rdpido de mohos, levaduras y
bacterias, los cuales competirdn con el micelio por el substrato, desplazédndolos facilmente.
Realizar la inoculacién y no eliminar estos carbohidratos hard que estas moléculas se
transformen en dcidos como el 4cido acético, butirico o propiénico atrayendo insectos,
principalmente de distintos tipos de moscas, las cuales depositan sus huevos sobre el substrato
cuyas larvas producidas se alimentaran del nﬁcelio, provocando fuertes problemas de
contaminacién (Garcia, 2006). A

Los substratos usados para el cultivo de Pleurotus (las pajas, fibra de algodon, rastrojos,
olote de maiz, etc.) tienen la ventaja de separarse facilmente de la celulosa y la lignina, sin la

necesidad de fermentarlos (Rojas, 2004).
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La eleccion del substrato va depender mucho de su disponibilidad. Como en el caso de la
pulpa de café, que se ha empleado en realidad, més. que por ser un substrato apropiado, para
dar una solucién a la acumulaci6n de este desecho en los pafses productores de café (Albert6,
2008).

El proceso de preparacién del substrato consiste en humectarlos, desinfestarlos y
desinfectarlos; con el propésito de eliminar macro y microorganismos que puedan competir
con el crecimiento del hongo, y brindar condiciones de humedad que favorezcan el desarrollo
de las setas (Ardén, 2007).

La hidratacion se lleva a cabo con substratos secos (pajas, rastrojos, desechos de algodén,
papel, aserrin, pulpa de café deshidratados, etc.) si presentan segmentos muy grandes o largos,
como en las pajas, es necesario reducir su tamafio a segmentos de aproximadamente tres a
cinco centimetros con lo cual permita una mejor retencién de humedad y un ficil manejo. La
fragmentacion puede realizarse ficilmente con una picadora comercial usada en la agricultura
(Rojas, 2004). .

La desinfestacion del substrato se puede realizar sumergiendo el substrato en agua caliente
para provocar un choque térmico o colocdndolas en cdmaras hermetizadas con vapor de agua

(Ardém, 2007), los cuales son métodos comiinmente usados para este fin.

Métodos o protocolos de desinfestacion:

a) Desinfestacién con vapor de agua: Consiste en colocar el substrato en un 4rea cerrada,
puede ser un pequefio cuarto de concreto o un recipiente metdlico, se le aplica vapor
generado por una caldera eléctrica, de diésel o gas, por medio de tubos de cobre o
mangueras resistentes al calor. Se recomienda que la temperatura alcance entre de 70 a 80
°C y que el substrato se mantenga de dos a cuatro horas en esa condicién

(Gaitan-Hernandez, 2006).

b) Desinfestacion por inmersiéon en agua caliente: El método consiste en sumergir el
substrato en agua a 85 °C durante un minimo de 40 minutos. Este tratamiento puede variar
segin la localidad, ya que la altura sobre el nivel del mar y las condiciones del lugar

influyen en los pardmetros de operacién (Landerecker, 1990).

¢) La inmersién alcalina: Es un método sencillo y de bajo costo, que consiste en sumergir el

substrato de 12 a 48 horas en agua con cal hidratada y que funciona bien a baja escala; pero
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que tiene como inconveniente importante el otorgar una baja efectividad en la eliminacién
de ciertos contaminantes bacterianos y porque no impide la proliferacién de los huevos y

pupas de moscas que pudieran estar en el substrato (Contreras et al., 2003).

d) La esterilizacién: Resulta muy apto para conocer de forma preliminar el comportamiento
de substratos a base de materiales (0 mezclas) de cierto cardcter novedoso, o para
comprobar respuestas de diferentes cepas o variedades comerciales. En ese sentido el
substrato, convenientemente picado, hidratado y homogenizado, se coloca en pequefios
contenedores de polipropileno, quedando asf dispuesto para que se aplique el tratamiento
térmico, que generalmente se lleva a cabo en un autoclave, con vapor a 121 °C durante una

hora o dos segiin el tamaiio del contenedor (Muez & Nuifiez, 2001).

Segin Muez & Nuiiez (2001) es importante realizar la siembra del micelio en condiciones
de asepsia después de completar cualquier método de desinfestacién, ya que en ese momento el

substrato es muy susceptible a la contaminacién.

3.3.4. Inoculacion o “siembra”

Inocular el substrato es lo que cominmente se le conoce como “siembra”, y consiste en
mezclar el inéculo producido o adquirido en el mercado; con el substrato definitivo (Ardoén,
2007).

Hay varias maneras de llevar a cabo esta operacion, una de ellas es la siembra alternada,
la cual se realiza colocando el substrato dentro de una bolsa alternando una capa del mismo
con una capa de semilla tratando de distribuir el inéculo lo mis homogéneamente posible. Por
otro lado algunos cultivadores prefieren la siembra en masa que consiste en mezclar la semilla
sobre una mesa o estante, especialmente adaptado para este fin. De este modo asegurar que las
semillas queden bien distribuidas (Albert6, 2008).

La siembra se puede realizar agregando 200 gramos de “inéculo secundario” en cuatro a
siete kilogramos de substrato hiimedo e hidratado. La mezcla “substrato - inéculo secundario”
se acomoda dentro de una bolsa de polipropileno (se recomienda los tamafios 40 x 60, 50 x 60,
40 x 50 y 50 x 70 centimetros). Al terminar la siembra, la bolsa se cierra por medio de un nudo
teniendo cuidado de eliminar el aire del interior (Sdnchez & Royse, 2002).

Para la siembra es conveniente el empleo de semillas en una proporcion de dos a cinco por

ciento por cada 100 kg de substrato hiimedo. Este valor es conocido también como tasa de
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inoculacién que es la cantidad de semilla que se usa en funcién de la cantidad de substrato
que se pretende inocular. Mientras més baja sea la tasa de inoculacién, menor serd el costo de
compra del inéculo, pero mayor el tiempo requerido para que el hongo colonice el substrato.
Ademds, a mayor tiempo que demore la colonizacién del substrato mayor serd el riesgo de
contaminacién (Ardén, 2007).

También es fundamental cumplir con todas ias condiciones de lirnpieia para evitar
problemas de contaminacién (Albert6, 2008).

Finalizada la inoculacién se cierra la bolsa haciendo un pequefio nudo en la parte superior.

Luego se llevan las bolsas a la sala de incubacion.

3.3.5. Incubacion

La incubacién es la etapa que permite la colonizacién del substrato con los micelios del
hongo, en condiciones de temperatura, luminosidad, ventilacién y humedad 6ptimas, para
obtener la mayor tasa de crecimiento posible que representarfa una mayor velocidad de
colonizacién (Albert6, 2008).

La incubacién de las bolsas se realiza con cuidado y asepsia para evitar las contaminaciones.
Se debe realizar en un local especial para tal fin: “la sala de incubacién”, donde se colocan las
bolsas a 28 °C durante 10 a 15 dfas, segiin el substrato (Garcia, 2006).

Conviene realizar unas pequefias perforaciones a la bolsa para permitir que el micelio
respire, también es conveniente perforar la base para asegurarse el drenaje del agua que
pudiera acumularse por el riego o por exceso de humedad (Albertd, 2008).

El tiempo requerido para la incubacién depende de varios factores: el tipo de substrato, la
cantidad de semilla y la temperatura (Albert6, 2008). Asimismo influyen en el desarrollo del
micelio, el vigor de la cepa, adaptacién de la cepa y cantidad de inéculo (Ardén, 2007).

Periédicamente debe hacerse inspecciones a las bolsas para controlar el crecimiento del
micelio sobre el substrato. Cuando el substrato est4 totalmente invadido por el micelio las bolsas

estdn listas para iniciar la etapa de induccién (Alberto, 2008).

Requerimientos para la incubacion |

Estos datos fueron tomados y promediados a partir de los datos sugeridos por Stamets &

Chilton (1983), Ard6n (2007), Albert6 (2008) y Silva et al. (2010).
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Humedad Relativa: 78 a 86 %.
temperatura ambiente: 25 a 29 °C.
Temperatura dei substrato: 23 a 25 °C.
Duracion de la incubacion: 10 a 14 dfas.
Ventilacion: 1 Renovacién/hora de COs.

Tluminaciéon: Oscuridad Total.

Durante esta etapa es conveniente registrar la temperatura de las bolsas y del ambiente. La
temperatura ambiente normalmente antecede a la temperatura de las bolsas. Por ello el control

de ambas es muy importante.

3.3.6. Induccion

Finalizada la incubacién se deben cambiar las condiciones ambientales para iniciar la etapa
de induccién de P. ostreatus que requiere de un descenso de la temperatura, fotoperiodo y
ventilacién. La induccidn estd incluida dentro de la etapa de fructificacidn.

En esta etapa es necesario efectuar perforaciones mayores para que los hongos salgan a
través de ellas.

Segiin Albert6 (2008) los diferentes patrones de perforacién de las bolsas pueden ser:

a) Perforaciones de seccion circular: Se puede efectuar perforaciones diseccién circular de 1
a 2 centimetros de didmetro con un elemento estéril como un cuchillo o sacabocado
calentado al fuego, puesto al rojo y luego enfriado. El patrén se repite efectuando los cortes

en linea.

b) Cortes en cruz: Se realizan dos cortes perpendiculares de 3 x 3 centimetros, €l patrén se

repite efectuando cortes en linea.

c) Cortes longitudinales parciales: Se puede cortar la bolsa en secciones de 3 a 5 centimetros

de largo.

d) Cortes longitudinales completos: Se pueden efectuar rasgaduras a lo largo de la bolsa en

sentido vertical.
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e) Cortes en tapa: Se puede cortar la parte superior de 1as bolsas, como si fuera una tapa, para

obligar a los hongos a fructificar sélo por arriba.

f) Remocion total de bolsas: Las bolsas pueden ser removidas en su totalidad dejando el

substrato colonizado ‘“desnudo”.

Para cualquier patr6n de perforacién elegido, debe haber una separacién de 15 a 30
centimetros entre perforacion y perforacién para permitir el desarrollo normal de los hongos.
Al cabo de unos siete a diez dfas se comenzaran a observarse los primordios, que es el primer
estadio visible del desarrollo de los basidiocarpos. |

La iluminacién es un factor preponderante en la induccién de la formacién de primordios.
Como para orientar al cultivador, la luz recomendada es comparable a lo que necesitan ciertos
helechos para crecer y es la que permite leer en un ambiente poco iluminado sin dificultad

(Calderén, 2009).

3.3.7. Fructificaciéon

Esta etapa es el inicio de la etapa netamente productiva. Aqui los riegos son menos
complejos, y se puede lograr buenas cosechas manteniendo las condiciones de temperatura y
humedad adecuadas (Albert6, 2008).

Después de la incubaci6n, esto es, cuando ya ha crecido bien el micelio y ha formado una
superficie blanco - algodonosa que cubre totalmente el substrato, es el momento de pasar a Ia
sala de fructificacion (Sanchez, 1994).

La sala de fructificacién debe ser un drea amplia, dedicada exclusivamente para la
fructificacién del hongo. Ahi se debe mantener condiciones controladas de humedad del
substrato y del aire, asimismo ejercer un control en la ventilacidn, la temperatura, asi como en
la iluminacién (Sdnchez & Royse, 2002).

Dias después de estar en la sala de ‘fructiﬁcaci(’)n (previamente inducida) empieza a aparecer
los primordios, es decir, los primeros cuerpos fructiferos. Cuatro dias después, los primordios
se han desarrollado bien, cubren la totalidad de la superficie de cada bolsa y estarédn en madurez
comercial, listos para ser cosechados (Garcia R., 2007).

La disminucién de la temperatura desacelera el desarrollo de las fructificaciones; si fuese
necesario retrasar la oleada, se puede lograr bajando la temperatura. Los hongos se forman

mejor a menor temperatura con “carne” més firme (Albertd, 2008).
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Requerimientos para la induccion - fructificacion

Estos datos fueron tomados y promediados a partir de los datos sugeridos por Stamets &

Chilton (1983), Ardén (2007), Albert6 (2008) y Silva et al. (2010).

Humedad Relativa: 83 a 92 %.

temperatura ambiente: 19 a 25 °C,

Temperatura del substrato: 15 a 20 °C.

Duracién de la fructificacién: 7 a 15 dias.
Ventilacién: 4 - 6 renovacién/hora; CO2 <1000 ppm.,

Iluminacién: 2000 lux/hora durante 12 horas al dfa, luz necesaria para leer.

3.3.8. Cosecha

Después de estar un periodo de tiempo de siete a diez dfas en el drea de fructificacién, el
hongo (el pileo o sombrero) se ha desarrollado completamente formando racimos de hongos
o en forma individual; en ambos casos el sombrero debe de estar Io més plano posible para
proceder a cosechar, si el sombrero tiene un posicién convexa; el tiempo de cosecha se estd
pasando (Escobedo, 2010).

Una vez iniciada la cosecha de setas, se tomaran en cuenta factores como: madurez, tamafio,
calidad, para realizar un buen corte y no maltratarlos para que no pierdan calidad (Ferndndez,
2004).

La produccién no es continua sino en oleadas productivas. Cada bolsa produce tres o cuatro
oleadas cada diez diaé aproximadamente. Un concepto interesante es que tanto la cantidad como
la calidad de los hongos no se mantienen sino que, por el contrario, ambas disminuyen en cada
oleada. Cuando finaliza la oleada, hay un perfiodo de recuperacién estimado de diez dias, luego
comienzan a formarse otra vez los primordios (Albert6, 2008) .

Para realizar la cosecha lo més conveniente es utilizar un cuchillo filoso y cortar el hongo lo
mds cerca posible a la base del estipité cerca del substrato tratando de dejar la menor cantidad
de restos de hongo en la bolsa, puesto que éstos pueden entrar en descomposicién (Escobedo,

2010).
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Las setas no se lavan porque se trata de un cultivo limpio. En caso de que los hongos se
cultiven en el exterior o tengan por algin motivo tierra se pueden lavar simplemente con agua.
No es recomendable cosechar los hongos inmediatamente después de un riego ya que su alto
contenido de humedad perjudica su calidad y vida postcosecha (Albert6, 2008).

Para evaluar el rendimiento de las oleadas, se calcula la eficiencia bioldgica, que es una
de las medidas mds exactas, pues con este pardmetro determinamos el porcentaje de hongos

frescos obtenidos en relacién con la materia seca del substrato utilizado.

34. Contaminantes, enfermedades y plagas
3.4.1. Las contaminaciones

Son en el resultado de una mala desinfestacién o deficiencias del manejo en la siembra
del material en proceso. Durante la incubacién son muy frecuentes las contaminaciones, que
pueden entrar debido a deficiencias en la limpieza de los locales de incubacion o a orificios por
donde pueden entrar aire y sus microbios, los insectos y otros animales (Sdnchez, 1994).

Bajo condiciones de asepsia rigurosa las contaminaciones disminuyen notablemente. Es
importante disefiar un programa de limpieza y asepsia que permita prevenir las contaminaciones
(Sdnchez & Royse, 2002).

Muchos problemas de contaminacién pueden ser solucionados sobre la base de prevencién
(Albertd, 2008).

El personal que trabaja en contacto directo con el material en proceso, debe temer
condiciones de limpieza y pulcritud inobjetables. El uso de uniformes limpios, al menos
durante la siembra y el picado de bolsas, asi{ como tapabocas y gorros para cubrir el cabello

son aconsejables (Garcfa, 2006).

3.4.2. Enfermedades

Pueden considerarse dos tipos de enfermedades: las bi6ticas que son causadas por bacterias,
micoplasmas o virus y las abidticas que son causadas por falta de nutrientes especificos para el
desarrollo de los hongos o por las variaciones ambientales del entorno donde se cultiva el hongo
(Sénchez & Royse, 2002).

Las enfermedades bi6ticas no son comunes en los hongos, o al menos no han sido reportados

como importantes desde el punto de vista econdmico para el cultivo. Generalmente se presentan

28



por efecto de una deficiencia en ventilacién, lo cual influye directamente en la concentracién de
CO,, en variaciones en la humedad relativa o en los efectos del exceso o falta de luminosidad
(Garcia, 2000).

El exceso de CO, en la atmésfera que rodea al hongo produce que estos desarrollen estipites
més largos. La falta de humedad, adem4s de reducir el rendimiento, afecta el desarrollo de los
carpoforos, los cuales pueden presentar deformaciones. La iluminacién produce variaciones en
las pigmentaciones de los carp6foros. Cuando 1a humedad es excesiva, de tal manera que moja
demasiado los cuerpos fructiferos, estos presentan un aspecto blando, aguado y amarillento
(Sobal, 1989).

Enfermedades micolégicas

Son aquellas causadas por hongos como Verticillum, Trichoderma, Dactylium, Chaetomium,

Neurospora, etc.

Enfermedades bacterianas

Encontramos la mancha bacteriana o Pseudomonas tolaasii y mancha rojiza P. gingeri.

3.43. Plagas

Existen varias familias de insectos asociados al cultivo de P. ostreatus, y la mejor manera
de evitar dafios de este tipo es aislando los cuartos de incubacién y fructificacién del exterior.
Esto es facil de realizar y aun benéfico para los hongos en los casos de las salas de incubacién
(del inéculo y del substrato). Ya que el hongo crece bien en la oscuridad, y a temperaturas
relativamente altas; sin embargo, para el caso de la sala de fructificacion, esto es més dificil
porque el hongo requiere de ventilacién abundante, lo que hace extremadamente dificil de
mantener un lugar libre de insectos y otros animales como hormigas, cucarachas y aun
roedores, sobre todo si el lugar de produccién se encuentra en el 4rea rural (Sdnchez & Royse,
2002).

Cuando el cultivo de hongos es a la intemperie, el nimero de plagas que entren en contacto
con los bongos es mayor. En este caso se puede observar, incluso, la presencia de péjaros. Entre
mayor sea el mimero de bolsas en periodo de fructificacién mayor serd €l mimero de insectos

presentes (Sdnchez, 1994).
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En el cuadro 5 se muestran las familias de insectos mds frecuentes en el cultivo de P,

ostreatus.

Cuadro 5: Familia de insectos mas frecuentes (Sanchez, 1994).

Orden Familia

Coleoptera Staphylinidae
Coleoptera Chrysomelidae
Coleoptera Tenebrionidae
Coleoptera | - Endomychidae
Diptera Mycetophilidae
Diptera Strationmydae
Diptera Drosophylidae

También se han observado algunas especies de lepid6pteros en su fase larval aun no
identificados. Algunos de estos insectos pueden reducir el rendimiento o la calidad, ya que
suelen alimentarse de las esporas, de las ldminas o inclusive del contexto mismo del hongo, al
cual perforan y hacen galerfas, también pueden ser agentes contaminantes de otros hongos y
bacterias (Sanchez, 1994).

Algunos insectos depositan sus huevecillos en la madera de los anaqueles. Al eclosionar,
las larvas se introducen al substrato, sobre todo durante la incubacién, perforando las bolsas,
alimentdndose del substrato asi como de los micelios, por dltimo contaminando con otros
hongos (Garcia, 2006).

Para el control de plagas, se recomienda el aislamiento de los locales y la colocacién de
trampas como también realizar desinfestaciones periédicas. Dos trampas que funcionan muy
bien son: tiras de polietileno untada de aceite comestible y colocado a través de los estantes o
recipientes pldsticos con un liquido atrayente como cerveza o miel de cacao, a la cual se le pone
un embudo con el orificio pequefio, de tal manera que el insecto quede atrapado. Otra forma
adecuada resulta mezclar insecticidas con alimento atrayente. Es posible usar los insecticidas

para uso ambiental y como dltimo recurso las fumigaciones con piretroides (Garcia R., 2007).
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3.5. Factores que afectan el crecimiento y la fructificacion
3.5.1. Latemperatura

La temperatura afecta el metabolismo de las células. Influye tanto en la capacidad
enzimdtica del organismo, como la fluidez de los lipidos de la membrana celular. La
susceptibilidad a la temperatura no solo varia entre cepas sino también para una misma cepa
segiin la etapa de desarrollo, P. ostreatus crece en un rango de 0 a 32 °C con temperaturas
Optimas de 26 a 28 °C (Ardén, 2007).

Asi, es posible y aun frecuente que un hongo tenga una temperatura 6ptima de germinacién
y que ésta sea diferente de su temperatura éptima de crecimiento micelial o de su temperatura
6ptima de fructificacion. P, ostreatus es un género de hongo cuyo micelio puede crecer en un
rango amplio de temperaturas. Por regla general, las temperaturas Optimas para la
fructificacién de las especies de Pleurotus son ligeramente infériores que las Optimas para

crecimiento micelial (Sdnchez & Royse, 2002).

3.52. ElpH

El potencial de hidrégeno del medio de cultivo donde crece un hongo tiene una influencia
directa sobre este, porque incide sobre el cardcter i6nico del medio e influye directamente sobre
las protefnas de la membrana y sobre la actividad de las enzimas ligadas a la pared celular; es
decir afecta directamente su metabolismo (Sobal, 1989).

Si el pH del substrato donde crece un hongo no es el adecuado, aunque las condiciones
sean Gptimas, el crecimiento se verd afectado. Las fuentes de nitrégeno producen cambios
importantes en el pH del medio, de tal manera que las sales de amonio ocasionan que el medio
en el que crece una cepa de Pleurotus se acidifique y que las sales de nitrato lo vuelvan
alcalino (Sanchez & Royse, 2002).

Para P. ostreatus se han citado rangos de crecimiento entre cuatro y siete, con un ptimo
entre cinco y seis. Este valor sin embargo suele variar entre cepas y especies. Los substratos
dcidos con cuatro de pH, inhiben el desarrollo de P. ostreatus y F. eryngii y que estos hongos
encuentran un pH 6ptimo en un rango entre 5.5 y 6.5 (Garcia, 2006).

Dado que la mayorfa de los contaminantes que se presentan durante el proceso de cultivo
son més sensibles a los valores aitos de pH que las especies de Pleurotus, al preparar el

substrato se prefieren valores m4s elevados que los sefialados como ptimos. Esto deriva de los
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resultados obtenidos por diversos investigadores que aseguran que Trichoderma hamatum
reduce notablemente su crecimiento a pH 7 y es totalmente inhibida a pH 8.5 (Sdnchez &
Royse, 2002).

3.5.3. Elsubstrato

a) La humedad del substrato

El contenido de humedad influye directamente sobre el desarrollo de los hongos porque
afecta la disponibilidad de nutrientes. Asi, los contenidos de humedad inferiores al 50 por
ciento no serdn propicias y una humedad superior al 80 por ciento tendrd un efecto negativo
en el crecimiento de Pleurotus. El contenido 6ptimo de humedad depende no solo de la

especie de hongo que se cultiva, sino también del tipo de substrato utilizado (Garcfa, 2000).

Un substrato adecuado debe estar bien hidratado 70 a 80 % de humedad; el crecimiento del
micelio se verd limitado por valores menores, mientras que el exceso de humedad puede

asfixiar al hongo al carecer de los suficientes espacios con aire para crecer (Albertd, 2008).

El contenido de humedad no s6lo afecta la disponibilidad de nutrientes en el substrato, sino
también la disponibilidad de oxigeno. En efecto, el agua ocupa espacios que pueden ser
ocupados por el aire. A niveles excesivos esto se vuelve una limitante para la respiracién del

hongo (Sobal, 1989).

b) Tamafio de particulas del substrato

Es un factor importante porque afecta el crecimiento y la fructificacién ya que se relaciona
con la accesibilidad a los nutrientes, el agua y el aire por parte de las hifas del hongo. Los
tamafios de particulas muy pequefias dificultan la aireacién necesaria para la respiracién y
los tamafios muy grandes son inadecuados porque dificultan la compactacién del substrato
y el acceso del hongo a los nutrientes. Se recomiendan tamafios de dos a tres centimetros,

cuando se usa rastrojo de arroz para el cultivo de especies de Pleurotus (Garcia, 2000).

Las particulas de substrato al ser pequefias son més sencillos de cargar en las bolsas e
impiden que queden espacios vacios durante el llenado. Esto favorece la posterior
colonizaci6n del substrato por el micelio ya que este tamafio permite una mejor retencién

de humedad y manejo (Albertd, 2008).
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3.54. La aireacion, la humedad de aire y la luminosidad

El oxigeno s un elemento de gran importancia para el crecimiento de los basidiomicetos
porque son organismos aerobios. Estos organismds presentan requerimientos de oxigeno
diferentes segtin el estado fisioldgico en qué se encuentren. Para el caso de P. ostreatus, se ha
observado que la concentracién alta de CO, estimula la germinacién de las esporas y el
crecimiento micelial inhibe la fructificacién. La estimulacién varfa segin las especies; por
ejemplo: P. ostreatus obtiene una mdxima estimulacién de su crecimiento micelial cuando el
aire contiene 28 % de COs. La pérdida de materia orgénica del substrato es mayor cuando se
da en una atmésfera con 100% O, y por otro lado la presencia de CO, las influye
negativamente. La ventilacién continua favorece también la salida temprana de los primordios.
La fructificacién suele darse en condiciones normales cuando se tiene un 20% Os y una
concentracién de CO, no mayor de 800 ppm en el ambiente que circunda al hongo (Sénchez
& Royse, 2002).

La humedad del aire es de suma importancia para la frucﬁﬁcacién de las especies de
Pleurotus dado que los cuerpos fructiferos estdn formados por un alto contenido de agua y su
estructura no le permite retener humedad en condiciones adversas, un balance adecuado entre
la humedad permite un mejor desarrollo productivo (Calderén, 2009).

P. ostreatus requiere de oscuridad para el crecimiento micelial, pero no puede fructificar en
oscuridad continua. Para poder hacerlo requiere ser expuesto a longitudes de onda inferiores a
600 nm, sin embargo la sensibilidad tanto de 1a cantidad como de la calidad de la luz depende
de la cepa (Ardén, 2007). Se puede utilizar tubos fluorescentes o bien luz difusa natural, la
suficiente para leer (Calderén, 2009). La sensibilidad a la luz es méixima desde momentos
previos hasta horas después de que el micelio ha colonizado el substrato (Sénchez & Royse,

2002).
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4. Materiales y Métodos

4.1. Ubicacion

El presente trabajo de investigacién se desarrollé en dos etapas, una etapa in vitro y una
etapa productiva. La etapa in vitro se desarroll§ en el laboratorio de Fitopatologia de la
Facultad de Agronomia. La etapa productiva se desarroll6 en las instalaciones del Médulo de
Investigacién en Hongos Comestibles ubicada en la Universidad Nacional Agraria La Molina,
con la siguiente ubicacién en coordenadas: 12°04°46.1”S (latitud Sur), 76°56’46.7”°W (latitud
oeste) y 244 msnm de altitud (Googlemaps).

4.2. Material biolégico: Aislamientos de P. ostreatus

Se utilizaron cuatro aislamientos de P. ostreatus otorgados de los ceparios del Médulo de
Investigacién en Hongos Comestibles, los cuales estdn descritos en el cuadro 6 y codificados

aleatoriamente para fines del trabajo de investigacion.

Cuadro 6: Codificacion y descripcion de los cuatro aislamientos de P. ostreatus utilizados

en la etapa in vitro y en la etapa productiva.

Material Biologico Cédigo Descripcion
Aislamiento 1 Al Se aisl6 a partir de un basidocarpo comercial.
Fue contribucion del Bach. en Biologia. Cesar Chimey con fines
Aislamiento 2 A2 |de investigacion, el cual obtuvo en unos de sus viajes al Sur de la
Sierra Peruana.
. Fue contribucién de 1a Clinica de Diagnostico de 1a UNALM para
Atslamiento 3 A3 ec © . .gn : par
fines académicos.

Se aislo a partir de un basidocarpo donado al Modulo de Hongos

Aislamiiento 4 Ad Comestibles, proveniente del Norte de la Region Lima.

Los cuatro aislamientos de P. ostreatus fueron otorgados en su.estado micelial en 6ptimas
condiciones y adecuadamente conservados. Los aislamientos Al, A3 y A4 fueron otorgados en
placa petri, mientras que el aislamiento A2 fue otorgado en tubo de ensayo.

Con el objetivo de multiplicar el material biolégico y obtener el crecimiento activo y fresco
de los mismos, los cuatro aislamientos de P. ostreatus fueron cultivados inicialmente en placas
petri contenidas con Papa Sacarosa Agar (PSA), los cuales fueron utilizados para la prueba de

crecimiento in vitro.
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El medio de cultivo Papa Sacarosa Agar (PSA) fue ttil tanto para la multiplicacién del
material biolégico como para la prueba de crecimientoin vitro. El PSA fue preparado segiin una
formulacién “casera”, con 20 gramos de agar, 18 gramos de sacarosa (azdcar) y S00 mililitros de
una solucién de 250 gramos de papa hervida, que inmediatamente fue completada a 1 litro con

agua destilada. El medio de cultivo fue esterilizado en autoclave vertido en botellas de vidrio.

4.3. Evaluacion del crecimiento y desarrollo de cuatro aislamientos de P.
ostreatus cultivados en Papa sacarosa Agar (PSA) en condiciones in
vitro

4.3.1. Siembra y cultivo de los cuatro aislamientos de P. ostreatus en Papa Sacarosa Agar

(PSA).

Obtenido el crecimiento activo y fresco de los aislamientos de P. ostreatus se procedi6 a la
instalacion de los tratamientos, sembrando cada aislamiento en seis placas petri.

La siembra se realizé el 02 de agosto de 2014, retirando con un sacabocado una rodaja
de agar invadida con micelios la cual fue colocada al centro de cada placa contenida con Papa
Sacarosa Agar (PSA). Inmediatamente cada placa sembrada se identific6 con un cédigo y fecha,
asimismo se trazaron con plumén indeleble dos didmetros perpendiculares entre si, para facilitar
las medicién del crecimiento radial de los micelios.

El procedimiento de siembra se llevé a cabo con todas la medidas de asepsia dentro de una
cdmara de flujo laminar con mechero prendido, mascarilla y constante limpieza de manos con

alcohol de 96°.

4.3.2. Instalacion del experimento

Las placas petri con Papa Sacarosa Agar (PSA) correctamente sembradas con los cuatro
aislamientos de P. ostreatus se instalaron y ordenaron estadisticamente bajo un Disefio
Completamente al Azar (DCA) con cuatro tratamientos y seis repeticiones, las cuales son
descritas y codificadas en el cuadro 7. La incubacién de las placas se realizé dentro de la
cdmara de flujo laminar a temperatura ambiente en un rango de 18 a 19 °C, registrados por un
termohidrémetro y mostrados en el anexo 7. La unidad experimental fue una placa petri
cultivada con un aislamiento de P. ostreatus en Papa Sacarosa Agar (PSA). El tnico factor

fueron los aislamientos de los hongos en estudio. Las unidades experimentales fueron seis por
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tratamiento y fueron distribuidas al azar.

Cuadro 7: Tratamientos descritos y codificados para la etapa in vitro de los cuatro

aislamientos de P. ostreatus cultivados en Papa Sacarosa Agar (PSA).

Tratamientos Codigo Descripcion
T1 HR Aislamiento 4 en PSA
T2 CR Aislamiento 2 en PSA
T3 UR Aislamiento 3 en PSA
T4 WR Aislamiento 1 en PSA

4.3.3. Variables evaluadas en el experimento

a) Velocidad de crecimiento micelial en placa (VCP)

Esta variable nos permitié evaluar el crecimiento micelial y 1a rapidez de colonizacién de los
aislamientos de P. ostreatus cuando son cultivados en condiciones in vitro sobre un medio
de cultivo Papa Sacarosa Agar. La velocidad de crecimiento micelial en placa se calculé
individualmente para cada unidad experimental registrando diariamente el crecimiento radial
de los micelios hasta que el radio promedio alcanz6 su méximo valor de 40 milimetros,
quiere decir que se midi6 la distancia recorrida de los micelios hasta llegar al borde de cada

placa en sus cuatro direcciones.

Los valores de velocidad de crecimiento micelial en placa fueron calculados con la siguiente

férmula:

RP act

VOP = 555

Donde:
m VCP: Velocidad de crecimiento micelial en placa, expresada en milimetros por dia
(mm/dfa).
» RP,: Radio promedio actual, expresado en milimetros (mm)
» DDSP: Dias después de la siefnbra en placa, expresado en dias (dfa).
De forma complementaria para corroborar un crecimiento micelial homogéneo de los cuatro

* aislamientos de P. ostreatus se calculd adicionalmente la tasa de crecimiento porcentual

diaria (TCPD) con la siguiente férmula:
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RP, act — RP, a.nt)

(
TCPD =
CPD T

* 100

s TCPD: Tasa de crecimiento micelial diario, expresada en porcentaje ( %).
s RPF,.: Radio promedio actual, expresado en milimetros (mm).

s RP,,: Radio promedio anterior, expresado en milimetros (mm).

b) Caracterizacion del micelio

Se realiz6 la caracterizacién del micelio de cada aislamiento de P. ostreatus en todo su
crecimiento y desarrollo hasta alcanzar el 1imite méximo de 40 milimetros de cada placa
petri. Se us6 la clasificacién de Santa Maria (2006) que considera micelios de trama rala (R)
o micelios de trama tupida (T). Este procedimiento se realizé de forma visual diariamente

en todo el perfodo de colonizacién.

Los datos de velocidad de crecimiento micelial en placa fueron procesados y analizados en
el Software Estadistico R v.3.0.3 (The R Foundation for Statistical Computing,
www.r-proyect.org) para el andlisis de variancia (ANVA) con el paquete “Agricolae”. Las

figuras se realizaron con el Software Estadistico GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, Inc.).
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4.4. Evaluacion de la produccion, crecimiento y desarrollo de cuatro

aislamientos de P, ostreatus cultivados en restos de cosecha

La etapa productiva consistié de varios procedimientos que abarcaron la preparacién del
inc’)culd hasta la cosecha final. Estos procedimientos siguieron un sistema de produccién para
el cultivo de P. ostreatus bajo un protocolo de desinfestacién del substrato por inmersion
en agua caliente esquematizado en la figura 3. Cada etapa del cultivo se realizé en diferentes
salas o recintos para completar cada fase, denominada por Albert6 (2008) como produccién

“polizona”.

Preparaciéon
del
inaculo

Preparacién o
siembra en placas

Preparacion
del
substrato

A

[ Inmersidn J —> (Escurrimientoj — L Inoculacién J—» Fmbolsado_ ]
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0
@
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Figura 3: Sistema productivo de P. ostreatus bajo un protocolo de desinfestacién por

inmersion en agua caliente adaptado de Batz (2010). Elaboracion propia.



4.4.1. Preparacion del inéculo o “semilla”

Con la finalidad de obtener la mayor cantidad de micelios con caracterfsticas ideales de
multiplicacién y que permitan una dptima colonizacién en los substrafos definitivos, se procedié
a la preparacién del inéculo o “semilla” empleando granos de trigo como substrato intermedio.

La preparacién del inéculo o semilla se realiz6 bajo un protocolo de esterilizacién “casera”
de los granos de trigo, esquematizada en la figura 4. El procedimiento comenzé con la
limpieza manual de los granos de trigo retirando las impurezas. En seguida los granos fueron
pre cocidos durante 20 minutos aproximadamente cuidando que los granos no revienten.
Después de escurrirlos, se redujo la humedad de las semillas esparciéndolas encima de una
mesa en forma de una capa delgada. Una vez que el trigo estuvo ventilado se colocaron en un
recipiente agrégéndoles 3.5 gramos de carbonato de calcio (CaCOs) y 13 gramos de yeso
(CaS04,2H50), cantidades usadas para preparar un kilogramo de trigo. El trigo cocido se
colocé en bolsas de polipropileno de 6 x 10 x 2 en cantidades de 150 gramos, colocando un
algodén en la entrada asegurado con una liga para facilitar el intercambio gaseoso.
Inmediatamente después fueron esterilizadas en una olla a presién casera con 1.6 litros de agua

por un lapso de una hora.

Limpiar el trigo
v
Pre cocer de 20 a 30 minutos
v
Mezclar con CaCO; (3.5gr/kg trigo)
v yeso (13 gr/kg trigo)
v
IEmbolsa;' {150 gr trigo / bolsa) l

Esterilizar en_ 1 hora efectiva

v

Inocular con Pleurotus ostreatus
(Siembra de placa-agar a trigo)
v

l Incubar de 7 a 8 dias en 'oscu:i'dadj
v o

Inoculacién o siembra al substrato

Figura 4: Flujo de la preparacion del inéculo o semilla bajo un protocolo de esterilizacion

casera de los granos de trigo. Elaboracién propia.
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Con el trigo cocido, embolsado y esterilizado se preparé el inéculo que fue utilizado para
la siembra en los substratos definitivos. Inicialmente se prepard el inéculo primario para luego

preparar el indculo secundario. La preparacién de ambos in6culos se describen a continuacién:

a) Preparacién del inéculo primario: Por cada aislamiento de P, ostreatus se seleccion6 en
Optimas condiciones una placa petri cultivada y evaluada en la etapa in vitro. En seguida
con ayuda de un bisturf se retiraron de cada placa seis porciones de agar las cuales fueron
colocadas al interior de una bolsa con los granos de trigo limpio y esterilizado. Por dltimo
las bolsas fueron cerradas y codificadas para dejarlas incubar aproximadamente por una
semana hasta completar la colonizacién de los granos de trigo. En total por cada aislamiento

en estudio se prepararon tres bolsas de indculo primario.

b) Preparacion del inéculo secundario: Por cada aislamiento de P. ostreatus se seleccion6
en Gptimas condiciones una bolsa de in6culo primario. En seguida con ayuda de una tijera
se realiz6 un orificio en una de sus esquinas de la bolsa de modo que permitiera la salida de
los granos de trigo colonizados, los cuales fueron distribuidos en doce bolsas con granos de
trigo limpio y esterilizado. Del mismo modo las bolsas fueron cerradas y codificadas,
dejandolas incubar por alrededor de una semana hasta completar la colonizacién de los
granos de trigo, quedando aptos para la siembra de los substratos definitivos. La cantidad
de inéculo secundario se calculé en funcién a la tasa de inoculacién empleada para la

siembra que fue el tres por ciento del peso hiimedo del substrato.

La inoculacién de los granos de trigo para ambos inéculos se realizé con los mayores
cuidados de higiene y limpieza dentro de la cdmara de flujo laminar, sin pérdidas de bolsas por
contaminacién. Ambos inéculos preparados fueron incubados en las mismas condiciones
dentro de la cdmara de flujo laminar en oscuridad total. Las bolsas inoculadas en ambos casos
fueron removidas por lo menos dos veces para garantizar una colonizacién completa y
homogénea. En total por cada bolsa de inéculo primario empleada se prepararon doce bolsas

de inéculo secundario.

4.4.2, Preparacion del substrato

Los substratos usados fueron panca de maiz y paja de arroz. La panca de mafz esta
compuesta por restos de hojas y tallos de las cosechas de maiz, provenientes de las zonas

rurales de Lima, generalmente estos restos son picados para alimentacién ganadera siendo

40



comercialmente vendidos en sacos. La paja de arroz esta compuesta de tallos y hojas
eliminadas después de la trilla, generalmente provenientes de las zonas productoras de arroz y
comercializadas en “pacas”, por lo tanto no son vendidas de forma picada. Ambos substratos
fueron adquiridos en centros de acopios cercanas al distrito de Huachipa.

La preparacion del substrato se realizé bajo el protocolo de desinfestacion del substrato
por inmersion en agua caliente e involucré6 una serie de procedimientos como la inmersién,
el escurrimiento, inoculacién o “siembra” y finalmente el embolsado del substrato, secuencia

observada anteriormente en la figura 3.

a) Inmersion

El substrato se distribuy6 en costales de tela adaptadas con una cremallera para facilitar la

manipulacién al momento de la inmersién en agua hervida.

Se llen6 a la mitad un cilindro metédlico de 200 litros de capacidad el cual se calenté con
una cocina a gas de dos homnillas adaptada artesanalmente con ladrillos que sirvieron de
soporte al cilindro. El agua se calent6 hasta alcanzar una temperatura de 70°C+2
monitoreado con un termdémetro digital de vastago, momento en que los costales fueron
sumergidos rdpidamente provocando un “choque” térmico dejéndolos en reposo en ese

estado aproximadamente por dos horas.

Para la inmersién del substrato se utiliz siempre la misma agua, se completé con més
cantidad cuando ésta disminufa por absorcién de los costales con substrato. En cada adicién
de agua o para una nueva sumersién se esperdé aprox. 30 minutos para que alcance

nuevamente la temperatura deseada.

b) Escurrimiento

Concluida la inmersion en agua caliente, los costales con substrato se retiraron del cilindro
para ponerlos a enfriar y dejarlos escurrir durante 24 horas sobre una repisa metélica, de ese
modo asegurar que tengan una adecuada humedad alrededor del 70 % como lo recomiendan
(Garcfa, 2000) y Albertd (2008). En ese sentido los costales con substrato fueron pesados
antes de la inmersién y después del escurrimiento, valores que sirvieron para calcular la
humedad inicial del substrato antes de realizar la siembra. De forma complementaria y como
método préctico también se corrobord la humedad presionando con las manos el substrato

para asegurarnos que no haya méis de dos gotas de agua excedente. Pasado el perfodo de
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escurrimiento y comprobando que la humedad sea la adecuada el substrato estuvo listo para

realizar la siembra.

¢) Inoculacion o “siembra”

El procedimiento se realizé el dia 19 de septiembre del 2014, utilizando una tarima limpia
como base de trabajo. Para la inoculacidn en panca de maiz se empled la “siembra en masa”
y para la inoculacién en paja de arroz la “siembra alternada”, métodos que se utilizaron para

lograr una mezcla mds homogénea en ambos casos.

Para realizar la siembra en panca de mafz, el substrato preparado se extendidé en toda la
superficie de la tarima, en seguida se esparcieron las semillas del inéculo secundario
distribuyéndolas homogéneamente encima del substrato y por tltimo se hizo la mezcla con

las manos hasta que quede completamente uniforme, quedando listo para el embolsado.

La siembra en paja de arroz se realizé al momento del embolsado, alternando una capa de
substrato con una capa de semilla de inéculo secundario sucesivamente hasta completar el
llenado de la bolsa. Es muy importante aclarar que este método de siembra se ejecut6 porque
la paja de arroz genera mucho volumen y espacios vacios, debido a que no es vendida de

forma picada.

Como se indicé anteriormente la cantidad de in6culo secundario utilizado fue calculada al
tres por ciento del peso hiimedo del substrato, un valor aceptable dentro del rango sugerido
por Albert6 (2008) que van del tres al cinco por ciento para los valores de tasa de

inoculacion.

Es muy importante acotar que todo el proceso de siembra se llevé a cabo con los mayores
cuidados de asepsia, en ese aspecto se realizaron aspersiones de alcohol de 96° en la
superficie de la tarima, como en brazos y manos asimismo se evité hablar durante el

proceso.

d) Embolsado

La panca de maiz adecuadamente sembrada se 1lené en bolsas de polipropileno de 14 x 20 x
2, hasta alcanzar un peso equivalente a un kilogramo de peso seco, finalmente cada bolsa fue
cerrada adecuadamente mediante un nudo. Para el caso de 1a paja de arroz como se indicé
el embolsado se realizé al momento de la siembra en bolsas de polipropileno de 16 x 24 x 2

hasta alcanzar un kilogramo equivalente en peso seco, de igual manera las bolsas se cerraron

42



mediante un nudo.

Culminando el embolsado y antes de iniciar la incubacién se distribuyeron cuatro cortes
longitudinales parciales por lado en cada bolsa para permitir el intercambio gaseoso. En total
se embolsaron 64 bolsas que conformaron las unidades experimentales, 32 bolsas de panca
de mafz y 32 bolsas de paja de arroz que dieron cuatro tratamientos y ocho repeticiones
por cada aislamiento de P. ostreatus respectivamente, los cuales fueron codificados y luego
ordenados aleatoriamente para la instalacién del experimento e iniciar las evaluaciones en

las siguientes fases del cultivo.

4.4.3. Incubacion

En esta fase del experimento, se ordenaron aleatoriamente las unidades experimentales en
la sala de incubacion segiin un Experimento Factorial 4 X 2 conducido bajo un Disefio
Completamente al Azar (DCA) donde permanecieron en oscuridad hasta completar la
colonizacién del substrato. Cada unidad experimental estuvo compuesta por una bolsa
contenida de substrato inoculado con micelios de P. ostreatus.

El registro de las temperaturas internas de cada unidad experimental se midi6 introduciendo
el véstago de un termémetro digital previamente desinfectado con alcohol de 96° pasadas las 24
horas después de la siembra e instalacién, dia que fue considerado y registrado como el primer
dia después de la siembra (1 DDS). La humedad relativa y la temperatura del ambiente se
registraron diariamente con un termohidrémetro digital. Estas medidas sirvieron de mucho para
dar un seguimiento al rango de temperaturas ptimas e ideales de esta fase.

Ademés se registré el niimero de dias que demor¢ cada unidad experimental para completar
la fase de incubaci6n, dato que permiti6 evaluar la velocidad de crecimiento en substrato (V' C'S)
de cada aislamiento de P. ostreatus. En ese sentido cada unidad experimental fue medida en
todas sus dimensiones que son semejantes a un cilindro de base eliptica, midiendo el didmetro
mayor y menor de la base como también lé altura de la misma.

Cada unidad éxperimental complet6 la fase de incubacién en diferentes dias. Sin embargo
para ambos casos fue muy importante esperar la colonizacién total de todas las unidades
experimentales en cada substrato pafa que tengan el mismo dia de induccién.

En este proceso se mantuvieron en todo momento pricticas de higiene al ingresar a la sala
de incubacién realizando aspersiones de Hipoclorito de Sodio al 0.5 % a la planta de los zapatos,

limpieza de manos con alcohol de 96° y uso de mandil.
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4.4.4. Induccion

Esta fase consisti6 en cambiar las condiciones ambientales dé temperafura, humedad,
fotoperiodo y ventilacién para inducir la salida de los primordios' de los hongos que
posteriormente permitieron la fructificacién.

Las unidades experimentales completamente colonizadas se trasladaron a la sala de
induccién-fructificacién en el mismo orden aleatorio realizado en la fase anterior. Una vez
trasladadas fueron colgadas y distribuidas a lo largo de unos listones metédlicos con unos
ganchos acerados que iban amarrados con una cinta de tela en el nudo de cada bolsa. En
seguida se realizaron seis cortes longitudinales parciales de tres centimetros de largo separados
de 10 a 15 centimetros unos de otros, este procedimiento se realizé con una cuchilla o hoja de
afeitar desinfectada con alcohol de 96° en cada corte.

Posteriormente se regé con el atomizador un rocio fino en cada bolsa, acto que se realizé
diariamente hasta la aparicién de los primeros primordios. Para esta etapa fue importante
realizar riegos diarios al ambiente en paredes y piso para mantener la humedad entre 90 y 95 %
recomendado por Stamets & Chilton (1983).

Los aislamientos de P. ostreatus sembrados en panca de maiz fueron inducidos a los 12
DDS vy los que fueron sembrados en paja de arroz fueron inducidos a los 16 DDS, que serdn
considerados también como el dfa cero después de la induccién (0 DDI), respectivamente en

ambos casos.

4.4.5. Fructificacion

Los primordios se comenzaron a observar a partir de los tres a cinco dias después de la
induccién para los aislamientos de P. ostreatus sembrados en panca de maiz y de cinco a siete
dfas después de la induccién para aquellos que fueron sembrados en paja de arroz.

Los primordios de los aislamientos de P. ostreatus en su primer estadio visible de
desarrollo presentaron un aspecto de cabezuela oscura que a pocos dias cambiaron a color
castafia, para luego enlongarse y formar el estipite o tallo. Generalmente estos primordios
salieron unidos compartiendo una base comiin, que en micologfa la denominan fasciculados o
formando “clusters”.

Una vez que aparecieron los primordios se suspendi6 el riego de rocio sobre las unidades
experimentales hasta su momento de cosecha, sin embargo los riegos continuaron en el

ambiente para mantener las condiciones de humedad. Las condiciones de aireacion se
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controlaron encendiendo un extractor de aire seis horas al dia.

4.4.6. Cosecha

Cuando los primordios completaron su desarrollo y alcanzaron su ptimo de cosecha o
estadio III segiin Albert$ (2008), se procedi6 a cortar los basidiocarpos con uso de guantes y/o
limpieza de las manos con alcohol de 96°. Para los aislamientos de P. ostreatus cultivados en
panca de maiz la cosecha inicié a los 20 DDS (o 8 DDI) pero para lo que fueron sembrados en
paja de arroz inici6 a los 27 DDS (o 11 DDI).

La cosecha se realiz6 abrazando la base de los basidiocarpos entre los dedos de la mano
girando levemente hasta retirarlos de la bolsa, sin embargo algunos autores como Sédnchez
(1994) sugieren usar un cuchillo bien afilado cortando la base del racimo de los basidiocarpos,

- préctica que a criterio personal y por cuestiones de seguridad decidi no emplear porque si los
cortes no son realizados con cuidado pueden realizarse perforaciones en las bolsas o realizar
cortes involuntarios en las manos.

Los basidiocarpos cosechados fueron pesados en una balanza digital sobre una bandeja
pléastica previamente tarada, valor que fue registrado como peso fresco (PF). Las cosechas se
evaluaron por “oleadas”en intervalos de 10 a 13 dias segiin ¢l periodo de descanse o de
recuperacion inherente de cada aislamientos de P. ostreatus en evaluacién. En cada cosecha se
registraron fotograficamente los basidocarpos antes y después de cosechar tanto en su estado
“Cluster” como separados individualmente. De cada basidiocarpo individual se midi6é y
registr6 el didmetro del pileo o sombrero.

En todo el proceso de cosecha se realizaron pricticas con los mayores cuidados de higiene,

usando guantes, mandil y limpieza de instrumentos con alcohol de 96°C.

4.4.7. Diseiio experimental

Los substratos sembrados con cada aislamiento de P. ostreatus y correctamente
embolsados fueron ordenados aleatoriamente seglin un Experimento Factorial 4X2 conducido
bajo un Disefio Completamente al Azar (DCA) en toda su etapa productiva descritos
anteriormente en la fase de incubacién. La unidad experimental estuvo constituida por una
bolsa de polipropileno llena con substrato inoculado de micelios de P. ostreatus. Los factores a
analizar fueron dos: Los aislamientos y los tipos de substrato. El factor aislamiento consté de

los cuatro aislamientos de P. ostreatus evaluados anteriormente en la etapa in vitro. El factor
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substrato tuvo dos tipos: panca de mafz y paja de arroz. Las unidades experimentales fueron
ocho por tratamiento las que fueron distribuidas al azar. Los tratamientos codificados

aleatoriamente son descritos en el cuadro 8.

Cuadro 8: Tratamientos descritos y codificados para la etapa productiva de los cuatro

aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz y paja de arroz

Tratamientos Codigo Descripcion

T1 AI1PJ |[Aislm. 1 cultivado en panca de maiz
T2 A2PJ |Aislm. 2 cultivado en panca de maiz
T3 A3PJ |Aislm. 3 cultivado en panca de maiz
T4 A4PJ |Aislm. 4 cultivado en panca de maiz
T5 A4PC |Aislm. 4 cultivado en paja de arroz
T6 A3PC |Aislm. 3 cultivado en paja de arroz
T7 A2PC |Aisim. 2 cultivado en paja de arroz
T8 A1PC |Aislm. 1 cultivado en paja de arroz

4.4.8. Variables evaluadas en el experimento

a) Velocidad de crecimiento micelial en substrato (VC.S)

Esta variable nos permitié evaluar el crecimiento micelial de los aislamientos de P. ostreatus
en su fase de incubacién, asi como su rapidez de colonizacién cuando son cultivados en

. substratos lignocelulésicos diferentes.'

La velocidad de crecimiento micelial en substrato se calculé individualmente para cada
unidad experimental registrando el nimero de dias después de la siembra (DDS) que
necesit6 para completar su maxima colonizacién del substrato en la etapa de incubacién y

calculando un radio especifico de crecimiento.

El radio especifico de crecimiento se calcul$ hallando el radio de una esfera en funcién al
volumen de un cilindro de base eliptica, justamente aprovechando la semejanza que tiene
una unidad experimental a un volumen del mismo tipo. La ecuaci6n se muestra en ¢l anexo

9.

Los valores de velocidad de crecimiento micelial en substrato se calcularon con la siguiente

férmula;
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Res

VCS=$p3

Donde:

» V(CS: Velocidad de crecimiento micelial en substrato, expresada en centimetros por

dia (cm/dfa).
- m R,s: Radio de la esfera, expresado en centimetros (cm).

» DDS: Dfas después de la siembra, expresado en dias (dfa).

b) Eficiencia bioldgica (£ B)

Esta variable es un indicador del rendimiento muy utilizado en sistemas productivos de
hongos comestibles como es el caso de P. ostreatus. La eficiencia biolégica expresa el
porcentaje de hongos frescos obtenidos en relacion con la materia seca del substrato. Segtin
Sanchez & Royse (2002) y Albert6 (2008) generalmente para un substrato a base de restos
de gramineas con un 70 % de humedad, la eficiencia bioldgica puede estar entre los

intervalos de 50 a 170 % o 80 a 150 %, respectivamente.

La eficiencia bioldgica fue calculada individualmente para cada unidad experimental al final
del perfodo productivo registrando el peso fresco total de los basidiocarpos cosechados y el

peso seco del substrato.

Los valores de eficiencia biolégica se calcularon con la siguiente formula:

PF

= pgg * 100

EB

Donde:

= E B: Eficiencia bioldgica, expresada en porcentaje ( %).
n PF,,: Peso fresco total de basidiocarpos, expresado en kilogramos (kg).

= PSS Peso seco del substrato, expresado en kilogramos (kg).
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c) Tasade pfoducci(m (1)

Esta variable segiin Sanchez & Royse (2002) relaciona la eficiencia bioldgica y el tiempo
en dias para completar un ciclo del cultivo o perfodo productivo (PP) a partir de la siembra .
Bdsicamente indica el potencial productivo diario de un determinado hongo después de ser
sembrado.

La tasa de produccién se calculé individualmente para cada unidad experimental

registrando los valores obtenidos de la eficiencia biolégica y el niimero de dias que necesité

para completar su periodo productivo a partir de la siembra.
Los valores de tasa de produccién se calcularon con la siguiente férmula:
EB

szﬁ—-

Donde:

= T, Tasa de produccién, expresada en porcentaje ( %).
» E'B: Eficiencia bioldgica, expresada en porcentaje ( %).

s P P: Periodo productivo a partir de la siembra, expresado en dias (dfa).

d) Precocidad (P.;)

Esta variable es el intervalo de tiempo promedio que demora un hongo para producir una
oleada productiva después de ser inducida o cosechada, de modo que si un hongo es més
precoz puede significar més perfodos productivos al afio, lo cual representa una constante
producci6n de basidiocarpos frescos y por lo tanto mayor cantidad de ventas. Muchos
autores como Alberté (2008) denominan a esta caracteristica como el tiempo de

recuperacion que requiere un hongo para realizar la cosecha de basidiocarpos frescos.

La precocidad se calculé individualmente para cada unidad experimental registrando las
fechas en que se realizé cada cosecha, calculando el espacio de tiempo que hay entre cada
oleada productiva y considerando el nimero de oleadas producidas. En pocas palabras se

promediaron los intervalos de tiempo que hay entre una y otra oleada productiva.

Los valores de precocidad se calcularon con la siguiente férmula:

(81 +to + t3)

Fa=""—%5
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Donde:

» P4 Precocidad promedio, expresada en dias.

t1: Intervalo de tiempo para obtener la primera oleada.

to: Intervalo de tiempo para obtener la segunda oleada.

t3: Intervalo de tiempo para obtener la tercera oleada.

NO: Niimero de oledadas.

e) Razén de produccion (Ry)

Segtin Ard6n (2007) esta variable nos permite evaluar la precocidad del material genético, la
eficacia del nimero de oleadas aprovechadas y el sistema productivo en funcién del tiempo.
Relaciona la cantidad de hongos frescos cosechados por cada unidad de tiempo empleado
para producirla. Es un referente teérico de la razén de cambio de la produccién de carpéforos
respecto al tiempo y un indicador de la capacidad instalada, es un valor productivo que todo

productor busca superar.

La razén de produccién se calculé individualmente para cada unidad experimental
registrando el peso fresco total de los basidiocarpos cosechados, el mimero de oleadas
productivas y la precocidad promedio. Cabe resaltar que esta variable fue calculada como
un referencial de produccién porque en este caso se esti asumiendo que el perfodo
productivo es el producto de la precocidad promedio por el niimero de oleadas. Por tltimo

esta variable fue calculada para 100 unidades productivas para facilitar los célculos.

Los valores de razén de produccién se calcularon con la siguiente férmula:

_ PFto

Donde:

= R,: Razén de produccidn, expresada en kilogramos por dia (kg/dia).

PF,,: Peso fresco de cosecha total, expresado en kilogramos (kg).

m P, Precocidad promedio, expresada en dias (dia).

NO: Nimero de oleadas.
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f)

g

Biodegradacién del substrato (B;)

Segiin Monterroso (2007), la importancia del célculo de la biodegradacién del substrato por
una cepa es que provee, a grandes rasgos y sin requerir de un andlisis profundo, una idea
general de la facilidad que tendrdn las plantas en absorber los nutrientes contenidos en los
substratos, después de que fueron usados por estos hongos ]ignocelulésicbs para su desarrollo
y fructificacién, los cuales, eliminaron en gran medida, lignina y celulosa de la cual se

alimentaron.

La biodegradacién del substrato se calculé individualmente para cada unidad experimental
registrando el peso hiimedo inicial y el peso hiimedo final al terminar el periodo productivo.
Esta variable se calcul6 para explicar de forma referencial la cantidad de substrato hiimedo que
fue degradado y absorbido por los aislamientos de P. ostreatus los cuales utilizaron para su
crecimiento hasta la produccién de cuerpos fructiferos, situacién que se traducirfa como una
rdpida liberacién de nutrientes que podrfan ser aprovechadas por las plantas cuando los

substratos sean incorporados al suelo.

Los valores de biodegradacién del substrato se calcularon con la siguiente férmula:

_ (PSHn — PSHyyy)
B PSH,,;

B, * 100

Donde:

= B,: Biodegradaci6n del substrato, expresada en porcentaje ( %).
» PSH,,;: Peso del substrato himedo inicial, expresado en kilogramos (kg).

» PSHjy;,: Peso del substrato imedo final, expresado en kilogramos (kg).

Tamaiio de sombrero o pileo de los basidiocarpos

Segtin Albert6 (2008) el tamafio y/o forma de los pileos o sombreros estdn influenciados por
las condiciones ambientales que afectan directamente a la calidad de las cosechas. El exceso
CO, produce elongaci6n en los estipites y disminucién drdstica de los rendimientos. En ese
aspecto si no se suministra una adecuada cantidad de aire, los pileos sufrirfan deformaciones

ocasionando mermas en la produccion.

Segiin Ardén (2007) el dismetro de los pileos de P. ostreatus en condiciones ambientales

ideales van de 5 a 25 centimetros de didmetro ampliamente convexo y algunas veces casi plano
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h)

i)

D

en la madurez con un margen lobulado a ondulado, sin embargo cuando es joven presenta una
superficie lisa. Presenta una lamela formada por agallas' decurrentes de color blanco,
amarillentas en estado avanzado de desarrollo y sin presentar pubescencia. Por su parte el
estipite es corto y grueso, de 0.5 a 3 centimetros de longitud, dé 0.5 a 2 centimetros de espesor,

y por ultimo es excéntrico o lateral con pubescencia densa de color blanco en la base.

Con esa informacion, en cada cosecha se registr6 el didmetro de cada sombrero o pileo para
luego ser clasificados segin su tamaiio. La clasificaciéon del diametro de los pileos segtn su

tamafio se pueden observar en el anexo 8.

Temperatura interna de las unidades experimentales

Esta variable se registr6 a través del uso de un termémetro digital con vastago, que sirvié para
dar un seguimiento a las temperaturas internas de cada unidad experimental asegurdndonos que
se mantenga dentro de los rangos de temperatura ideales en cada fase del cultivo, hasta finalizar

su periodo productivo.

Temperatura del ambiente

Esta variable se registré a través del uso de un termohidrémetro digital, para mantener los rangos

de temperatura ideales para la produccién de hongos comestibles en toda su etapa productiva.

Humedad del substrato inicial (H)

La humedad del substrato se calculé después del escurrimiento y antes de la siembra,
considerando como peso seco el peso del substrato comprado y adquirido en los centros de

acopio.

La humedad del substrato se calcul6 con la siguiente férmula:

_ (PSHp — PSS)

HS = PSHzm x 100

Donde;

» Hg: Humedad del substrato antes de la siembra, expresada en porcentaje ( %).
» PSH,,;: Peso del substrato hiimedo inicial, expresado en kilogramos (kg).

m PSS: Peso seco del substrato, expresado en kilogramos (kg).
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k) Humedad Relativa

Esta variable se registré a través del uso de un termohidrémetro digital, para mantener los rangos

de humedad ideales para la produccién de hongos comestibles en toda su etapa productiva.

Los datos de velocidad de crecimiento micelial en substrato, eficiencia biol6gica, tasa de
produccién, precocidad, razén de produccién y biodegradacién del substrato, fueron
procesados y analizados en el Software Estadfstico R v.3.0.3 (The R Foundation for Statistical
Computing, www.r-proyect.org) para el andlisis de variancia (ANVA) con el paquete
“Agricolae”. Las figuras se realizaron con el Software Estadistico GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, Inc.).

52



5. Resultados y Discusiones

5.1. Evaluacién del crecimiento y desarrollo de cuati'o aislamientos de P
ostreatus cultivados en Papa Sacarosa Agar (PSA) en condiciones in
vitro

5.1.1. Velocidad de crecimiento micelial en placa (VCP)

En el cuadro 9 y la figura 5 se puede observar la velocidad de crecimiento micelial en
placa obtenidas por los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en Papa Sacarosa Agar
(PSA). Los resultados del ANVA mostrados en el anexo 10 indicaron que existen diferencias
significativas entre los aislamientos.

El promedio general de las unidades experimentales fue de 3.79 para los valores de
velocidad de crecimiento micelial en placa (VCP), expresados en milimetros por dia
(mm/dfa).

El aislamiento A4 obtuvo el valor més alto con 4.08 de VCP. Los aislamientos A3 y Al
obtuvieron valores promedio con 3.91 y 3.81 de VCP, respectivamente. El aislamiento A2
obtuvo el valor mds bajo con 3.48 de VCP. '

Los aislamientos A4, A3 y Al no presentaron diferencias significativas entre si. El

aislamiento A2 presenté diferencias significativas con los aislamientos A4, A3 y Al.
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Cuadro 9: Resultado promedio de cada variable analizada en funcion a los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en
Papa Sacarosa Agar (PSA), en la etapa in vitro y cultivados en restos de cosecha, en la etapa productiva.

Variables evaluadas

Velocidad

.dL'L Eficiencia Tasa de
crecuniento

Aislamientos : micelial en - biologica  produccion
: micelial en = s
placa (%) (%)

{(mm/dia) substrato
'( (em/fdia)

. Velocidad de
. crecimiento

Razon de Biodegradacion
produccion  del substrato
(kg/dia) (%)

Precocidad
(dias)

Al 3.81 83.15

a| 118 a al 158 ¢ | 1321 a | 213 b| 3939 be
A2 348 b| 122 a| 7566 b| 168 bel| 1079 ¢ | 240 a| 3647 ¢
A3 391 a| 099 b| 8819 a| 18 a | 1173 bc| 253 a| 4177 b
A4 408 a| 092 b| 841 a| 175 ab| 1194 b | 243 a| 4700 a
Coeficientede 4,0, 10.82%  6.77% 8.06% 8.54% 9.49% 8.69%
variabilidad

(1) Comparacion de medias de tukey con o =0.05
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Figura 5: Resultado promedio de la velocidad de crecimiento micelial en placa de los

cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en Papa Sacarosa Agar (PSA).

Analizando complementariamente la figura 6, que muestra la tasa de crecimiento
porcentual diaria (7°C P D), podemos observar que los aislamientos de P. ostreatus alcanzaron
su mdximo valor porcentual a las 48 horas o cuatro dfas después de la siembra en placa (4
DDSP). También se puede notar que los aislamientos de P. ostreatus tienen diferentes picos de
crecimiento micelial, que podrian explicar el tipo de colonizacién micelial al momento de
colonizar el PSA. Asimismo todos los hongos tienen un descenso de su T'C D P hasta alcanzar
su valor minimo a cero, a excepcién del aislamiento A2 que a partir de los 144 horas o 12

DDSP su valor porcentual pricticamente se mantuvo constante hasta el final de la evaluacién.
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Figura 6: Tasa de crecimiento porcentual diario de los micelios para la etapa in vitro de

los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en Papa Sacarosa Agar (PSA).

Los resultados obtenidos para la velocidad de crecimiento micelial en placa en la etapa in
vitro nos proporcioné una idea general del comportamiento de cada hongo en estudio, que
podria variar segiin las condiciones de temperatura a las que son incubadas. Segtin Chang &
Miles Philip (2004), Del Pilar et al. (2010) y Salmones et al. (1997) generalmente las
temperaturas 6ptimas de incubacién son de 25 °C, un valor que no se cumplié porque la
incubacidn fue realizada a temperatura ambiente en un rango de 18 a 19 °C mostradas en el
anexo 7. Otros factores que podrian haber influenciado son el lugar de procedencia, el tipo de
conservacion y la edad del inéculo. Por ejemplo el aislamiento A2 que obtuvo el menor valor
de VCP, provino de una localidad donde posiblemente las temperaturas sean mds cdlidas. Las
placas iniciales con micelios activos y frescos usadas para la transferencia e instalacién del
experimento fueron preparadas y sembradas a partir de un tubo de ensayo para el aislamiento
A2 y de tres placas petri para los aislamientos Al, A3 y A4 las cuales tuvieron diferentes
edades de conservacion.

Los aislamientos de P. ostreatus alcanzaron una colonizacién normal y homogénea,
inclusive la tendencia del crecimiento micelial graficada en una curva de crecimiento micelial

la cual puede ser observada en el anexo 5, coinciden similarmente con los resultados de Suérez
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(2010) cuando graficé la curva de crecimiento micelial de P. ostreatus utilizando tres medios
de cultivo, entre ellos, Papa Dextrosa Agar (PDA) que tiene caracteristicas similares al medio
de cultivo usado en este experimento. | |
Analizar la velocidad de crecimiento micelial en esta etapa, se intenté dar un alcance a
las posibles diferencias que podrfan tener los cuatro aislamientos de P. ostreatus en su etapa
productiva. En ese sentido con los resultados obtenidos a este nivel, podemos entender que el
aislamiento A2 ya mostraba diferencias con los demds hongos en estudio, situacién que se fue

comprobando estadfsticamente en el transcurso de la investigacién.

5.1.2. Caracterizacion del micelio

La evaluacidn se realizé diariamente de forma visual registrando el estado de cada placa por
medio de fotografias. Las placas contenidas con el medio de cultivo completamente colonizados
fueron caracterizados en el cuadro 10 las cuales pueden ser visualizada en la figura 7. La
caracterizacion se realizé en base a la distribucién del micelio al momento de colonizar la

superficie del medio de cultivo: en micelios de trama tupida (T) y micelios de trama rala (R).

Cuadre 10: Caracterizacion del micelio de los cuatro aislamientos de P. ostreatus
cultivades en Papa Sacarosa Agar (PSA) segin micelios de trama tupida (T) o micelios

de trama rala (R).

Caracterizacién del micelio Trama
T1 (Aislamiento A4 en PSA) | Tupida

T2 (Aislamiento A2 en PSA) | Tupida
T3 (Aislamiento A3 en PSA) Rala
T4 (Aislamiento Al en PSA) | Tupida

43789
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Figura 7: Placas petri contenidas con Papa Sacarosa Agar (PSA) totalmente colonizadas
por micelios de P ostreatus, donde a.Tl:Aislamiento A4, b.T2:Aislamiento A2,
c.T3:Aislamiento A3, d.T4:Aislamiento Al.

En esta evaluacién jug6 un papel importante la percepcién del evaluador, segiin el grado de
dificultad para realizar 1a medicion radial de cada aislamiento de P. ostreatus en todo el tiempo
de incubacién y crecimiento sobre el medio de cultivo. Esta variable fue cualitativa y para
este experimento no siguié una evaluacién estadistica por lo tanto solo debe ser considerada
de caricter referencial. La clasificacién fue tomada de Santa Maria (2006) pero aplicado para

evaluar el crecimiento micelial al momento de colonizar el medio de cultivo en la-etapa in vitro.
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5.2. Evaluacion de la produccion, crecimiento y desarrollo de cuatro

aiSlamientos de P, ostreatus cultivados en restos de cosecha
5.2.1. Velocidad de crecimiento micelial en substrato (V CS)

En el cuadro 11 y la figura 8 podemos observar la velocidad de crecimiento micelial en
substrato obtenida en cada tratamiento formado por la interaccién aislamiento x substrato en la
fase de incubacién. Los resultados del ANVA mostrados en el anexo 11 indican que no existen
. diferencias significativas entre las interacciones aislamiento x substrato, pero si diferencias
significativas entre los aislamientos y diferencias significativas entre los substratos utilizados.

El promedio general de las unidades experimentales es de 1.08 para los valores de velocidad |
de crecimiento micelial en substrato (V' CS), expresados en centimetros por dia (cm/dfa).

El tratamiento T2 (A2PC) obtuvo el promedio més alto con 1.32 de V'C'S. Los tratamientos
T1 (A1PC), T7 (A2P)), T3 (A3PC), T8 (AlPJ), T4 (A4PC) y T6 (A3PJ) obtuvieron valores
promedios con 1.28, 1.12, 1.09, 1.08, 0.99 y 0.89 de V'S, respectivamente. El tratamiento TS
(A4PJ) obtuvo el promedio més bajo con 0.84 de VC'S.

El tratamiento T2 (A2PC) no presentd diferencias significativas con el tratamiento Tl
(A1PC). El tratamiento T1 (A1PC) no present6 diferencias significativas con los tratamientos
T2 (A2PC) y T7 (A2P]). El tratamiento T7 (A2PJ) no present6 diferencias signiﬁcativas con
los tratamientos T1 (A1PC), T3 (A3PC), T8 (A1PJ) y T4 (A4PC). Los tratamientos T3
(A3PC), T8 (AIP]) y T4 (A4PC) no presentaron diferencias significativas entre si. Los
tratamientos T4 (A4PC), T6 (A3PJ) y T5 (A4PC) no presentaron diferencias significativas

entre si.
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Cuadro 11: Resultado promedio de cada variable analizada en funcién a los tratamientos formados por la interaccién de los

cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz y paja de arroz, en la etapa productiva.

Variables evaluadas'

Velocidad |
G Eficiencia ~ Tasade .. . Razonde Biodegradacion
Tratamientos Interaccion tﬁfg;:ﬁ':? bioldgica  produccion 16(%?;; ) a produccion  del substrato
wbstato (%) @ i) )
{cim/dia)
T1 Aislamiento Al enpancademaiz | 128 ab| 9088 bc| 18 b | 1208 b | 251 b 4352 bc
T2 Aislamiento A2 en pancade maiz | 1.32 a 8463 ¢ 206 ab| 971 ¢ {291 a 39.00 cde
T3 Aislamiento A3 enpancademaiz | 1.09 ¢ | 10294 a 226 a | 11.17 bec| 3.07 a 4581 b
T4 Aislamiento A4 en pancademaiz | 0.99 cd | 9688 ab| 208 ab| 1175 b | 281 ab | 5177 a
T5 Aislamiento A4 enpajadearroz | 0.84 d | 7394 d 141 ¢ | 1213 b | 2.04 ¢ 4224 bed
T6 Aislamiento A3 en pajade arroz | 0.89 d 7344 d 139 ¢ | 1229 b | 199 ¢ 37.74 de
T7 Aislamiento A2 en pajadearroz | 1.12 bc | 6669 d 130 ¢ | 11.88 b | 1.89 ¢ 33.94
T8 Aislamiento Al en pajadearroz | 1.08 ¢ 7543. d 128 ¢ 11433 a | 175 ¢ 35.26
Coeficiente de variabilidad 10.82% 6.77% 8.06% 8.54% 9.49% 8.69%

(1) Comparacién de medias de tukey con o =0.05
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Figura 8: Resultado promedio de la velocidad de crecimiento micelial en substrato, en
funcién a los tratamientos formados por la interaccion de los cuatro aislamientos de F.

ostreatus cultivados en panca de maiz y paja de arroz.

En el cuadro 9 y la figura 9 se puede observar la velocidad de crecimiento micelial en
substrato, en funcién a los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha.
Los aislamientos A2 y Al obtuvieron los valores mds altos con 1.22 y 1.18 de VCS. Los
promedios obtenidos por los aislamientos A3 y A4 obtuvieron los valores més bajos con 0.99 y
092de VCS.

Los aislamientos A2y A1 no presentaron diferencias significativas entre si, pero presentaron
diferencias significativas al compararlos con los aislamientos A3 y A4. Los aislamientos A3 y

A4 no presentaron diferencias significativas entre si.
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Figura 9: Resultado promedio de la velocidad de crecimiento micelial en substrato, en

funcion a los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha.

En el cuadro 12 y Ila figura 10 se puede observar la velocidad de crecimiento micelial
en substrato, en funcién a los substratos inoculados por los aislamientos de P. ostreatus. Se
obtuvieron mejores resultados en los substratos cuya composicién fue panca de maiz logrando
el mayor promedio con 1.17 de V'CS, por su parte se obtuvieron resultados menores en paja de

arroz con 0.99de VCS.
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Cuadro 12: Resultado promedio de cada variable analizada en funcién a los substratos inoculados con los
cuatro aislamientos de P. ostreatus, en la etapa productiva.

Variables evaluadas

Panca de maiz 1.17 a 93.83 a 2.07 a| 1266 a| 282 a 45.03 a
Paja de arroz 099 b 72.37 b 1.35 b| 11.18 b| 192 b 37.29 b

Coeficiente de )¢50, 6.77% 8.06% 8.54% 9.49% 8.69%
variabilidad

(1) Comparacion de medias de tukey con o =0.05
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Figura 10: Resultado promedio de la velocidad de crecimiento micelial en substrato, en

funcion a los substratos inoculados con los cuatro aislamientos de P. ostreatus.

Esta evaluacién corrobor6 el comportamiento de cada aislamiento obtenido anteriormente
en la etapa in vitro, pero esta vez sometidos a substratos de origen vegetal, sin embargo los
resultados mostraron lo contrario, en esta ocasién los aislamientos A2 y Al obtuvieron los
mejores resultados. Este comportamiento pudo estar influenciado por la granulometria del
substrato, las temperaturas encontradas en los substratos en la etapa de incubaci6n (entre 21 a
25 °C) o por la cantidad de semilla o tasa de inoculacién utilizada (en este caso 3 %), que
pudieron permitir una rapida colonizacién.

Los resultados del ANVA mostraron que no existe interaccién aislamiento x substrato,
caso que nos sugiere interpretar que los aislamientos tendrdn el mismo comportamiento en
términos de velocidad de crecimiento micelial y/o velocidad de colonizacién en panca de maiz
y paja de arroz, pricticamente el crecimiento micelial y el nimero de dfas que demorarfan en
1a etapa de incubacién para completar la colonizacién del substrato serian similares en ambos
casos.

Una situacién importante a considerar es que los substratos en evaluacién no tuvieron el
mismo tamafio de particula, factor que puede afectar directamente a la velocidad de
colonizacion, debido a que se utiliz6 los substratos disponibles en el mercado sin modificar sus

caracteristicas granulométricas, solo la panca de maiz se adquirié de forma picada.
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Saber que un aislamiento presenta mayor velocidad de éolonizacién, segin Stamets &
Chilton (1983) permitirfa reducir las contaminaciones en la etapa de incubacién que duran
generalmente de 10 a 14 difas, rango de dfas que ha coincidido con los resultados del
experimento para esta variable.

La variable en estudio fue calculada a partir de la estimacién de un radio de crecimiento entre
los dias que necesit6 cada aislamiento de P. ostreatus para completar “visiblemente” su méxima
colonizacién en el substrato. En esta etapa de incubacién no se pudo corroborar si el micelio
tuvo una colonizacion completa o superficial del substrato realizando una abertura interna de
cada bolsa, evaluacién hecha en otras especies como en Agrocybe cilindracea desarrollada por
Santa Maria (2006), debido que el perfodo productivo de P. ostreatus es mayor llegando hasta

los 60 dias después de la siembra.

5.2.2. Eficiencia bioldgica (FB)

En el cuadro 11 y la figura 11 podemos observar la eficiencia biolégiqa obtenida en cada
tratamiento formado por la interaccion aislamiento x substrato al finalizar el periodo
productivo con una tercera oleada productiva. Los resultados del ANVA mostrados en el anexeo
12 indican que existen diferencias significativas entre la interaccién aislamiento x substrato,
diferencias significativas entre los aislamientos y diferencias significativas entre los substratos
utilizados.

El promedio general de las unidades experimentales fue de 83.10 para los valores de
eficiencia biolégica (£ B), expresados en porcentaje ( %).

Los tratamientos T3 (A3PC), T4 (A4PC), T1 (A1PC) y T2 (A2PC), alcanzaron los valores
mds altos con 102.94, 96.88, 90.88 y 84.63 de E B, respectivamente. Los tratamientos T8
(A1P)), TS5 (A4PJ), T6 (A3PJ) y T7 (A2PJ), por su parte presentaron valores menores con
75.43, 73.94, 73.44 y 66.69 de E B, respectivamente.

El tratamiento T3 (A3PC) no presenté diferencias significativas con el tratamiento T4
(A4PC). El tratamiento T4 (A4PC), no present6 diferencias significativas con el tratamiento
T3 (A3PC) y T1 (A1PC). El tratamiento T1 (A1PC), no presenté diferencias significativas con
el tratamiento T4 (A4PC) y el tratamiento T2 (A2PC). El tratamiento T2 (A2PC) no presentd
diferencias significativas con el tratamiento T1 (A1PC), pero si present6 diferencias
significativas con los tratamientos T3 (A3PC), T4 (A4PC), T8 (A1PJ), T5 (A4P]), T6 (A3P)) y
T7 (A2PJ)). Los tratamientos TS (A1PJ), T5 (A4PJ), T6 (A3PJ) y T7 (A2PJ), no presentaron
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diferencias significativas entre si.
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Figura 11: Resultado promedio de la eficiencia bioldgica, en funcién a los tratamientos
formados por la interaccion de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca

de maiz y paja de arroz.

En el cuadro 9 y la figura 12 se puede observar la eficiencia biolégica obtenida, en
funcién a los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha. Analizando
los promedios obtenidos, podemos observar que los aislamientos A3, A4 y Al alcanzaron los
valores mds altos con 88.19, 85.41 y 83.15 de EB, respectivamente, no presentando
diferencias significativas entre sf{. Los aislamientos A3, A4 y Al presentaron diferencias

significativas con el aislamiento A2 que obtuvo el valor promedio més bajo con 75.66 de EB.
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Figura 12: Resultado promedio de la eficiencia bioldgica, en funcién a los cuatro

aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha.

En el cuadro 12 y la figura 13 se puede observar la eficiencia biolégica obtenida, en
funci6n a los substratos inoculados por los aislamientos de P. ostreatus. Se obtuvieron mejores
resultados con los substratos cuya composici6n era panca de maiz logrando el mayor promedio
con 93.83 de E B, por su parte se obtuvieron resultados menores en paja de arroz con 72.37 de

EB.
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Figura 13: Resultado promedio de la eficiencia bioldgica, en funcién a los substratos

inoculados con los cuatro aislamientos de P. ostreatus.

La eficiencia bioldgica es uno de los indicadores mas usados para representar el rendimiento
de un cultivo de hongos, sin embargo puede verse afectado por contaminantes (generado por
la competencia entre los patégenos con los hongos) o por efecto del exceso de CO, por malas
condiciones de aireacién, que segiin Albert6 (2008) genera una elongacién de los estipites y una
disminucién dréastica de los rendimientos.

Los resultados del ANVA mostraron que si hay interaccién aislamiento x substrato
situacién que sugiere que en cualquiera de los substratos usados, los hongos en evaluacién
tendrian un comportamiento y resultados diferentes, como se puede observar en la figura 11
donde los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en paja de arroz no tuvieron
diferencias significativas. Los hongos cultivados en panca de maiz presentaron superioridad y
diferencias significativas con mejores rendimientos frente a los hongos cultivados en paja de
arroz.

El aislamiento A2 obtuvo el menor valor promedio de eficiencia biolégica, interpretado
como un menor rendimiento a comparacién de los aislamientos A3, A4 y Al, que si bien es
cierto alcanzaron mayores rendimientos, éstos mismos no presentaron diferencias

significativas entre si. Diferencias que estadisticamente coincidieron con los resultados
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encontrados en la etapa in vitro. Sin embargo la eficiencia bioldgica no debe considerarse
como el dnico y més importante indicador del rendimiento, sino también considerar que dentro
del sistema productivo de un hongo, tiene que considerarse la tasa de produccién asf como su
razén de produccién que relacionan la precocidad inherente de los mismos, los cuales podrian -
generar més ciclos productivos o en todo caso més oleadas productivas én el mismo perfodo
productivo, caso que sucede con el aislamiento A2. Por tal motivo es importante aclarar que
esta evaluacién est4 en funcién de tres oleadas productivas, quizés si se hubiesen evaluado més
oleadas productivas podrian verse hasta qué punto limite los hongos tienen una produccion, lo
que provocaria otra idea de la capacidad productiva en la eficiencia bioldgica.

Segiin experiencias anteriores realizadas en el Médulo de Investigacién en Hongos
Comestibles aseguraban que el aislamiento A3 tenia baja eficiencia biolégica, situacién que
contradice los resultados de esta investigacién, sin embargo se debe aclarar que este
aislamiento A3 fue conservado directamente de un basidiocarpo, luego aislado en tubo de
ensayo y finalmente cultivado en una placa petri, la cual fue otorgada para esta investigacion,
caso contrario ocurrié en las otras experiencias que- generalmente se realizaron directamente de
una placa petri continuamente repicada de placa en placa, sin ser recuperada o aislada de un
basidiocarpo, incluso en esas experiencia no se realizd un disefio estadistico para su
evaluacién, lo cual nos sugiere que posiblemente el hecho de recuperar un aislamiento a partir
de un basidiocarpo podria mejorar la capacidad en términos de rendimiento. Otro aspecto en
las diferencias productivas puede deberse a la estaci6én en la cual se realizé el experimento, ya
que no es lo mismo cultivar un tipo de cepa en verano o en invierno, tarea pendiente que
deberd corroborarse en experimentos futuros. Quizés para este experimento la estacion del afio
y las condiciones ambientales fueron favorables para obtener esos resultados, no obstante
quiero indicar que en términos de aspecto y calidad de setas definitivamente el aislamiento A3
y en menor grado el aislamiento A4 presentaron problemas de deformacién y pileos pequefios
en todo su periodo productivo.

Todo el sistema productivo en el cual se desarroll$ el experimento, no sufrié mermas por
contaminacién del substrato que afectaran a las unidades experimentales, asimismo tampoco
hubo incidencia de plagas y/o patGgenos. No obstante si hubo un efecto de la aireacion que
ocasion6 la élongacién de los estipites, provocando por esa razén una alta producciéon de
sombreros o pileos pequefios clasificados asf para este experimento.

El recinto o sala de induccién-fructificacion fue un ambiente adaptado para este fin, donde

69



se traté de controlar la humedad relativa con aspersiones de agua en todo el recinto asimismo
renovar el aire seis horas por dia asemejandonos a lo recomendado por Stamets & Chilton
(1983) y Albert6 (2008), sin embargo no se pudo corregir la incidencia de pileos pequefios,
aunque algunos aislamientos si presentaron un equilibrio en la produccién de pileos pequefios
y medianos, logrando en algunos casos producir pileos grandes.

La indicencia de pileos pequefios fue una situacién general y no aislada, en ese sentido
podemos interpretar que el potencial genético de los hongos no fue alterado, esto quiere decir
que solo se vid afectada la morfologfa de los basidiocarpos pero no su potencial productivo. Las
eficiencias biolégicas estuvieron dentro de los rangos indicados por Alberté (2008) y Sdanchez
& Royse (2002), de 80 a 150% y de 50 a 170 %, respectivamente, usando como substratos
restos de cosecha a base de gramineas.

La eficiencia biol6gica se calculé con el peso fresco total de basidiocarpos producidos en
tres oleadas productivas a pesar que muchas bolsas o unidades experimentales después de
retiraras del ambiente continuaron produciendo pero en menor medida, lo que muestra que el
ambiente del recinto si tuvo condiciones ambientales constantes. El nimero de oleadas
productivas fueron consideradas segin Ardén (2007) que recomienda aprovechar la
produccién hasta la tercera oleada ya que indica que el 80 por ciento de la produccién es
obtenida durante las dos primeras oleadas, también coincidimos con una produccién
escalonada la cual se muestra en el anexo 6, la cual coincidié también con los resultados de

Fan & Soccol (2002) aun cuando ellos realizaron €l cultivo de P. ostreatus en restos de café.

5.2.3. Tasa de produccion (T})

En el cuadro 11 y la figura 14, podemos observar la tasa de produccién obtenida en cada
tratamiento formado por la interaccién aislamiento x substrato a partir de la relacion entre la
eficiencia biolgica y el mimero de dias que necesitaron para terminar su perfodo productivo
desde la siembra hasta su tercera oleada productiva. Los resultados del ANVA mostrados en
el anexo 13 indican que existen diferencias significativas entre la interaccién aislamiento x
substrato, diferencias significativas entre los aislamientos y diferencias significativas entre los
substratos utilizados.

El promedio general de las unidades experimentales es de 1.71 para los valores de tasa de
produccién (T},), expresados en porcentaje diario ( %). A

Los tratamientos T3 (A3PC), T4 (A4PC), T2 (A2PC) y T1 (A1PC), alcanzaron los valores
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mds altos con 2.26, 2.08, 2.06 y 1.88 de T, respectivamente. Los tratamientos TS5 (A4PJ), T6
(A6PI), T7 (A2P]) y T8 (A1PJ), por su parte presentaron valores menores con 1.41, 1.39, 1.30
y 1.28 de T, respectivamente.

El tratamiento T3 (A3PC) no presenté diferencias significativas con los tratamientos T4
(A4PC) y T2 (A2PC). El tratamiento T4 (A4PC), no presenté diferencias significativas con los
tratamientos T3 (A3PC), T2 (A1PC) y T1 (A1PC). El tratamiento T2 (A2PC), no present6
diferencias significativas con los tratamientos T4 (A4PC) y T1 (A1PC). El tratamiento T1
(A1PC) no present$ diferencias significativas con los tratamientos T4 (A4PC) y T2 (A2PC),
pero si present6 diferencias significativas con los tratamientos TS (A4PJ), T6 (A3P]), T7
(A2PJ) y T8 (A1PJ). Los tratamientos TS (A4PJ), T6 (A3PJ), T7 (A2P)) y T8 (A1PJ), no
presentaron diferencias significativas entre si.
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Figura 14: Resultado promedio de la tasa de produccion, en funcién a los tratamientos
formados por la interaccion de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca

de maiz y paja de arroz.

En el cuadro 9 y la figura 15 se puede observar la tasa de produccién obtenida, en funcién
a los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha. Analizando los
promedios obtenidos podemos observar que el aislamiento A3 obtuvo el valor mds alto con

1.83 de T, no presentando diferencias signiﬁcétivas con el aislamiento A4. El aislamiento A4

71



con un promedio de 1.75 en T, no present¢ diferencias significativas con los aislamientos A3 y
A2. El aislamiento A2 con un promedio de 1.68 en T, no present6 diferencias significativas
con los aislamientos A4 y Al. El aislamiento Al obtuvo el promedio m4s bajo con 1.58 en T,

y no presenté diferencias significativas con el aislamiento A2.
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Figura 15: Resultado promedio de la tasa de produccion, en funcién a los cuatro

aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha.

En el cuadro 12 y la figura 16 se puede observar la tasa de produccién obtenida, en
funcién a los substratos inoculados por los aislamientos de P. ostreatus. Se obtuvieron mejores
resultados con los substratos cuya composicién era panca de mafz logrando el mayor promedio

con 2.07 de T}, por su parte se obtuvieron resultados menores en paja de arroz con 1.35 de T5,.
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Figura 16: Resultado promedio de la tasa de produccién, en funcion a los substratos

‘inoculados con los cuatro aislamientos de P. ostreatus.

Evaluar esta variable seglin Sdnchez & Royse (2002) nos permite relacionar la eficiencia
biolégica y el tiempo en dias para completar un ciclo del cultivo. Asimismo Salmones et al.
(1997) considera que la tasa de produccién es otro indicador del rendimiento, pof lo mucho que
es usado en trabajos de investigacion para evaluar la productividad de P. ostratus .

Esta variable puede ser influenciada por los mismos factores que afectan a la Eficiencia
biolégica como contaminantes en el substrato y el exceso de C'O,, por falta de aireacion..

Los resultados del ANVA mostraron que existen diferencias significativas entre la
interaccién aislamiento x substrato, de modo que se pueden obtener resultados diferentes al
inocular un aislamiento en panca de maiz o paja de arroz, asi tenemos que los mejores
resultados y diferencias significativas de tasa de produccién se encontraron en los aislamientos
de P. ostreatus que fueron éultivados en panca de maiz. Los mismos aislamientos no
présentaron diferencias significativas cuando cultivados en paja de arroz, que podria explicarse
por el tipo de composicién, volumen o granulometrfa del substrato.

Si la tasa de producci6n es alta nos podria indicar que el periodo productivo es mds corto,
lo que representa mayor produccién diaria y mds perfodos productivos al afio. Conociendo la

eficiencia bioldgica y la tasa de produccidn diaria de una cepa nos permitiria saber cuanto podria
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durar un periodo productivo.

Si ordenamos los aislamientos decreciente en términos de tasa de produécién tendriamos
el siguiente orden: A3, A4, A2 y Al. Vale resaltar que el aislamiento A2 aun presentando el
menor valor de eficiencia biolégica en ambos substratos, su tasa de produccion no fue inferior,

lo que seria un indicador de su eficacia productiva al ser mds corto su periodo productivo.

5.24. Precocidad (P.;)

En el cuadro 11 y la figura 17, podemos obsefvar el tiempo promedio que necesité cada
tratamiento formado por la interaccién aislamiento x substrato para iniciar una oleada
productiva. Los resultados del ANVA mostraros en el anexo 14 indican que existen diferencias
significativas entre la interaccién aislamiento x substrato, diferencias significativas entre los
aislamientos y diferencias significativas entre los substratos utilizados.

El promedio general de las unidades experimentales fue de 11.92 para los valores de
precocidad (P,), expresados en dias.

El tratamiento T8(A1PJ) alcanz6 el valor mds alto con 14.33 de P.;. Los tratamientos T6
(A3PJ), TS5 (A4PC), T1 (A1PC), T7 (A2P]), T4 (A4PC) y T3 (A3PC) alcanzaron valores
similares con 12.29, 12.13, 12.08, 11.88, 11.75 y 11.17 de P_4, respectivamente. El tratamiento
T2 (A2PC) presentd el valor més bajo con 9.71 de P,.

El tratamiento T8 (A1PJ) presenté diferencias significativas con todos los tratamientos.
Los tratamientos T6 (A3PJ), TS (A4PC), T1 (A1PC), T7 (A2PJ), T4 (A4PC) y T3 (A3PC) no -
presentaron diferencias significativas entre si, pero presentaron diferencias significativas con
los tratamientos T8 (A1PJ) y T2 (A2PC). El tratamiento T2 (AZPC) no presentd diferencias

significativas con el tratamiento T3 (A3PC).
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Figura 17: Resultado promedio de la precocidad, en funcién a los tratamientos formados
por la interaccion de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz y

paja de arroz.

En el cuadro 9 y la figura 18 se puede observar la precocidad obtenida, en funcién a los
cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha. Analizando los promedios
obtenidos podemos observar que el aislamiento A1l obtuvo el valor més alto con 13.21 de P,
presentando diferencias significativas con los demds aislamientos. El aislamiento A4 con un
promedio de 11.94 de FP.; no presenté diferencias significativas con el aislamiento A3. El
aislamiento A3 con un promedio de 11.73 de P.4 no presentd diferencias significativas con los
aislamiento A4 y A2. El aislamiento A2 obtuvo el promedio més bajo con 10.79 de P4 y no

presentd diferencias significativas con el aislamiento A3.
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Figura 18: Resultado promedio de la precocidad, en funcién a los cuatro aislamientos de

P. ostreatus cultivados en restos de cosecha.

En el cuadro 12 y la figura 19 se puede observar la precocidad obtenida, en funcién a los
substratos inoculados por los aislamientos de P. ostreatus. Se obtuvo un promedio menor de
dias para producir una oleada con el substrato cuya composicién era panca de mafz logrando

11.17 de P4, por su parte en paja de arroz alcanzé un promedio mayor con 12.65 de F.;.
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Figura 19: Resultado promedio de la precocidad, en funcién a los substratos inoculados

con los aislamientos de P. ostreatus.

La precocidad es una caracteristica inherente de un hongo, cepa o aislamiento utilizado.
Mientras mayor sea este valor de precocidad significa que el hongo es menos precoz, esto es,
que tiene un mayor periodo de recuperacién o intervalo de tiempo para producir una oleada.

Este valor es resultado del promedio de cada intervalo de tiempo para producir una oleada
y puede verse afectado principalmente por el vigor del hongo en uso (edad de conservacién), la
cantidad de in6culo secundario (tasa de imoculacion) usado y el tamafio de la particula
(granulometria del substrato), que podria hacer que los dias se atrasen o adelanten, sin
embargo este valor no afecta el rendimiento de la eficiencia bioldgica pero si a Ia tasa de
produccién y a la raz6én de produccién.

El tamafio de 1a particula es un factor importante que se debe considerar, porque particulas
muy pequefias al ser mds compactas debido al poco espacio entre ellas, provocaria que los gases
no difundan provocando la falta de oxigeno necesario para llevar el proceso de respiracién.

Segiin Alberté (2008) si las particulas son muy grandes resultaria un substrato “flojo” que
impedirfa la adecuada colonizacién del micelio afectando los rendimientos. Inclusive si se
utiliza pajas de cereales con un tamafio de cafia muy grande no permitiria una buena

compactacion y en ocasiones provocaria rupturas de las bolsas dificultando el embolsado.
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Los resultados del ANVA mostraron que existen diferencias significativas entre la
interacci6n aislamiento x substrato de modo que usando panca de mafz y paja de arroz los
aislamientos de P. ostreatus tendrian valores de precocidad diferente, los cuales se observaron
en la figura 17 siendo solamente el aislamiento A2 cultivado en panca de maiz el més precoz a
diferencia de los demds tratamientos que fueron similares. Todos los aislamientos fueron més
precoces al ser inoculados en panca de maiz. Sin embargo pricticamente el aislamiento A4
tendrfa los mismos valores de precocidad cultivado en ambos substratos. El aislamiento A2 fue
el mds precoz, seguido del aislamiento A3 y A4. El aislamiento mé4s tardio (menos precoz)
pero no menos importante fue el Al, aunque su comportamiento cambia notoriamente al ser
cultivado en panca de maiz, reduciendo ese intervalo de tiempo. Los resultados estdn dentro de
lo indicado por Stamets & Chilton (1983) y Albert6 (2008) con intervalos de tiempo de 10 dias

aproximadamente (de oleada a oleada).

5.2.5. Razén de produccién (R,)

En el cuadro 11 y la figura 20, podemos observar el peso fresco de biomasa flingica
cosechada por cada unidad de tiempo empleada para producirla en sus tres oleadas
productivas, valores calculados para cada tratamiento formado por la interaccién aislamiento
X substrato, considerando que cada oleada productiva estd determinada por la precocidad
promedio inherente de cada hongo. Los resultados del ANVA mostrados en el anexo 15
indican que no existen diferencias significativas entre 1a interaccién aislémiento x substrato,
pero sf diferencias significativas entre los aislamientos y diferencias significativas entre los
substratos usados.

El promedio general de las unidades experimentales fue de 2.37 para los valores de razén
de. produccién (R,), expresado en kilogramos por dias (kg/dfa).

Los tratamientos T3 (A3PC) y T2 (A2PC), alcanzaron los valores mds altos con 3.07 y
2.91 de R,, respectivamente. Los tratamientos T4 (A4PC) y T1 (A1PC) obtuvieron valores
intermedios con 2.81 y 2.51 de R,, respectivamente. Por su parte los tratamientos TS (A4PJ),
T6 (A3PJ), T7 (A2PJ) y T8 (A1PJ) presentaron valores menores con 2.04, 1.99, 1.89 y 1.75 de
R,, respectivamente.

Los tratamientos T3 (A3PC), T2 (A2PC) y T4 (A4PC) no presentaron diferencias
significativas entre si. El tratamiento T1 (A1PC) no presenté diferencias significativas con el

tratamiento T4 (A4PC). Los tratamientos T5 (A4PJ), T6 (A3PJ), T7 (A2PJ) y T8 (A1PJ) no
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presentaron diferencias significativas entre si.
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Figura 20: Resultado promedio de la razén de produccion, en funcion a los tratamientos
formados por la interaccion de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca

de maiz y paja de arroz.

En el cuadro 9 y la figura 21 se puede observar la razén de produccién obtenida, en
funcién a los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha. Analizando
los promedios obtenidos podemos observar que A3 obtuvo el valor més alto con 2.53 de R,
no presentando diferencias significativas con los aislamientos A4 y A2, con 243y 2.40 de R,
respectivamente. El aislamiento Al obtuvo el promedio mds bajo con 2.13 de R, y presentd

diferencias significativas con los aislamientos A3, Ad y A2.
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Figura 21: Resultado promedio de la razén de produccién, en funcion a los cuatro

aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha.

En el cuadro 12 y la figura 22 se puede observar la razén de produccién obtenidas, en
funcidén a los substratos inoculados por aislamientos de P. ostreatus. Se obtuvieron mejores
resultados con los substratos cuya composicion era panca de maiz logrando el mayor promedio

con 2.82 de R,, por su parte se obtuvieron resultados menores en paja de arroz con 1.92 de R,,.

80



44

w
»

Razén de produccién (kg/dia)
’ — [\

L J L
Panca de maiz Paja de arroz

Substratos

Figura 22: Resultade promedio de la razén de produccion, en funcién a los substratos

inoculados con los cuatro aislamientos de P, ostreatus.

La razén de produccién segiin Ardén (2007) es un referente teérico que permite evaluar la
precocidad del material genético, la eficacia del niimero de oleadas aprovechadas y del sistema
en general en funcién del tiempo, cuyo valor tendrd que ser superado por cada productor
seleccionando la mejor cepa y mejor substrato que de forma integral con el manejo del cultivo
permita aumentar 1a eficiencia biol6gica o reducir el periodo productivo.

Esta variable puede estar afectada por la calidad genética del hongo, 1a eficiencia biolégica,
- la cantidad y tipo de substrato, que de ser mejoradas permitirfa aprovechar al maximo el espacio
fisico de la sala de fructificacion.

Los resultados del ANVA indicaron que no se encontré la suficiente significancia entre la
interaccion aislamiento x substrato que permitieran que sean diferentes estadisticamente a un
alfa de 0.05 de modo que los aislamientos inoculados en panca de maiz y paja de arroz tendrian
resultados similares. En ese sentido en la figura 20 se observa pricticamente en panca de maiz
los cuatro aislamientos de P. ostreatus no tienen diferencias significativas, situacion similar se
muestra cuando cultivados en paja de arroz.

Los aislamientos A3, A4 y A2 presentaron valores similares, pero mayores al aislamiento

Al. En este punto podemos observar que el aislamiento A2 a pesar de presentar una baja
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produccién de basidiocarpos frescos present6 un alto valor de razén de produccién muy
similar con los aislamientos A3 y A4 que por su lado si produjeron mayor cantidad de
basidiocarpos frescos. A |

En ese sentido considerando que la razén de produccién es un valor que nos indica la
efectividad de cada oleada, podemos observar que el aislamiento A2 fue uno. de los
aislamientos mds eficientes, a pesar que obtuvo el menor valor de eficiencia biolégica.

Como se indic6 en los procedimientos esta variable fue estimada con fines préicticos para
100 unidades productivas, asimismo fue calculada para indicar el lfmite maximo tedrico
productivo de cada aislamiento de P. ostreatus al ser cultivado en un substrato lignocelul6sico,

a una humedad aproximada de 70 % y compuesto por restos de gramineas.

5.2.6. Biodegradacion del substrato (B5,)

En el cuadro 11 y la figura 23, podemos observar la biodegradacién del substrato (B;) en
cada tratamiento formado por la interaccién aislamiento x substrato, evaluando la capacidad
biodegradativa de los cuatro aislamientos de P. ostreatus al ser sembrados en panca de mafz y
paja de arroz al final de su periodo productivo. Los resultados del ANVA mostrados en el anexo
16, indican que no existen diferencias significativas en la interaccién aislamiento x substrato,
pero si diferencias significativas entre cada aislamiento y diferencias significativas entre cada
substrato utilizado.

El promedio general de las unidades experimentales fue de 41.16 para los valores de
biodegradacién del substrato (B;), expresados en porcentaje ( %).

El tratamiento T4(A4PC) alcanzé el valor més alto con 51.77 de B,. Los tratamientos
T3(A3PC), TI(AIPC), T5(A4PJ), T2(A2PC), T6(A3PJ) y T8(A1PJ) obtuvieron valores
intermedios con 45.81, 43.52, 42.23, 39.00, 37.74 y 35.26 de B, respectivamente. El
tratamiento T7(A2PJ) alcanzé el valor més bajo con 33.94 de B;. El tratamiento T4(A4PC),
presenté diferencias significativas con todos los tratamientos. El tratamiento T3(A3PC) no
presentd diferencias significativas con los tratamientos Tl(AlPC) y T5(A4P]). El tratamiento
T1(A1PC) no presentd diferencias significativas con los tratamientos T3(A3PC), TS5(A4P)) v
T2(A2PC). El tratamiento T5(A4PJ) no present6 diferencias significativas con los tratamientos
T3(A3PC), T1(A1PC), T2(A2PC) y T6(A3P]). Los tratamientos T2(A2PC), T6(A3PJ),
T8(A1PJ) y T7(A2PT) no presentaron diferencias significativas entre si.
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Figura 23: Resultado promedio de la biodegradacion del substrato, en funcién a los
tratamientos formados por la interaccion de los cuatro aislamientos de P. ostreatus

cultivados en panca de maiz y paja de arroz.

En el cuadro 9 y la figura 24 se puede observar la biodegradacién del substrato obtenidas
en funcién a los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha. Analizando
los promedios obtenidos podemos observar que el aislamiento A4 obtuvo el valor mas alto
con 47.00 de B;, presentando diferencias significativas con los aislamientos A3, A1y A2, con
41.77, 39.38 y 36.47 de B;, respectivamente,

El aislamiento A3 no present§ diferencias significativas con el aislamiento Al. El
aislamiento A1 no presenté diferencias significativas con los aislamientos A3 y A2. El
aislamiento A2 present6 el valor mds bajo con 36.47 de B,, y presentd diferencias

significativas con el aislamiento A4.
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Figura 24: Resultado promedio de la biodegradacion del substrato, en funcion a los cuatro

aislamientos de B ostreatus cultivados en restos de cosecha.

En el cuadro 12 y la figura 25 se puede observar la biodegradacion del substrato obtenidas,
en funcién a los substratos inoculados por aislamientos de P. ostreatus. Se obtuvieron mejores
resultados con los substratos cuya composicién era panca de maiz logrando el mayor promedio

con 45.02 de B;, por su parte se obtuvieron resultados menores en paja de arroz con 37.29 B,.
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Figura 25: Resultado promedio de la biodegradaciéon del substrato, en funcion a los

substratos inoculados con los cuatro aislamientos de P. ostreatus.

Segiin Monterroso (2007), el objetivo de esta variable es darnos una idea general de la
facilidad que tendrén las plantas para absorber los nutrientes cbntenidos en los substratos luego
que eliminaron en gran medida, lignina y celulosa la cual fue utilizada por los hongos
lignocelul6sicos para su desarrollo y fructificacién.

Con esta variable podriamos ver cuan ttil serfan los substratos para las plantas y que tan
rdpidos serian descompuestos en el suelo después de ser usados en €l proceso productivo de P.
ostreatus.

Para los fines de este experimento esta variable es importante porque nos da una opcion para
observar la capacidad biodegradativa de los aislamientos en estudio, y tener una base importante
para diferenciarlos y asimismo nos permitirfa relacionar su capacidad de biodegradacién con sus
rendimientos o capacidad para producir fructificaciones.

Esta variable puede estar afectada por la calidad y vigor de la cepa como también de la
composicién del material a descomponer (relacién C/N y pH), no todos los restos de cosecha
presentan las mismas caracteristicas. Algunos autores como Delfin-Alcald & Durédn-de Bazia
(2003) sefialan que la biodegradacién de los substratos por los hongos del género Pleurotus

estd sujeta a la influencia de miiltiples factores, entre ellos, actividad enzimadtica,
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disponibilidad de oxigeno, composicién del substrato, interaccion de micelio y substrato,
genotipos de la cepa, condiciones ambientales y estadio morfogenético del cultivo, que en el
experimento posiblemente pudieron influenciar en los resultados obtenidos.

Los resultados del ANVA mostraron que no existen diferencias significativas entre la
interaccién aislamiento x substrato, de modo que el hongo se comport6 de la misma manera
en ambos substratos, dando resultados similares entre los trata:hientos, en ese sentido si
evaluamos los substratos usados, se puede observar que los mejores resultados se obtuvieron
en panca de maiz que en paja de arroz, debido a la influencia que pudo generar la diferente
granulometrfa y/o composicién de cada substrato en interaccién con los diferentes
aislamientos.

El hongo que presenté mayor valor de biodegradacién fue el aislamiento A4, que también
alcanz6 unos de los valores mds altos en eficiencia biolégica, 1o que demuestra su capacidad de
bioconversidn. Situacién que coincide con los demés aislamientos, por ejemplo el aislamiento

A2 fue el menor valor de biodegradacion y también fue el menor valor de eficiencia biologica.

5.2.7. Tamafio de sombreros o pileos de los basidiocarpos

En las figuras 26, 27 y 28 podemos observar los tamafios alcanzados por los sombreros o
pileos de P. ostreatus en la primera, segunda y tercera oleada, respectivamente, todas expresadas
en porcentajes (%), para didmetro pequefio en panca de maiz (DP:PC), didmetro pequefios en
paja de arroz (DP:PJ), didmetro mediano en panca de maiz (DM:PC), didmetro mediano en paja
de arroz (DM:PJ), didmetro gra.nde-en panca de maiz (DG:PC) y didmetro grande en paja de
arroz (DG:PJ), segiin cada aislamiento. Clasificacién mostrada en el anexo 8.

En la figura 26 podemos observar que se produjo una mayor produccién de sombreros o
pileos de didmetro pequeiio para todas las unidades experimentales en la primera oleada. En
ese aspecto hubo muy poca incidencia de soimbreros o pfleos medianos y una nula presencia
de sombreros o pileos grandes, a excepcién del tratamiento T2 (A2PC) que tuvo un porcentaje
mindsculo.

Analizando estos resultados podemos rescatar que el tratamiéntos T2 (A2PC), T7 (A2P)) y
T1 (AIPC) presentaron una equilibrada produccién de sombreros o pileos pequefios y

medianos.
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Figura 26: Tamaiio de sombreros o pileos en la primera oleada productiva, obtenidos por

los cuatros aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz y paja de arroz.

En figura 27 podemos observar que la produccién de sombreros o pileos de didmetro
pequefio permanecié para todos las unidades experimentales en la segunda eleada, sin
embargo a una menor proporcién que la anterior.

Permanecié la poca incidencia de sombreros o pileos medianos y la nula presencia de
sombreros o pileos grandes, ésta vez con excepcién del tratamiento T7(A2PJ) que tuvo un
porcentaje mindsculo.

Analizando estos resultados podemos rescatar que el tratamientos T3 (A3PC), T6 (A3PJ),
T1 (A1PC) y T7 (A2PJ]) presentaron una equilibrada produccién de sombreros o pileos
pequefios y medianos, incluso el tratamiento T3 (A3PC) present$ una ligera superioridad de

sombreros o pileos medianos.
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Figura 27: Tamaiio de sombreros o pileos en 1a segunda oleada productiva, obtenidos por

los cuatros aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz y paja de arroz.

En la figura 28 podemos observar que la produccién de sombreros o pileos de didmetro
pequeiio aun continué, hasta aument6 para todas las unidades experimentales.

Continué también la poca incidencia de sombreros o pileos medianos y la nula presencia de

sombreros o pileos grandes para todos los tratamientos.
Analizando estos resultados podemos rescatar que el tratamientos T7 (A2PJ), T8 (A1P]) y

T6 (A3PJ) presentaron una equilibrada produccién de sombreros o pileos pequefios y medianos.
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Figura 28: Tamaiio de sombreros o pileos en la tercera oleada productiva, obtenidos por

los cuatros aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz y paja de arroz .

En. las tres oleadas productivas podemos observar que hubo una tendencia continua de
 produccién de sombreros o pileos pequefios, una limitada proporcién de pileos medianos y una
casi nula produccién pileos grandes. Esta situacion representa que los basidiocarpos tuvieron
una elongacion del estipite que solo puede provocarse por un exceso de CO; lo que significa
una falta de aireacion en la sala de fructificacion.

Estos resultados no son desfavorables, si bien es cierto que lo ideal es producir sombreros
grandes esto no estd definido ya que va depender mucho del tipo de consumidor, situacién que
estarfa pendiente por averiguar, sin embargo para esta situacién nos podria indicar la
sensibilidad del hongo a las condiciones adversas de oxigenacién o falta de aireacidn.

Los gréficos muestran una produccién altisima de sombreros pequefios para el aislamientos
A4, situacién que no se repite para los otros aislamientos, lo que podria interpretarse como una
mayor sensibilidad de parte del aislamiento A4.

Por otro lado el aislamiento A2 fue el dnico que presentd proporciones minidsculas de
sombreros grandes y una equilibrada produccién de setas medianas y pequefias en todas las
oleadas en general. Los mismo ocurre con los aislamientos A3 y Al, solamente que en

ninguna oleada produjeron setas grandes.
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Con estos resultados podriamos esperar en proximos ensayos, mejorando las condiciones
de aireacidn, cambiar las proporciones de setas pequefias a sétas medianas y a una mayor
cantidad de setas grandes. Si bien es cierto que no se utilizé una metodologfa para evaluar la
calidad de las setas, en todo el perfodo productivo el aislamiento A2 present6 una mejor
composicién y textura lo que representa para criterio personal una mayor resistencia a
situaciones adversas de oxigenacién, lo que no ocurrié con el aislamiento A4, y en menor

proporcién con los aislamientos Al y A3.

5.2.8. Temperatura interna de las unidades experimentales

Enla ﬁghra 29 podemos observar la distribucién de la temperatura promedio interna de las
unidades experimentales en la etapa de incubacién e induccién-fruetificacién en funcién a los
dias después de la siembra (D D) transcurridos.

Las temperaturas de la etapa de incubacién se mantuvieron entre los 21 y 25 °C, para todos
los tratamientos.

Los tratamientos en panca de mafz, T1 (A1PC), T2 (A2PC), T3 (A3PC) y T4 (A4PC),
comenzaron con temperaturas mayores y sufrieron un descenso de temperatura hasta terminar
su perfodo de incubacién a los 12 DDS.

Los tratamientos en paja de arroz, TS (A4PJ), T6 (A3PJ), T7 (A2PJ) y T8 (A1PJ)),
comenzaron con temperaturas intermedias, terminando su periodo de incubaci6n a los 16 DDS
con un ligero aumento de temperaturas.

Las temperaturas de induccién-fructificacién se mantuvieron entre los 19y 22 °C, para todos

los tratamientos.
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Figura 29: Temperaturas internas de las unidades experimentales en sus etapas de
incubacién e induccidén-fructificacion en todo el proceso productive de los cuatro

aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha.

Las temperaturas 6ptimas para el desarrollo de P. ostreatus en las etapas de incubacion
e induccién-fructificacion segin Stamets & Chilton (1983) y Albert6 (2008), estdn entre los
rangos de 23 a 25 °C y 15 a 20 °C, respectivamente. De ese modo se puede observar que las
temperaturas internas de las unidades experimentales se mantuvieron préximas a los rangos
tedricos.

Asimismo rangos muy similares se han encontrado en otros trabajos de investigacion, que
para los fines de este experimento han servido de manera referencial para ajustarnos a un sistema

productivo normal.

5.2.9. Temperatura ambiente

En la figura 30 podemos observar la distribucién de la temperatura ambiente en todo el
perfodo productivo a partir de la siembra.

En todo el perfodo de incubacion hasta los 16 DDS se puede observar que las temperaturas
méximas estuvieron entre los 20 y 24 °C, las temperaturas minimas entre los 17 y 19 °C, y la

temperatura ambiental actual para esa etapa estuvo entre los 18 y 20 °C.

91



En todo el perfodo de induccién-fructificacion las temperaturas méximas estuvieron entre
los 19 y 22°C, las temperaturas minimas estuvieron entre los 16 y 18 °C, la temperatura actual

para esa etapa estuvo entre los 18 y 21 °C.
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Figura 30: Temperatura ambiente en todo el periodo productivo de los cuatro aislamientos

de P, ostreatus cultivados en restos de cosecha.

De los resultados podemos observar que las temperaturas de incubacién no estuvieron cerca
'de lo recomendado por Stamets & Chilton (1983), Ardén (2007) y Silva et al. (2010) con rangos
de 27 a30 °C, 24 a 28 °C y 24 a 28 °C, respectivamente.

Sin embargo se puede observar que las temperaturas actuales para la etapa de induccién-
fructificacion estuvieron cerca de lo recomendado por Stamets & Chilton (1983), Ardén (2007)
y Silva et al. (2010) con rangos de 22 a 23 °C, 18 a 26 °C y 18 a 25 °C, respectivamente.

' Los cuatro aislamientos de P. ostreatus completaron fres oleadas productivas, sin embargo
para efectos de este experimento no se podrfa afirmar si realmente existi6 una influencia positiva
o negativa de la temperatura ambiente en todo el proceso productivo debido a las diferencias
encontradas en los rangos de temperatura sugeridos por la literatura de forma referencial. En
muchos casos esos rangos de temperatura se pueden mantener con mejores condiciones de

infraestructura y tecnologia, lo que significaria una mayor inversién inicial.
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5.2.10. Humedad inicial del substrato (Hy)

En el cuadro 13 podemos observar la humedad inicial de cada substrato, que fue itil para
dar inicio a la etapa de inoculaci6n o siembra. La humedad inicial se calcul6 con el peso del
substrato htimedo y el peso seco. El peso hiimedo se obtuvo después que el substrato fue inmerso

en agua caliente y dejado escurrir por 24 horas en un estante metélico.

Cuadro 13: Humedad inicial del substrato listas para realizar la siembra con los cuatro

aislamientos de P. ostreatus.

Peso seco Peso humedo Humedad

Substrat
ubstrato (ke) (k) (%)
Panca de majz| 32.00 99.87 67.96
Paja de Arroz| 32.00 99.88 67.90
Promedio| 67.93

Es importante aclarar que los substratos usados no fueron secados en estufa como se han
reportado en otros trabajos, por tal motivo en esta etapa se consider6 el peso de compra como
el peso seco, asemejandose a lo que harfa normalmente un productor comercial.

La humedad inicial del substrato obtenidas estdn préximas de lo recomendado por Ardén
(2007) y Albert6 (2008) a un 70 % de humedad del substrato. Segtn Batz (2010) los contenidos
de humedad inferiores al 50 % no serdn propicias y una humedad superior al 80 % tendrd un
efecto negativo en el crecimiento de Pleurotus. Por lo tanto podemos observar que el substrato

usado al inicio consigui6 la humedad requerida para un proceso productivo normal a bajo costo.

5.2.11. Humedad relativa

En la figura 31 podemos observar la distribucién de la humedad relativa en funcién a los
dias después de la siembra (DDS) transcurridos.

En todo el perfodo de incubacién hasta los 16 DDS se puede observar que la humedad
relativa méxima estuvo entre 87 y 90 %, la humedad relativa minima entre 76 y 79 %, y la
humedad relativa actual para esa etapa estuvo entre 79 y 83 %.

En todo el periodo de induccién-fructificacién la humedad relativa médxima se mantuvo
constante en 100 %. La humedad relativa minima sufri6é un descenso hasta finalizar el periodo

productivo dentro del rango de 72 y 79 °C, la humedad relativa actual para esa etapa estuvo
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entre los rangos de 75 a 90 %.
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Figura 31: Humedad relativa en todo el periodo productivo de los cuatro aislamientos de

P, ostreatus cultivados en restos de cosecha.

De los resultados podemos observar que la humedad relativa del aire para la etapa de
incubaci6n no estuvieron cerca de lo recomendado por Stamets & Chilton (1983) y Silva et al.
(2010) con rangos de 90 a 100 % y 75 a 80 %, respectivamente. Sin embargo se puede observar
que en la etapa de induccidén-fructificacién la humedad relativa estuvo cerca de lo
recomendado por Stamets & Chilton (1983), Ardén (2007) y Silva et al. (2010) con rangos de
85292 %, 85 a95 % y 80 a 90 %, respectivamente.

Los cuatro aislamientos de P. ostreatus completaron tres oleadas productivas, sin embargo
para efectos de este experimento no se podria afirmar si realmente existi6 una influencia
positiva o negativa de la humedad relativa en todo el proceso productivo, debido a las
diferencias encontradas con los rangos de humedad relativa sugeridos por la literatura de forma
referencial. En muchos casos esos rangos de humedad relativa se pueden controlar con mejores

condiciones de infraestructura y tecnologia, lo que significaria una mayor inversién inicial.
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5.2.12. Contaminantes

El experimento se desarrollé con todos los cuidados de higiene y asepsia que permitieron
que no hayan contaminantes o infestaciones dentro de las unidades experimentales en estudio.
Siempre se trabaj6 limpiando los materiales y las manos con alcohol de 96 °. El substrato como
se indic6, paso por un proceso de desinfestacién descrito en la metodologfa. No hubo incidencia
de plagas, aunque si se colocaron en el recinto trampas amarillas con aceite casero y también
trampas “atrapamoscas” conseguidas en un mercado local. El ingreso a las salas siempre fue
con mandil y realizando aspersiones de Hipoclorito de sodio comercial al 0.5 % a las planta de

los zapatos.
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Conclusiones

. Los cuatro aislamientos de P. ostreatus completaron su desarrollo micelial y productivo

en su etapa in vitro y en su etapa productiva.

. Los cuatro aislamiento de P. ostreatus presentaron diferencias estadisticamente

significativas en su desarrollo micelial in vitro, siendo el aislamiento A2 el que present6
los menores valores, los cuales pueden ser explicados por el lugar de procedencia, que
podria tener temperaturas dOptimas que beneficien al hongo y que sin embargo no
estuvieron presentes en el experimento a temperatura ambiente, también este resultado
puede deberse a que el aislamiento A2 fue propagado a partir de su conservacién en un
tubo de ensayo que aporta una mejor conservacién y durabilidad que en placa petri. El
aislamiento A3 fue el Gnico que present6 una distribucién micelial rala al momento de

colonizar el medio de cultivo Papa Sacarosa Agar.

. Los cuatro aislamiento de P. ostreatus demostraron que al ser cultivados en panca de

maiz en su etapa productiva, tienen un mejor comportamiento e interaccién en todas sus

variables de desarrollo y crecimiento micelial, asf como en sus variables de rendimiento
y produccién. Las diferencias estadisticamente significativas encontradas pueden
deberse al lugar de procedencia y la estacién del afio en la que cada aislamiento de P,
ostreatus obtiene sus temperaturas Optimas para producir buenos rendimientos, ya que
pueden tener fases del afio ideales o comportarse como cepas de estacion, adaptadas para
verano, invierno, etc. El aislamiento A2 y A1l presentaron una mayor velocidad de
crecimiento micelial que permitirfa reducir problemas de contaminacién en la fase de
incubacién al colonizar en menos tiempo el substrato. El aislamiento A2 fue el tinico
que obtuvo el menor valor promedio de eficiencia biolégica con diferencias
significativas, sin embargo demostr6 que tiene un menor periodo productivo,
representado por su tasa de produccion, precocidad y razén de produccion, asi permitirfa
tener mayores ciclos productivos al afio, asimismo fue el dnico que presenté mejores
caracteristicas en su calidad y estructura de basidiocarpos a pesar que se presentaron
inconvenientes en la aireacién de la sala de induccién-fructificacién provocando en
algunos casos elongacién de estipites y por tanto pileos pequefios. El aislamiento A4
presenté una mayor capacidad biodegradativa del substrato, lo que coincide con su gran

capacidad de bioconversién al transformarlos en basidiocarpos.
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Recomendaciones

. Recomendaria realizar la produccién de los cuatro aislamientos de P. ostreatus en

diferentes estaciones del afio y en otras condiciones o lugares para tener una
caracterizacién mds exacta de su comportamiento productivo, siempre considerando
todas las medidas de aireacién Gptimas para evitar efectos negativos por elongacién y

deformacién de los basidiocarpos.

. Los cuatro aislamientos de P. ostreatus evaluados y analizados estadisticamente en el

presente experimento deben ser regularmente recuperados desde sus fructificaciones o
basidiocarpos para ser conservados en tubos de ensayo, de ese modo evitar supuestos

errores comparativos cuando se realicen experimentos similares.

. Desarrollar un comparativo de las caracterfsticas bromatol6gicas de cada aislamiento o

cepa en estudio, inclusive realizar una caracterizacién molecular.

. Realizar estudios de produccién y de biodegradacién en restos o substratos encontrados

dentro del campus de la UNALM como papel, cartén, malezas, grass, hojas de palta, y
entre otros materiales. Asimismo utilizarlos en la produccién de basidicarpos que puedan

generar ganancias y conocimiento para la comunidad.

. Realizar estudios de composteo y/o vermicomposteo con los substratos al final del periodo

productivo, analizando la asimilacién de nutrientes por las plantas.

. Realizar viajes exploratorios a diferentes zonas de nuestro pafs para realizar colectas de

cepas de P. ostreatus u otras especies en su estado silvestre o domesticadas por
comunidades nativas, de modo que se puedan realizar investigaciones que sean

adaptadas a programas de extensién rural.
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9. Anexos

Anexo 1: Produccién mundial de hongos comestibles (FAO) (Coleman, 2010).

Anexo 2: Produccion mundial de hongos comestibles por paises (FAO) (Coleman, 2010).

Afios Produccion Mundial
(™)
1990 1,763,661
1991 1,802,487
1992 1,935382
1993 1,954,799
1994 2,064,679
1995 2,061,199
1996 2,127,684
1997 2,217,136
1998 2,284,310
1999 2,406,682
2000 2,631,521
2001 2,814,807
2002 3,032,016
2003 3,163,934
2004 3,267,627
2005 3,264,379
2006 3,322,100
2007 3,426,667

Pais Produccion total
(™)

China 1,605,000

Unidn europea 1,009,821

Holanda 245,000

Espafia 160,000

Polonia 138,000

Francia 125,000

Italia 100,000

Irlanda 75,000

Reino Unido 72,000

Estados Unidos 390,000

Canada 81,500

Japdn 67,000

India 48,000

Australia 42 000

Indonesia 30,000

Otros 153,346

Total 3,426,667
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Anexo 3: Histograma de produccion de hongos comestibles por paises (FAO).
Elaboracién propia.

Produccion de hongos comestibles (%) en el 2010

Otros paises BN 4.60%
China S e e 48.17%

Estados Unidos MEHAMSENER 11.71%
Holanda TN 7.35%
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Tialia EER 3.00%
Canada W 2.45%
Irlanda f 2.25%
Reino Unido Wl 2.16%
Japén MR 2.01%
India W 1.44%
Australia W 1.26%
Indonesia & 0.90%
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Anexo 4: Crecimiento micelial de P. osireatus cultivados en diferentes medios de cultivo
(Suédrez, 2010).

E

0

5 - o ot o oo e W/,,M s St <= w‘(;;;. é{.wm‘.mw P — PD A

E

S T ~B—0GY

4 s

v Ny A qMM*’ff” — e emtrSABOURAUD

DiA 2 DIA4 DIAG DIA8 DIA10 DlA12 DIA14

Tiempo (dias)

103



Anexo 5: Curva del crecimiento micelial de los cuatro aislamientos de P. ostreatus
cultivados en placa petri contenidos con Papa Sacarosa Agar (PSA), en la etapa in vitro.
Elaboracion propia.
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Anexo 6: Histograma de los pesos promedios obtenidos en cada oleada productiva de los
cuatro aislamientos de P. ostreatus, en la etapa productiva. Elaboracion propia.
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Anexo 7: Temperatura ambiente en la evaluacién del crecimiento micelial en placa petri
de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en Papa Sacarosa Agar (PSA), en la
etapa in vitro. Elaboracion propia.

196

=
it
IRAL ANLENRY

oh 2ah 4agh 7zh g6h 120h 133h 163h 192k 216h 240h 264h 283h

Temperatura ambiente (°C)
" [
N
_———"-

-
g

~

(p——

184

Anexo 8: Clasificacion del didmetro de sombreros o pileos de los basidiocarpos.
Elaboraci6n propia.

Tamafio del sombrero o pileo Clasificacion
[3a5] Pequefio
[6a10] Mediano
[11a+] Grande

Anexo 9: Cilculo del radio de una esfera en funcién de las dimensiones de un cilindro con
base eliptica. Elaboracién propia. ‘

Volumen de una esfera  (Vzs)

= % 3
Ves_g-“‘-Res

Volumen de un cilindro con base eliptica (Vepe)

| Vie=m.a.5.2 |

Igualando ambos volumenes:

§.n.Res3=1r.a.b.h

Despejando el radio de la esfera, tenemos:

Res=31(%. a.b.h
Donde:

Re¢ = Radio de una esfera.
a =Radio mayor de la base eliptica de un cilindro.
b =Radio menor de la base eliptica de un cilindro.
h = Altura de un cilindro de base eliptica.
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Anexo 10: Analisis de Variancia (ANVA) para la velocidad de crecimiento micelial en
placa (VCP) de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en Papa Sacarosa Agar
(PSA), en la etapa in vitro.

Velocidad de crecimiento micelial en placa (VCP)

Analisis de Variancia (ANVA)
Fuente de Grados Sumas de |Cuadrados
variacion de Cuadrados | medios Feal. Pr(>F)
Libertad
Aislamientos 3 0.787630| 0.262543 12.605| 0.0002886 | ***
Error 141 0.291600! 0.020829

Nivel de significacion ()
0 *** 0,001 ** 001 * 005 . 01 1

C.V.: 3.812
Promedio: 3.786
M.error: 0.021

Anexo 11: Andlisis de Variancia (ANVA) para la velocidad de crecimiento micelial en
substrate (VCS) de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz
(PC) y paja de arroz (PJ), en la etapa productiva.

Velocidad de crecimiento micelial en substrato (VCS)

Andlisis de Variancia (ANVA)
Fuente de | Grados de | Sumas de | Cuadrados
variacion Libertad | Cuadrados medios Feal. Pr(>F)
Aislamientos 3 1.02609 0.34203] 25.19150} 1.90E-10|%**
Substratos 1 0.53894 0.53894| 39.69450| 4.91E-08|#***
A:S 3 0.0071 0.00237 0.17430} 0.91330
Error 56 0.76032 0.00237

Nivel de significacion (o)
0 *** 0,001 ** 001 * 005 . 01 1

C.V.: 10.816
Promedio: 1.077
M.error: 0.014
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Anexo 12: Anilisis de Variancia (ANVA) para la eficiencia biolégica (EB) de los cuatro
aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la
etapa productiva.

Eficiencia biologica (EB)

Anélisis de Variancia (ANVA)
Grados
Fuente fie T de Sumas de | Cuadrados Feal. Pr(>F)
variacion . Cuadrados | medios
Libertad
Aislamientos 3 0.13858 0.04619| 14.60700{ 3.831E-07 | ***
Substratos 1 0.73659 0.73659(232.91940 | <2.2E-16|***
A:S 0.04614 0.01538( 4.86340| 0.004469| **
Error 56 0.17710 0.00316
Nivel de significacion (o)
0 *** 0001 ** 001 * 005 . 01 1
C.V.: 6.7672
Promedio: 0.8310
M.error: 0.0032

Anexo 13: Anilisis de Variancia (ANVA) para la tasa de produccion (7p) de los cuatro
‘aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la
etapa productiva.

Tasa de produccioén (7;,)

Andlisis de Variancia (ANVA
Fuente de | Gradosde| Sumas de | Cuadrados
variacion Libertad | Cuadrados medios Feal. Pr(>F)
Aislamientos 310.000051771{0.00001726 9.1145| 5.239E-05
Substratos 1/0.00084013 { 0.00084013 | 443.7637| <2.2E-16
A:S 31 0.00001643| 0.00000548 2.8935
Error 56| 0.00010602{ 0.00000189
Nivel de significacién (o)
0 **#* 0001 ** 001 * 005 . 01 1
CV.. 8.0590
Promedio:  0.0171
M.error: 0.0000
- 43785
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Anexo 14: Anilisis de Variancia (ANVA) para la precocidad (P.) de los cuatro
aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la
etapa productiva. :

Precocidad (Pcs)
Andlisis de Variancia (ANVA)
Fuente de | Grados de | Sumas de | Cuadrados
variacion Libertad |Cuadrados medios Feal. Pr(>F)
Aislamientos “3| 47.5150 15.8380| 15.2771| 2.218E-07 | ***
Substratos 11 35.0060 35.0060| 33.7662| 3.081E-07 | **=*
A:S 9.6480 3.2160 3.1022 0.03379| *
Error 56| 58.0570 1.0370
Nivel de significacion (o)
0 *** (0001 ** 001 * 005 . 0.1 1

CV.

8.544

Promedio: 11.917

Mé.error:

1.037

Anexo 15: Analisis de Variancia (ANVA) para la razén de produccién (Rp) de los cuatro
aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la
etapa productiva.

Razoén de produccion (Rp)

Analisis de Variancia (ANVA)
Fuente de | Grados de | Sumas de | Cuadrados
variacion | Libertad | Cuadrados | medios Feal. Pr(>F)
Aislamientos 3 1.4042 0.4681 9.2313| 4.676E-05 | ¥**
Substratos 1 13.0779 13.0779| 2579173 | <22E-16|***
A:S 0.3424 0.1141 2.2512 0.09237
Error 56 2.8395 0.0507
Nivel de significacion (o)
0 *** 0001 ** 001 * 005 . 01 1
C.V.: 9.490
Promedio: 2.373
M.error: 0.051
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Anexo 16: Analisis de Variancia (ANVA) para la biodegradacién del substrato (Bs) de los
cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ),
en la etapa productiva.

Biodegradacién del substrato (B;)

Analisis de Variancia (ANVA
Fuente de | Grados de | Sumas de | Cuadrados
variacion Libertad | Cuadrados| medios Feal. Pr(>F)
Aislamientos 31 0.095439| 0.031813 24.839| 2.377E-10 | ¥**
Substratos 1] 0.095666} 0.095666 74.696) 6.853E-12 | ***
A:S 3| 0.004304| 0.001435 1.12 0.3488
Error 56| 0.071722| 0.001281

Nivel de significacion (o)
0 *** 0001 ** 0.01 * 005 . 0.1 1

. CV.: 8.6948
Promedio: 04115
M.error: 0.0013

Anexo 17: Prueba de Tukey para la velocidad de crecimiento micelial en placa (VCP) de
los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en placa petri contenidos con Papa
Sacarosa Agar (PSA), en la etapa in vitro.

Velocidad de crecimiento micelial en placa (VCP)

Prueba de Tukey
Aislamiento Promedio Comparacion
A4 4.077 a
A3 3.910 a
Al 3.813 a
A2 3.480 b
C.V.:3.81%
a=0.05
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Anexo 18: Prueba de Tukey para la velocidad de crecimiento micelial en substrato (VCS)
de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz

(PJ), en la etapa productiva.

Velocidad de crecimiento micelial

en substrato (VCS)
Prueba de Tukey
Tratamientos | Media | Comparacion
A2PC 1.31750 a
AlPC 1.27737 ab
A2PJ 1.12413 be
A3PC 1.08975 c
AlPJ 1.08313 C
A4PC 0.99175 cd
A3PJ 0.89050 d
A4PJ 0.84450 d

C.V.:10.82%
a=10.05

Anexo 19: Prueba de Tukey para la eficiencia biolégica (EB) de los cuatro aislamientos
de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la etapa

productiva.

Eficiencia biologica (EB)

110

Prueba de Tukey
Tratamientos | Promedio | Comparacion

A3PC 1.0294 a
A4PC 0.9688 ab
Al1PC 0.9088 be
A2PC 0.8463 c
AlPJ 0.7543 d
A4PJ 0.7394 d
A3PJ 0.7344 d
A2PJ 0.6669 d

CV.:6.77%

o.=0.05



Anexo 20: Prueba de Tukey para la tasa de produccion (7,) de los cuatro aislamientos de
P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la etapa productiva.

Tasa de produccion (7).

Prueba de Tukey
Tratamientos | Promedio | Comparacién
A3PC 0.0226225 a
A4PC 0.0207625 ab _
A2PC 0.0205613 ab C.V.:8.06%

AlPC 0.0188384 a=0.05
A4PJ 0.0141413

b
c
A3PJ 0.0138950 Y
c
c

A2PJ 0.0129825
AlPJ 0.0127813

Anexo 21: Prueba de Tukey para la precocidad‘ (Pcd) de los cuatro aislamientos de P.
ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la etapa productiva.

Precocidad (Pes)
Prueba de Tukey
Tratamientos | Promedio | Comparacion
AlPJ 14.333 a
A3PJ 12.292 b
A4PJ 12.125 b
Al1PC 12.083 b
A2P]J 11.875 b
A4PC 11.750 b
A3PC 11.167 be
A2PC 9.708 c
C.V.: 8.54%
a=0.05
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Anexo 22: Prueba de Tukey para la razén de produccion (Rp) de los cuatro aislamientos
de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la etapa
productiva.

Razén de produccion (Rp)
Prueba de Tukey
Tratamientos | Media | Comparacién

A3PC 3.0733 a
A2PC 2.9091 a
A4PC 2.8085 ab C.V.: 9.49%
AIPC  |2.5088 b a=0.05
A4P] 2.0445 c
A3PJ 1.9944 c
c
c

A2PJ 1.8903
AlPJ 1.7542

Anexo 23: Prueba de Tukey para la biodegradacion del substrato (Bs) de los cuatro
aislamientos de P. ostreatus cultivados en panca de maiz (PC) y paja de arroz (PJ), en la
etapa productiva.

Biodegradacion del substrato (Bs)

Prueba de Tukey
Tratamientos | Promedio | Comparacion
A4PC 0.517713 a
A3C 0.458125 b
A1PC 0.435163 be C.V.: 8.69%

AMP) |0422375|  bed o=0.05

A2PC 0.390038 cde
A3PJ 0.377350 de
AlPJ 0.352613
A2PJ 0.339400

Anexo 24: Prueba de Tukey para la velocidad de crecimiento micelial en substrato (VCS)
de los cuatro aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha, en la etapa -
productiva.

Velocidad de crecimiento
micelial en substrato (VCS)

Prueba de Tukey
Aislamientos Promedio | Comparacién
A2 1.22081 a C.V.:10.82%
Al 1.18025 a a=0.05
A3 0.99013 b
A4 0.91813 b
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Anexo 25: Prueba de Tukey para la eficiencia biolégica (EB) de los cuatro aislamientos
de P. ostreatus cultivades en restos de cosecha, en la etapa productiva.

Eficiencia biologica (£B)

Prueba de Tukey
Aislamientos | Promedio | Comparacién
A3 0.88188 a e
A4 0.85406 a CY 6.77%
a=0.05
Al 0.83150 a
A2 0.75656 b

Anexo 26: Prueba de Tukey para la tasa de produccién (7,) de los cuatro aislamientos de
P. ostreatus cultivados en restos de cosecha, en la etapa productiva.

Tasa de produccién (7,)
Prueba de Tukey
Aislamientos | Promedio | Comparacion
A3 0.0182588 a C.v.:8.06%
A4 00174519 ab a=0.05
A2 0.0167719 be
Al 0.0158100 C

Anexo 27: Prueba de Tukey para la precocidad (Pcs) de los cuatro aislamientos de P.
ostreatus cultivados en restos de cosecha, en la etapa productiva.

Precocidad (Peq)
Prueba de Tukey
Aislamientos | Promedio | Comparacion
Al 13.2084 a C.V.:854%
A4 11.9376 b a=0.05
A3 11.7292 be
A2 10.7917 c

Anexo 28: Prueba de Tukey para la razén de produccién (Rp) de los cuatro aislamientos
de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha, en la etapa productiva.

Razdn de produccion (Ry,)

Prueba de Tukey
Aislamientos | Promedio | Comparacion
A3 2.5338 a
C.V.:9.49%
A4 2.4265 a a=0.05
A2 2.3997 a
Al 2.1315 b
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Anexo 29: Prueba de Tukey para la biodegradacion del substrato (Bs) de los cuatro
aislamientos de P. ostreatus cultivados en restos de cosecha, en la etapa productiva.

Biodegradacion del substrato (Bs)

Prueba de Tukey
Aislamientos | Promedio | Comparacién
A4 0.470044 a C.V.: 8.69%
A3 0.417738 b a=0.05
Al 0.393888 be
A2 0.364719 c

Anexo 30: Prueba de Tukey para la velocidad de crecimiento micelial en substrato (VCS)
segun los substratos de panca de maiz (PC) y de paja de arroz (PJ) inoculados con los
cuatro aislamientos de P. ostreatus, en la etapa productiva.

Velocidad de crecimiento
micelial en substrato (VCS)

A Prueba de Tukey
Substratos Promedio Comparacion
Panca de maiz 1.16909 a C'Y': 10.82%
Paja de arroz 0.98556 b =005

Anexo 31: Prueba de Tukey para la eficiencia biolégica (E£B) segin los substratos de
panca de maiz (PC) y de paja de arroz (PJ) con los cuatro aislamientos de P. ostreatus, en
la etapa productiva.

Eficiencia bioldgica (£B)

Prueba de Tukey
Substratos Promedio | Comparacién CV.:6.77%
Panca de maiz | 0.93828 a a=0.05
Pajade arroz | 0.72372 b

Anexo 32: Prueba de Tukey para la tasa de produccién (7)) segiin los substratos de panca
de maiz (PC) y de paja de arroz (PJ) inoculados con los cuatro aislamientos de P.

ostreatus, en la etapa productiva.

Tasa de produccion (75)

Prueba de Tukey
Substratos Media | Comparacién C.V.: 8.06%
Panca de maiz | 0.0206696 a a=0.05
Paja de arroz | 0.0134500 b
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Anexo 33: Prueba de Tukey para la precocidad (P.q) segiin los substratos de panca de
maiz (PC) y de paja de arroz (PJ) inoculados con los cuatro aislamientos de P. ostreatus,

en la etapa productiva.

Precocidad (Pcq)

Prueba de Tukey
Aislamientos | Promedio | Comparacion
Panca de maiz | 12.6563 a
Pajadearroz | 11.1771 b

C.V.:8.54%
a=0.05

Anexo 34: Prueba de Tukey para la razén de produccion (Rp) segin los substratos de
panca de maiz (PC) y de paja de arroz (PJ) inoculados con los cuatro aislamientos de P.
ostreatus, en la etapa productiva.

Razdn de produccién (Rp)

Prueba de Tukey
Substratos |Promedio| Comparacion
Panca de maiz | 2.8249 a
Paja de arroz | 1.9208 b

C.V.:9.49%
a=0.05

Anexo 35: Prueba de Tukey para la biodegradacion del substrato (Bs) segiin los substratos
de panca de maiz (PC) y de paja de arroz (PJ) inoculados con los cuatro aislamientos de
P. ostreatus, en la etapa productiva.

Biodegradacion del substrato (B;)

Prueba de Tukey
Substratos | Promedio | Comparacion
Panca de maiz | 0.450259 a
Paja de arroz | 0.372934 b
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