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RESUMEN

El interés por desarrollar el hongo comestible PLewnotus ostreatus sobre
algin desecho forestal, 1levd a la realizaci6n del presente trabajo. Su
objetivo fue identificar las condiciones mds adecuadas para cultivar el

hongo sobre aserrin de encino,

El proyecto se disefid con base en la informacién obtenida acerca del cre
cimiento de P. ostreatus sobre diferentes sustratos 1ignoceluldsicos, y

consisti6 en tres experimentos:

Un experimento preliminar en el que se corrobord el desarrollo de P. 0s-
treatus sobre aserrin de encino y el efecto positivo sobre el desarrollo

del hongo por la complementacifn del sustrato con urea y glucosa.

Un segundo experimentc en el que se determinaron el pretratamiento y la
preparaci6n del sustrato de aserrfn de encino, los niveles de complemen
taci6n con urea y melaza y las condiciones de cultivo adecuadas para la

aparicibn de primordios de P. ostreatus en tubos de cultivo.

A partir de estos resultados se realizd el tercer experimento en el que
se determinaron el perfodo de incubacidn, el nivel de complementacidn del
sustrato y las condiciones de cultivo adecuados para la fructificacién de
P. ostreatus sobre aserrin de pino y de encino, cultivado en cantidades

de 100 g de sustrato himedo aproximadamente,

Por G1timo, los resultados de estos experimentos se discutieron detallada

mente.



INTRODUCCION

* EY hongo comestible Plewrotus ostreatus pertenece a ta familia
Tricholamataceae del orden Agaricales (Ulloa y Hanlin, 1978). Se ha
encontrado en la naturaleza como saprobio destruyendo la madera muerta

0, en ocasiones, como pardsito de ciertos &rboles. Es capaz de degradar
tanto lignina como celulosa y en general todos los materiales que conten
gan estos compiejos, y realiza esta degradacién sin necesidad de una ac-
cibn quimica o fermentativa (Chang y Hayes, 1978). Coloniza rdpidamente
el sustrato con un micelio abundante. Crece a temperaturas relativamen-
te altas, entre 25 y 30°C. Los esporforos son comestibles y de buen sa-
bor, tienen carne blanca y carnosa, con olor agradable, y carecen de pie
o éste es muy corto o mal definido. El1 pfleo, que tiene forma de ostra,
mide entre 3 y 15 cm de didmetro y su parte superior es suave, himeda,
grisdcea de joven y de color café claro en la madurez. La parte inferior,
el himen6foro, consta de 1dminas blanquecinas decurrentes que se anastomo-

san en la base,

P, ostneatus pertenece al grupo de hongos que causan "pudricién blanca" de
Ta madera. Este tipo de descomposici6n resulta de la accifn tanto de en-
zimas extracelulares hidrolfticas como oxidativas. Asfi, la lignina, 1a
celulosa y Tos demds componentes de la madera son degradades, y como conse
cuencia de este proceso la madera se blanquea en las etapas finales

(Gilbertson, 1974).

La facilidad con que P. osfreatus puede ser manejado en el laboratorio ha

Tlevado a muchos autores a realizar investigaciones con esta especie, £}



registro mis antiguo de su cultivo data de 1935, aunque aun en esa época
se cultivaba dnicamente con propfsitos experimentales. Se sabe que des-
de 1916 se estaba fomentando el desarrollo de P. ostreatus sobre madera,
pero en realidad no fue sino hasta hace algunos afios (en 1971) que su

cultivo ha sido industrializado.

En el cultivo comercial de P. ostreatus, el problema principal ha sido
que la inhalacidn de las esporas provocan reacciones alérgicas en la ma-
yorfa de las personas que se exponen durante perfodos prolongados. Una
solucidn genética a este problema serfa la obtencifn de formas mutantes
que no produjeran esporas. Eger (1976) obtuve una variedad asporfgena
de P. ostreatus. Leal Lara (1979) demostrd la herencia .monogénica de
este cardcter; asimismo mostrd que la asporog&nesis estd regularmente
asociada s6lamente con uno de los monocariotes resultantes de la dedi-
cariotizacién. El dicariote original dio bajos rendimientos, pero por
medio de la seleccibn genética estos se han incrementado, y ahora se en-

cuentra disponible una amplia gama de dicariotes asporSgenos (Eger, 1979)

Las propiedades enzimiticas (rdpida degradacitn de sustratos Tignocelul6-
sicos) y de comestibilidad de P, ostreatus han 1levado a varios investiga
dores (Anselmi y Deandrea, 1978; Hashimoto y Takashi, 1974; Imbernon et af,
1974; Kalberer, 1974; Khan y Ali, 1981; Tan, 1981) a identificar las mejo-
res condiciones de desarrollo y fructificacifn de este hongo lignfcola so-
bre diferentes sustratos lignocelulésicos, como pajas de cereales, tocones,

rastrojos, papel perifdico y desperdicios de algodén, entre otros. Los



éxitos obtenidos por dichos autores 1levaron a la realizaci6n del presen-
te trabajo, en el que se empleé un material barato, constituide de ase-
rrin de encino y de pino como base de un sustrato favorable para el cul-

tivo.

Con base en la SARH 1982, las regiones de la Repiblica Mexicana mds bos-
cosas son Chihuahua, Durango, Michoacan, Jalisco, Puebla, Estado de Méxi-
co y Selva Lacandona, con una produccién anual de madera en rollo de
2'762,265 m’r* de pino, y de 53,214 m®r de encino. De estos volimenes re-
portados, se puede considerar aproximadamente el 40% como madera de dese-
cho, pues segln datos sobre coeficientes de aserrio, aproximadamente 1a
mitad de la troza{corresponde a madera aserrada {tablas, tablones, vigas,
polines y madera labrada con hacha), y el otro 50% a corteza, aserrfny
lefia. Parte de estos desperdicios son utilizados en cercas, aglomerado,
lefia, combustible, etc. Otro tipo de desechos son los que quedan en el
bosque después de haber aprovechado el &rbol, es decir, las puntas y ra-

mas o brazuelos,

Dado el gran volumen de aserrin que se maneja en las industrias como de-
secho, se vio la necesidad de analizar la posibilidad de ser empleado co-
mo base para el cultivo del hongo comestible P. ocstreatus. E1 aserrfn
como tal es un desecho ventajoso para ser utilizado como sustrato, ya que
no requiere de maquinaria para su procesamiento. Una vez identificadas
las condiciones mds favorables para el cultivo del hongo, puede enfocarse

el proceso hacia cooperativas, comunidades rurales o ejidatarios que ten-

*nir= Metros cdGbicos de madera en rollo.



gan concesjones del gobjerno para aserraderos. La corteza y la leda tam-
bién son desechos factibles de ser utilizados, pero esto implicarfa el em
pleo de equipo complementario, tales como sierras fragmentaderas, molino
de martilios, etc.; ademds, la corteza se encuentra mis afectada por fac-
tores fisicos y biol6gicos, por lo que se requerirfa de la estandariza-

cién del producto para ser considerado dentro del proyecto.

EY interés por cultivar P. ostreatus empleando aserrin como sustrato re-
sidié principalmente en Ta mencionada capacidad del hongo de degradar

los compuestos lignocelulfsicos. De ella resultarfa la transformacién de
un material no comestible en biomasa comestible, aceptada generalmente co
mo alimento de alta calidad, un sabor agradable y un valor nutritivo con-
siderable. Ademis, el sustrato residual degradado quedarfa con amplias

posibilidades de ser empleado como forraje.

Se decidi6 utilizar como material bdsico de los experimentos el aserrin
de encino y no el de pino, ya que seqiin la bibliograffa P. ostreatus se
ha encontrado en la naturaleza mds frecuentemente sobre angiospermas que
sobre gimnospermas (Cartwright y Findley, 1958; Anselmi y Deandrea,
1978). Ademds, Imbernon et af.(1974) han reportado menor rendimiento y
mayor nlmero de contaminantes'en el cultivo del hongo sobre cortezas de
pino que en el cultivo sobre cortezas de encino. Sin embargo, dada Ta
gran produccién de pino en México, en la dltima etapa experimental tam-

bién se realizaron pruebas con aserrin de pino.



I. ANTECEDENTES.
1.1, HISTORIA DEL CULTIVO DE PLewnrofus ap.

E1 cultivo de PLeurotus sp., sobre tocones de drboles fue descrito por
primera vez a principios del Siglo XX. Block et af.(1958) y Kedyk y
Smotlachovd (1959), introdujeron una innovacidn importante al cultivar
dicho hongo sobre aserrin y medio composteado. Bano y Srivastava (1962),
Schanel et af. (1966) y Herzig et af. (1968) 1levaron a cabo la primera
produccifn masiva de PReurotus en un sustrato a base de paja. Lla pro-
duccidn industrial de sustrato y esporSforos fue desarrollada por
Junkovd (1971), Stanek y Rysavd (1971), Heltay et af£. (1971), Zadrazil y
Schneidereit (1972), Zadrazil (1973) y Kalberer y Vogel (1974).

1.2, CRECIMIENTO MICELIAL.

P. ostneatus se ha caracterizado por su gran velocidad de desarrollo ve-
getativo y capacidad para colonizar el sustrato. Estos atributos han
facilitado en general el proceso de cultivo. Se ha observado que la tem
peratura ha influido sobre la tasa de crecimiento micelial, es decir, a
bajas temperaturas (menores de 15°C) ha presentado un crecimiento lineal;
de 15 a 20°C se ha notado una aceleracién en el desarrollo, la cual dis-
minuye ligeramente entre 20 y 30°C. El mejor crecimiento micelial se ha

encontrado a una temperatura de 25 a 30°C (Chiang y Hayes, 1978).

En relaci6n con el requerimiento de CO, por P. ostreatus, Schanel (1970)
y Zadrazil (1975) han descubierto que el crecimiento micelial es estimu-

Y



lado con concentraciones elevadas de CD; (hasta 28% del volumen de aire).
Segin Zadrazil (1975}, esta caracterfstica ha seleccionado el género con
respecto a otros microorganismos que no han podido crecer e inclusive han
muerto ante dichas condiciones. De hecho, el crecimiento micelial de
Agaricus bisponus se ha visto fuertemente afectado por concentraciones
mayores a 0,03% de CO,. Aunque para el desarrollo Sptimo del hongo se
requieran niveles altos de CO; en el medio, es necesario proveer el sus-
trato con cierto volumen de 0, debido a que dicho crecimiento micelial

se realiza bajo condiciones semianaer6bicas. Se ha comprobado que la
eliminacifn del oxfgeno durante el desarrollo vegetativo inhibe totalmen-
te el crecimiento micelial. Las dos etapas del desarrollo de P. ocstnea-
tus difieren en sus requerimientos de oxfgeno; es decir, el crecimiento
micelial se desarrolla bajo condiciones semianaerdbicas, mientras que

el desarrollo de los espordforos definitivamente requiere de condiciones

aergbicas (Chang y Hayes, 1978).

En relacién con la influencia del grado de acidez sobre el crecimiento
micel ial de P, ostreatus, se ha encontrado que aquél es Gptimo cuando
Jos valores de pH son entre 6 y 6.5; valores superiores e inferiores a

&stos inhiben el crecimiento del micelio.

1.3. PREPARACION DEL SUSTRATO Y PRODUCCION COMERCIAL.

Respecto a 1a preparacifn del sustrato para el cultivo comercial de
Pleunotus ap., Stanek y Rysavd (1971) desarrollaron el micelio y espord-
foros de este hongo en up sustrato fermentado con Streptomyces theamovulgaris



y las bacterias acompafiantes (del género Pseudomonas) durante 24 horas a
55°C. Zadrazil y Schneidereit (1972) deteminaron que tanto la fermenta-
cibn aerébica como la anaerébica de la paja, son adecuadas para el culti
vo de Pleurotus ap. E1 inbculo ha sido facilmente producido sobre grano
de trigo fermentado anaerdbicamente. Kalberer y Vogel (1974) y Kalberer
(1974) estudiaron la relacidn entre el sustrato y el rendimiento; conclu-
yeron que la fermentacién del sustrato no es necesaria para el cultivo

de PLewrofus sp. y por el contrario, ocasiona pérdida de materia orgdnica.
E1 método que ha dado mejores resultados ha side una variacidn del de
Til, es decir, inocular bajo condiciones estériles en bolsas de pldstico,
que se abren después del crecimiento micelial para el desarrollo de los
esporSforos. Una simplificacién de este método ha consistido en sujetar
el sustrato a calentamiento de 80 a 100°C, y enseguida enfriar e inocu-

lar.

Las etapas principales del proceso de produccin de P. ostreatus (Figura

1) son:

1. Fragmentaci6n del material bdsico.

2. Complementacién, mezcla y humidificacién del sustrato.
3. Tratamiento térmico del sustrato.

4. Inoculacién y propagacifn vegetativa.

5. Fructificacitn.

Para 1a etapa de desarrolle vegetativo, el sustrato generalmente se empaca
en bolsas de pldstico y se presiona para formar blogues rectangulares. E1

ancho de los mismos no debe exceder de 30 cm, de 10 contrario podria inhi-
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birse la formacidn de esporéforos por excesivo calentamiento. Asimismo
la superficie de cosecha no debe de ser muy pequefia pues se obtendrian
esporb6foros deformes. Los recipientes empleados se colocan en un cuarto
oscuro a temperatura constante (entre 25 y 30°C). No ha sido necesaria
la regulacién de aire himedo durante el desarrollo vegetativo., La hume
dad inicial del sustrato debe estar entre 60 y 80%. Después de 20 dfas

en promedio, el sustrato es invadido por el micelio. ,

Para la obtencifn de los esporéforos se dejan expuestas las caras de los
bloques de sustrato invadidos por micelio. Entre los principales facto-
res que influyen sobre el desarrollo normal de los esporéforos estin la
luz y 1a ventilaci6n. Un esporSforo normal posee un estipite o pie ex-
tremadamente pequefio y un pileo amplio. Cuando la Tuz se reduce el pje
se alarga y engruesa y el pileo se reduce parcialmente, Esto mismo ha
sucedido cuando 1a ventilacifn es escasa. Ante condiciones extremas de
ventilacidn insuficiente y exposicifn baja de luz se induce la formacién
de agrupaciones de numerosos esporSforos amorfos. Por otro lado, segiin
Jablonsky et af. {1973) y Zadrazil (1974), con un intercambio de aire muy
fuerte se reduce la cantidad de esporb6foros por superficie. Lla luz ha
do un factor de iniciacidn en el desarrollo de los primordios, por tan=-
to, la iluminacibn es necesaria por lo menos durante 15 minutos al dia.
Segin Eger (1970b) el nimero de primordios se incrementa con la duracién

de 1a intensidad luminosa.

La duracifn total del cultivo de P, ostreatus ha sido de 60 dfas en pro-

medic, con la aparicién de 2 § 3 brotes y una semana entre cada uno de
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ellos. E1 peso seco de los espordforos cosechados representa en general el
10% del peso original del sustratro (por ejemplo paja). Este porcentaje ya
es considerado un buen rendimiento, cuyo equivalente en kilns serfa:

1 Kg de hongo fresco por cada Kg de paja seca. En la Tabla 1 se muestran
los rendimientos de P, ostreatus sobre diferentes sustratos, cultivado

por diferentes autores.

Los espordforos representan el 10% del sustrato original; cerca del 50%

de! mismo es liberado como CO,. Alrededor del 20% corresponde a agua

de descomposicién. Por d1timo, una vez terminada la produccifn de espo-
réforos, cerca del 20% del peso original queda como sustrato residual
(Zadrazil, 1975). Es interesante mencionar que segiin este autor, Schanel
et al. (1966) y Herzig et af. (1968), el sustrato residual puede ser em-
pleado como base para el cultivo de hongos comestibles, como abono y/o como

alimento para animales.

1.4, REQUERIMIENTOS NUTRICIONALES,

Los conocimientos bdsicos de la fisfologfa de P. ostreatus, eﬁtre ellos
los relacionados con el tipo de nutrimentos que emplea y la forma en que
Tos asimila, son indispensables para optimizar Vas condiciones de culti-
vo de dicho organismo. Los principales nutrimentos que se deben consi-
derar para el cultivo del hongo son el carbono y el nitrdgeno, ademds de
vitaminas, hormonas y sales minerales. Con el objeto de identificar el
tipo de nutrimentos y las concentraciones mds adecuadas para el desarro-

1o y fructificactén de P. ostreatus, diversos investigadores han reali-

)



TABLA 1

PRODUCCION DE P. ostneatus EN DIFERENTES SUSTRATOS.Y TRATAMIENTOS

SUSTRATO BASICO

COMPLEMENTO

TRATAMIENTO TERMICO
DEL SUSTRATO

RENDIMIENTO
Kg hongo fresco
Kg sustrato seco

X 100

AUTOR

Paja de arroz Salvado de arroz En todos los casos 79.0

Periddico Salvado de arroz 100°C/30 min. 75.4 Hashimoto ¥y

Cascarilia de arroz Salvado de arroz 56.9 Takahashi

Aserrin de pino Salvado de arroz 45.5 1974

Paja 85.5 % Grass meal?®, 14.5% Fermentacidn 60-70 horas 84.0

Paja 81.0 % Grass meal, 19.0% Fermentacién 60-70horas 106.0

Paja 74.0 % Grass meal, 26.0% Fermentacién 60-70horas 118.0 Kalberer, 1974

Paja 100.0 % Sin complementar 40-80°C/40-45 horas 86.0

Paja 93.0 % Grass meal, 7.0% 40-80°C/40-45 horas 121.0

Paja 79.0 % Olotes molidos 21.0% 40-88°C/40-45 horas 79.0

Corteza de encino “i“:“ﬂdf-ﬁ%'““ de | 70-80°C/72 horas 0.0 Imbernon et ak,

Corteza de pino P wedhnaza, 70-80°C/24 horas 70.0 1974

Paja de trigo Harina de piuma de 84.8 gcepa A)?

Paja de trigo pollo y yeso Enotodos Tos casos 78.8 (cepa B) Imbernon. 1981

Paja de trige agricola 65°C/6 horas 58.8 icepa Cg ’

Paja de trigo 59.2 (cepa D

Paja de trigo 57.6 (cepa E)

D.A.= Desperdicio de algoddn A= Aserrin de encino

D.A. 75% +A 25% | Salvado de arroz e 123.0 Tan, 1981

D.A. 50% + A 50% Salvado de arroz 127°C/1 hora 95.7

D.A. 25% + A 75% Salvado de arroz 52.7

D.A. 0% + A 100% Salvado de arroz 4.3

Desperdicio de Salvado de arroz Perfodo de enfriamiento Leong (In:

Algodén (D.A.) 5% 20°C/15 dfas 119.0 Chiang y Quimio,:G
1982 :

1 Diferentes hibridos de una cepa comercial.

2 Pastura de zacate.
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zado estudios empleando diferentes fuentes de nutrimentos. A continua-

cidn se mencionan los datos mds relevantes al respecto.

1.4.1 CARBONO.

En la naturaleza, la circulacibn bdsica del carbono comienza en la reser
va atmosférica, pasa a los productores, enseguida a los consumidores y
de estos dos grupos a los degradadores. A este Gltimo pertenecen los
hongos y del mismo grupo el carbono vuelve a la atmdsfera. Ast, la im-
portancia primaria de los hongos degradadores de la madera estd en fun-
¢ibn continua con el ciclo del carbono que permite la vida en la Tierra.
La actividad respiratoria de los productores y consumidores es responsa
ble en gran parte de la devolucién del carbono a la atmdsfera en forma
de C0;. Sin embargo, la devolucifn de mayor cuantfa se debe a la acti-
vidad respiratoria de los degradadores al procesar los materiales de de-

secho y los restos muertos de otros niveles tr6ficos (Kormondy, 1975).

Muchos autores han realizado estudios con el objeto de observar 1a capa-
cidad de P. ostreatus para usar diferentes carbohidratos y demis compues-
tos de materiales lignocelulfsicos, muchos de ellos considerados como de-
sechos. Hashimoto y Takahashi (1976) emplearon una concentracibn de car-
bono de 2% usando diferentes carbohidratos como fuente de dicho nutrimento.
Encontraron‘que el mayor crecimiento se presentd en los sustratos con
manosa, seguido por almidén, glucosa y maltosa. Los siguientes sustratos
mds efectivos fueron aquellos con sacarosa, fructosa y galactosa. Sin

embargo, durante la fructificacibn el mayor peso de esporéforos fue ob-
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tenido en el sustrato que contenfa sacarosa.

Rypaceck {1977) realizd un estudio en el que observé la capacidad de

P. ostrheatus para usar los monosacdridos de la hemicelulosa (arabinosa,
galactosa, manosa y xilosa) en comparacién con la glucosa. EmpleS una
concentracién de 1% en cada azlicar probado. En todos se observé creci-
miento, peiro en los medios con arabinosa o xilosa se presentd un creci-
miento 40% menor al del sustrato con glucosa. Con galactosa y manosa se
presentd mayor desarrollo que con glucosa. Es interesante comparar los
resultados entre los diferentes autores, pero es muy importante conside-
rar que al experimentar con una sola concentracidn no se puede inferir
el comportamiento en concentraciones vecinas. Es bien sabido que una
determinada concentraci6n puede .estimular el crecimiento micelial, pero
si ella es variada puede resultar tdxica para el organismo (Chang y

Quimio, 1982).

1.4.2, NITROGENO,

El nitr6geno es muy importante para el crecimiento de los hongos; es ne-
cesario para la sintesis de dcidos nucleicos, protefnas y para la forma-
ci6n de la quitina de las paredes celulares. El medio donde normalmente
se desarrolla P, ostneatus en la naturaleza estd casi desprovisto de ni-
tr6geno. Siempre ha sido importante considerar la concentracién adecuada
de este nutrimento cuando se cultiva algdn organismo. Por tanto, muchos
autores han hecho esta determinaci6n sin contemplar como obtiene P, ostrea

tus el nitr6geno en la naturaleza. Simplemente han considerado el ambien
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te de cultivo artificial suficientemente distinto del natural como para

que fuera necesario afiadir un complemento de nitrdgeno.

La revision de los estudios realizados para investigar la.fuente de ni-
trégeno mds adecuada para el crecimiento de P, ostreatus indicé que la
urea fue el complemento con el que se presenté mayor desarrollo vegeta-
tivo, comparado con el obtenido con nitratos y sales de amonio, asi como
con diferentes fuentes de nitr6geno orgdnico (Eger, 1970a; Jandaik y
Kapoor, 1976; Voltz, 1972). En los experimentos de Hashimoto y Takahashi
(1976), Hong (1978) y Sugimori et al. (1971), el mayor crecimiento de

P. ostreatus se registré en los sustratos complementados con peptona. Ca-

be mencionar que estos Gltimos autores no experimentaron con urea.

En los experimentos de Voltz (1972), solamente la urea y la alanina per-
mitieron el mayor crecimiento micelial. Eger (1970a)estudié el efecto
de 1os aminodcidos: asparagina, alanina, arginina, fenilalanina y proli-
na, y de la urea en varias cepas de P, ostneatus. Ella encontrd que,

de todos los aminodcidos experimentados, el medio con alanina present6
el miximo crecimiento, y que con la urea se presentd un desarrollo simi-

tar,

Cuando el cultivo se 1leva a cabo en condiciones estériles, de forma que
otros microorganismoes no puedan metabolizar Tos compuestos orgdnicos, se
ha encontrado que la urea es mejor fuente de nitrdgeno que la mayorfia

de los compuestos orgdnicos del nitrégeno (Chang y Quimio, 1982).
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1.4.3. VITAMINAS Y HORMONAS.

Diversos investigadores (Jandaik y Kapoor, 1976; Vinklarkova y Sladki,
1978; Sugimori et af., 1971; Hong, 1978, entre otros) han realizado estu-
dios sobre la influencia de diferentes tipos de vitaminas y hormonas en
el -crecimiento de varias especies de Plewrotus, Ningdn autor indicd que
hubiera habido mds que un pequefio incremento en el desarrollo de este hon
go debido a la presencia de hormonas. Encontraron que todas las vitami-

nas estimularon el crecimiento en las concentraciones estudiadas.

El uso de las vitaminas en sustratos comerciales tiene valor tnicamente
cuando se usan sustratos estériles. Esto es porque la mayorfa de los
otros microorganismos puede metabolizar las vitaminas con mds rapidez que
PLeurotus. Lo mismo sucede con el nitrSgeno cuando proviene de fuentes

orginicas que no sean urea (Chang y Quimio, 1982).

1.4.4. MINERALES.

Los estudios de Kurtzman {(1982) y Hong (1978), asf como los de Jauhri y
Sen (1978), mostraron que las sales inorgdnicas en concentraciones entre
0.01M y 0.1M no causan un aumento significativo en el crecimiento mice-
1ial de PLewroius. Sin embargo, algunos fosfatos presentaron propieda-
des promotoras del crecimiento, como fue observado por Jauhri y Sen

(1978).
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II. MATERIALES Y METODOS.
11.1. CEPA FUNGICA.

La cepa seleccionada de P. ostreatus fue la nhy (8 x 3) So. 18, hfbrido
producido por el Dr. Hermilo Leal Lara, del Departamento de Alimentos de

la Divisi6n de Estudios de Posgrado de la Facultad de Qufmica de 1a UNAM.

I11.2. MEDIO DE CULTIVO DE MALTA AGAR PARA LA PROPAGACION VEGETATIVA
DEL HONGO.

Extracto de malta, 15 g; agar, 20 g; agua destilada, 1 litro. Después
de disolver bien 1os componentes s61idos, el medio se esterilizé en auto-
clave a 1.1 Kg/cm? durante 15 minutos, y se verti5 en cajas de petri de
vidrio, de 10 cm de difmetro, poniendo 20 ml en cada una. Una vez soli-
dificado el medio, Tas placas fueron inoculadas en el centro, colocando
un disco de malta agar, de 0.5 cm de &iametro. conteniendo micelio de

P. ostneatus crecido previamente; para ésto se utilizé un tubo de vidrio
como molde. Las placas inoculadas se guardaron en bolsas de plastico y

se incubaron 8 dfas a 25°C.

Los cultivos desarrollados en estas placas de malta agar sirvieron para
inocular el sustrato de aserrfn de encino contenido en tubos de cultivo,
y también para inocular los granos de centeno utilizados posteriormente

como inGculo del sustrato de aserrfn contenido en recipientes de pléstico.
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E1 indculo para el sustrato en tubos de cultivo correspondi6 a la segunda
resiembra de P. ostrneatus crecido en medio de malta agar preparado segln
el punto anterior. £1 tiempo transcurrido entre cada resiembra fue de

7 dfas.

I11.3. PREPARACION DE INOCULO DE GRANO.

Para el sustrato en 1os recipientes de plastico, se empleo indculo de

P. ostneatus crecido en centeno durante 3 semanas. El infculo de grano
se prepard de la siguiente manera: el centeno se hidrat6é durante 16 ho-
ras, posteriormente se elimind el exceso de agua. E1 grano hidratado

se coloch en frascos de boca ancha de 1 litro, 1lenando la mitad del re
cipiente aproximadamente, se taparon con hule espuma, papel aluminio y
liga. Enseguida, dichos frascos se esterilizaron en autoclave a 1.1 Kg/
cm? durante 15 minutos, dos veces sequidas. E1 material se dej6 enfriar
a temperatura anbiente entre cada esterilizaci6n. Finalmente, cada fras-
co fue inocutado con micelio de la segunda resiembra de P, ostreatus co-
rrespondiente a una caja de Petri e incubado a 25°C durante 3 semanas.
Cada 3 dfas se agitaron los frascos para romper el micelio y evitar su

apelmazamiento.

I1.4. MATERIALES LIGNOCELULOSICOS.

El aserrin, tanto de pino como de encino, fue proporcionado por el Aserra

dero J.L. Uriegas del Rancho Bermidez, Municipio de Huasca, Hidalgo. Una
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vez secado al sol, el aserrin de encino se tamizd entre las mallas 8 y 30,
y el de pino entre las mallas 6 y 60, en ambos casos durante 3 minutos,
con la ayuda de un vibrador para tamizar. El material de tamafio interme

dio, obtenido entre las dos mallas, se utilizé como sustrato.

La composicibn, y el pH del aserrin de encino fueron:

Nitrégeno 0.15 %
Carbohidratos solubles 0.00 %
Celulosa 5.0 %
Lignina 23.0 %
Humedad 10.0 %
pH 5.5

I11.5. PROCEDIMIENTO GENERAL DE EXPERIMENTACION.

E1 procedimiento seguido tanto en la formulacién, la preparacibn del sus
trato y las condiciones de cultivo como en la cuantificacién del desarro-

1o y fructificacién de P. ostreatus se muestra en la Figura 2.

11.5.1. FORMULACION Y PREPARACION DEL SUSTRATO.

Una vez tamizado el aserrin se complement§ con urea, melaza (proporcio-

nada por la empresa Industrial de Alimentos, S.A.), o glucosa, y CaC0,. La
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MATERIAS PRIMAS | +-

|

FORUMULACION Y PREPARACION
DEL SUSTRATO

1

"COLOCACION DEL SUSTRATO
EN RECIPIENTES

|

TRATAMIENTO TERMICO DEL
SUSTRATO

INOCULACIDN

PROPAGACION VEGETATIVA

|

l

MEDICION DEL pH
INICIAL

FASE PRODUCTIVA p—m——o—r

MEDICION DEL pH
FINAL

EVALUACION DE LA EFECTIVIDAD DEL
TRATAMIENTO

l

SELECCION DE CONDICIONES DE CUL-
TIVO Y FRUCTé;ICACION MAS ADECUA
S

FIGURA 2. Procedimiento general de experimentacién.
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mezcla se ajustd a 69% de humedad (correspondiente a la mixima capaci-
dad de retencidn de agua del aserrfn) y se homogeniz6 perfectamente.

En las Tablas 2y 3 se describen los tratamientos del sustrato experi-
mentados. En las Tablas 4 a 8 se indican las cantidades afadidas segin
1a variable estudiada. FEn todos los sustratos se afadié 1 g de CaC0,
por cada 100 g de aserrin seco. Para el sustrato control del experimen-
to en tubos de cultivo, se us6 el aserrin tamizado por las mallas 8 y
30, se complementd con 1 g de nitrdgeno, 2 g de carbohidratos, y se ajus
t6 la mezcla a 69% de humedad. EV sustrato control del experimento en
recipientes de pldstico se incubé durante 16 dfas, comp1gment6ndose con

0.75 g de nitr6geno y 4.5 g de carbohidratos.

Il ,5.2. COLOCACION DEL SUSTRATO EN RECIPIENTES.

En los dos primeros experimenics se emplearon tubos de cultivo de 2.5 x
20 cm. Se pusieron 32 g de sustrato himedo en cada uno de 4 tubos para
cada variable, compactdndose a una altura de 15 cm con la ayuda de un
vibrador. La superficie del sustrato se aplané 1igeramente con un ci-
Yindro para el correcto asentamiento del inSculo, Todos los tubos, eti
quetados segdn el tratamiento y marcados en la 1fnea superficial del sus
trato por donde empezarfa a crecer descendentemente el micelio, se tapa-
ron con cuadros de hule espuma, liga para sostenerle y un cuadro de papel

alumino encima,

En el Gltimo experimento se emplearon cajas de pldstico de 10.0 x 3.5 cm.

Se colocaron 100 g de sustrato hdmede en cada una de 5 cajas para cada va-
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TABLA 2.0 DESCRIPCION DE LOS TRATAMIENTOS DEL SUSTRATO EN EL CRE-
CIMIENTO VEGETATIVO DE P. odtreatus
TRATAMIENTO DESCRIPCION

.
I. Tratamiento térmico en autociave

N LW N -

Esterilizacién
Esterilizaci6n parcial

Pasteurizacitn 30 min
Pasteurizacion 20 min

. Pasteurizacion 10 min

Sin tratamiento térmico

I1. Complementacidn del sustrato con
nitrégenc, suministrado como urea
(g nitrégeno/100 g sustrato seco)

I11. Com@ ementacidn del sustrato con
carbohidratos, suministrados como
melaza
{g carbohidratos/100 g sustrato
seco)

1V. Humedad del sustrato (%)

2

V. Tamizado del aserrin

1. Grueso
2. Mediano
3. Mixto

121°C/15 min

Calentamiento hasta 121°C y
enfriamiento inmediato
100°C/30 min

100°C/20 min

100°C/10 min

63
66

69

Material retenido entre:

Tamices 8 y 20
Tamices 20 y 30
Tamices 8 y 30




TABLA 3 . DESCRIPCION DE LOS FACTORES EXPERIMENTALES EN LA

FRUCTIFICACION DE P. ostreatus.

FACTOR EXPERIMENTADO DESCRIPCION
1. Complamentaci6n del sustrato con 3.0
carbohidratos 4.5
(g carbohidratos/100 g de sustrato seco) 6.0
7.5
II. Compementacién del sustrato con 0.25
nitrégeno 0.50
{9 nitrégeno/100 g de sustrato seco) 0.75
I11. Perfodo de incubacién 10
(d7as) 13

23.



TABLA 4. FORMULACIGN DEL SUSTRATO CON IGUAL CONTENIDO DE NITROGENO (1 g) Y DE
CARBOHIDRATOS (29) Y DIFERENTES CONTENIDOS DE HUMEDAD

A. BALANCE DE HUMEDAD

1. Contenido total de humedad (%) 63 66 69
a) Aporte del aserrin (g H,G/100 g

de aserrin seco) 11.11 11.11 11.11

a.1) Cantidad de agua afiadida (m31) 170.2 195.6 225.9

B. BALANCE DE NITROGENO
1. Contenido total de nitrdgeno {g N/10D g de

sustrato seco) 1.0 1.0 1.0
a) Aporte del aserrin (g N) 0.15 0.15 0.15
b) Aporte de la urea {g N) 0.85 0.85 0.85

b.1) Cantidad de urea .afiadida (g) 1.82 1.82 1.82

€. BALANCE DE CARBOHIDRATOS
1. Contenido total de carbohidratos

{g carbohidratos/100 g de sustrato seco) 2.0 2.0 2.0
a) Aporte de la melaza (g carbohidratos) 2.0 2.0 2.0
a.l) Cantidad de melaza afiadida (g) 3.64 3.64 3.64

‘v



TABLA 5. FORMULACION DEL SUSTRATO ISONITROGENADO (1 g} CON IGUAL CONTENIDO DE HUMEDAD
(69%) Y DIFERENTES CONTENIDOS DE CARBOHIDRATOS ’

A. BALANCE DE CARBOHIDRATOS

1. Contenido total de carbohidratos
{g carbohidratos/100 g de sustrato seco)

a) Aporte de la melaza (g carbohidratos)
a.1) Cantidad de melaza afiadida (g)
8. BALANCE DE NITROGENO

1. Contenido total de nitrégenc
(g nitrégeno/100 g de substrato seco)

a) Aporte del aserrin {g N)
b) Aporte de la urea {g N)
b.1) Cantidad de urea afadida (g)
C. BALANCE DE HUMEDAD
1. Contenido total de humedad (%)

a) Aporte del aserrin (g H.0/100 g de
aserrin seco)
a.1) Cantidad de H,0 afiadida {m)

1.0

1.0
1.82

1.0
0.15

0.85
1.82

69

11.11
225.9

1.5

1.5
2.73

1.0
0.15

0.85
1.82

69

11,11
225.9

2.0

2.0
3.64

1.0
0.15

0.85
1.82

69

11.11
225.9

2.5

2.5
4.55

1.0
0,15

0.85
1.82

69

11.11
225.9

°5¢



TABLA 6 . FORMULACION DEL SUSTRATO CON IGUAL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS (2 g) ¥ HU-
MEDAD (69%) CON DIFERENTES CONTENIDOS DE NITROGENO

A, BALANCE DE NITROGENO
1. Contenido total de nitrégeno

{g nitrégeno/100 g de sustrato seco) 0.75 1.0 1.25 1.5
a) Aporte del aserrfn (g N) 0.15 0.15 0.15 0.15
Aporte de la urea N 0.60 0.85 .10 1.35
bl bpl) Cantidad de u&ga gﬁadida (g) , 1.29 1.82 %.%6 2.90
B. BALANCE DE CARBOHIDRATOS
1. Contenido total de carbohidratos
(g de carbohidratos/100 g de sustrato seco) 2.0 2.0 2.0 2.0
a) Aporte de 1a melaza (g carbohidratos) 2.0 2.0 2.0 2.0
a.l) Cantidad de melaza afadida {g) 3.64 3.64 3.64 3.64
C. BALANCE DE HUMEDAD
1. Contenido total de humedad (%) 69 69 69 69
a) Aporte del aserrin (g H,0/100 ¢ de
aserrfn seco) 11.11 11.11 11.11  11.11
4.1) Cantidad de agua afiadida (ml) 225.9 225.9 225.9 225.9

"ge



TABLA 7. FORMULACION DEL SUSTRATO [SONITROGENADO (0.75 g) CON DIFERENTES CONTENIDOS

DE CARBOHIDRATOS

A. BALANCE DE CARBOHIDRATOS

1. Contenido total de carbohidratos
(g carbohidratos/100 g de aserrin seco)

a) Aporte del centeno del indculo (g)
a.1) Cantidad de in6culo (g)

b) Aporte de la melaza (g carbohidratos)
b.1) Cantidad de melaza afadida {g)
B. BALANCE DE NITROGENO

1. Contenido total de nitrdgeno
{g N/100 g de aserrin seco)

a) Aporte del centeno del indculo mds el
aporte del aserrfn (g N)

b) Aporte de 1a urea (g N)
b.1) Cantidad total de urea (g)

—
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0.75

0.22
0.53
1.14

WN ON &
NO ot o

0.75

0.22
0.53
1.14

o

W OMN Y
W owm

0.75

0.22
0.53
1.14

0.75

0.22
0.53
1.14
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TABLA 8. FORMULACION DEL SUSTRATO- CON IGUAL CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS (4.5 g)
Y DIFERENTES CONTENIDOS DE NITROGENO

A. BALANCE DE NITROGENO
1. Contenido total de nitrégeno

(g N/100 g de aserrin seco) 0.25 0.50 0.75
a) Aporte del centeno del indculo (g N) 0.07 0.07 0.07
a.l) Cantidad de indculo (g) ' 10.0 10.0 10.0
b} Aporte del aserrin {g N) 0.15 0.15 0.15
b.1) Cantidad de aserrfn (g) 100.0 100.0 100.0
¢) Aporte de la urea (g N) 0.03 0.28 0.63
¢.1) Cantidad de urea (9) 0.06 0.60 1.14

B. BALANCE DE CARBOHIDRATOS

1. Contenido total de carbohidratos
{g carbohidratos/100 g de aserrfin seco) 5 4.5 4.5

4,

a) Aporte del centeno del infculo {g) 2.5 2.5
2.
3.

b) Aporte de la melaza (g carbohidratos) 0 2.0 2.0
b.1) Cantidad de melaza afadida (g) 64 3.64 3.64

‘82
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riable. Se etiquetaron y taparon igualmente que los tubos.

11.5.3. TRATAMIENTO TERMICO DEL SUSTRATO.

Los tubos y las cajas de cultivo conteniendo el sustrato se colocaron en
autociave para el tratamiento térmico del sustrato, el cual consistig
en la esterilizacisn del mismo a 1.1 Kg/cm? durante 15 minutos. En el
segundo experimento se varid el tratamiento térmico del sustrato segin

1a descripcibn de 1a Tabla 2.

I1.5.3.1. MEDICION DEL pH.

E1 pH del sustrato se midi6 tanto despus del tratamiento térmico (pH
inicial) como después de la fase de produccién de esporéforos (pH final),
utilizando un potenciémetro; dos muestras de 6 g de sustrato, procedente
de uno de 1os 4 tubos y de una de las 5 cajas preparados por variable,

se suspendieron en 100 m! de agua destilada, se dejaron reposar durante

30 minutes y se filtraron antes de hacer la determinaci6n del pH.

11.5.4, INOCULACION.

Tanto para los tubos de cultive como para las cajas, se preparé el infcu

lo segin el procedimiento indicado en el punto II.3.

Después del tratamiento térmico, el sustrato se dejé enfriar a tempera-
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tura ambiente y se procedié a la inoculaci6n en condiciones estériles.
Los tubos de cultivo se inocularon con un disco de cultivo de 2.5 cm de
didmetro (empleando uno de los tubos estéril como molde). Las cajas

se sembraron con 3 g de inéculo de grano cada una,

11.5.5. PROPAGACION VEGETATIVA.

Una vez inoculados y tapados los tubos y cajas, se colocaron dentro de

una estufa de incubaci6n a 25°C, permitiendo asf el desarrollo vegetati
vo del micelio. Los tubos se incubaron durante 18 dfas mientras que

en las cajas se vari6 el perfodo de incubacifn segin la Tabla 3 . La
medicidn de los pardmetros de desarrollo de P. ostreatus, crecimiento mi
celial, velocidad de crecimiento, contaminacién y aparicién de primordios,

entre otros, se describen en 1a Tabla 9.

11.5.6. FASE PRODUCTIVA.

Después del crecimiento micelial, se sacaron los recipientes de la estu-
fa y se procedi6 con la induccin de la fructificacién. Para esto, los
tubos y cajas se 1levaron a un invernadero con 1uz natural difusa, am-
biente controlado de 22 a 28°C, de 90 a 95% de humedad relativa y venti-
Tacién. Con el objeto de evitar 1a fructificacidn lateral (deforme),
los tubos de cultivo se cubrieron con papel permitiendo 1a aparicién de
primordios solamente en la superficie. En cuanto a las cajas, una vez

aparecidos los primordiés se sac6 el bloque de sustrato invadido por mice
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TABLA 9. DESCRIPCION DE LA CUANTIFICACION DE LOS PARAMETROS DE DE-
SARROLLO DE P. ostreatus

PARAMETRO

MEDICION

1. Crecimiento micetial (cm)

2. Velocidad de crecimiento
micelial promedio (cm/dfa)

3. Abundancia y penetracidn
del micelio y abundancia
de primordios

4. Contaminacién (%)

5. Aparicién de primordios (%)

6. Aparici6n de primordios
(dfas)

7. Aparicién de esporbforos (%)

8. Aparicidn de esparéforos
{dias)

9. Desarrollo de los espordfo-
ros hasta la madurez (dfas)

10. Morfologfa de los espordfo-
ros (cmg

Longitud alcanzada por el crecimiento
descendente del micelio, medido en cm
cada tercer dfa durante 18 dfas. Se
tomaron 3 medidas al azar por tubo en
cada medicién.

Se determin6 la velocidad a cada in-
tervalo de 3 dfas de incubacidn, divi-
diendo el incremento en la longitud al-
canzada por el micelio entre 3. Se
reporta e] promedio.

Calificada de forma apreciativa segin
Ta siguiente escala:

1. Nula 3. Intermedia 5., Muy buena
2. Escasa 4. Buena

Nimero de tubos contaminados X 100°
Ntmero de tubos totales

Nimero de tubos con primordios X 100
Nimero de tubos totales

ngs transcurridos después de ta induc-
cién.

Nimero de tubos con espordforos X 100!

Numero de tubos totales

Dfas transcurridos después de la apari-
ci6n de primordios para el primer brote,
o después del brote anterior para el
seqgundo y tercer brotes,

Tiempo transcurrido desde la aparicién
de los esporéforos hasta que el hongo
alcanza su mdximo tamafio.

Se tomaron medidas de:

1. Altura total 3. Altura del pie
2. Didmetro del pileo 4. Ancho del pie

1Cajas en lugar de tubos en el Gltimo experimento.
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lic y se dejaron expuestas las dos superficies mayores del mismo.

La Tuz difusa y el aislamiento del invernadero se lograron cubriendo
las paredes y el techo del mismo con placas de poliestireno, dejando
aberturas entre éstas para el paso de luz. La humedad se conservd
colocando los tubos o cajas dentro de un cobertizo de plastico y un
humidificador. La temperatura y ventilacifn se controlaron con una uni

dad de aire acondicionado.

Los pardmetros de la fructificacibn de P. ostreatus, aparicién de espord-
foros, morfologia, etc., se describen en 1a Tabla 9 . La medicién

de Tos pardmetros del rendimiento del hongo se describen en la Tabla 10.
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TABLA 1I0. DESCRIPCION DE LA CUANTIFICACION DEL RENDIMIENTO
DE P. ostreatus

PARAMETRO ~ MEDICION

Rendimiento (%) Peso total (g) de los esporiforos
frescos de cada brote dividido en-
tre el peso total (g) del sustrato
seco y multiplicado por cien.

Como el porcentaje se calculf en relacifn al peso del sustrato
seco:

100 g de hongo fresco X 100
100 g de sustrato seco

100% de Rendimiento =

Si se obtiene mds de 100 g de hongo fresco por cada 100 g de sustra
to seco, el -porcentaje del rendimiento serd mayor a 100.
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ITI. RESULTADOS.

III.1. EXPERIMENTO PRELIMINAR DEL CULTIVO DE P, ostreatus SOBRE ASERRIN
DE ENCINO.

Se realizd un experimento preliminar cuyo principal objetivo era corrobo-
rar que P, ostreatus se desarrollaba sobre aserrin de encino y que la com

plementacién con nitrégenc y carbohidratos favorecfa su crecimiento.

Los niveles de nitr6geno y carbohidratos (1 g de nitrégeno y 2 g de car-
bohidratos/100 g de aserrfn seco), el nivel de CaC0O, (1 g/100 g de ase-

rrfn seco), asf como el tipo de complementos empleados en este experimen
to (urea y glucosa), fueron seleccionados de acuerdo a la informacién en

la bibliograffa {ver punto IV).

Asf, se cultivé P. ostreatus sobre aserrfn de encino sin complementar y
complementado con urea y glucosa. El1 pretratamiento del sustrato, inocu
laci6n y cultivo, se describen en el capftulo de Material y Métodos. Se
prepararon 6 tubos de cultivo de 20 x 2.5 cm, con aserrin de encino sin
complementar y 6 con sustrato complementado con 1 g de nitrégeno y 2 g de
carbohidratos por cada 100 g de aserrfn seco, provenientes de la urea y
de la glucosa respectivamente. E1 crecimiento micelial descendente se
cuantific6 en cm cada tercer dfa durante 18 dfas. Se efectuaron 3 medi-

das al azar por tubo en cada ocasibn.

Los resultados de este primer experimento indicaron gran diferéncia en-

tre el desarrollo de P, ostreatus sobre los dos sustratos estudiados. En
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la Tabla 11 se observa que en el sustrato complementado el crecimiento
micelial a los 18 dfas es 3.56 veces mayor que el no complementado. La
abundancia del micelio en ambos casos fue muy buena. En el caso del sus
trato complementado, el micelio se extendié a raz6n de 0.63 cm/dfa, in-
vadiendo casi la totalidad del sustrato, con penetracién intermedia. E1l
crecimiento micelial en el sustrato no complementado fue considerablemen
te mds lento (0.12 cm/dfa), aunque produjo mayor compactacién y penetra-
cibn en el sustrato. La neutralizacidn del sustrato con CaC0; produjo
un efecto similar en ambos sustratos, y se observd la disminucifn en el

pH del medio de una unidad solamente.

I11.2, DETERMINACION DE PARAMETROS DEL CULTIVO DE P. osireatus SOBRE ASE-
. RRIN DE ENCINO EN TUBOS DE CULTIVO.

Con base en la experimentaci6n preliminar, se realiz§ un nuevo experimen-
to con el objeto de identificar las condiciones de cultivo mds adecuadas
para el desarrollo vegetativo y la formacin de primordios por este hon-
go en un sustrato de aserrfn de encino complementado con urea y melaza,

ésta G1tima en sustitucibn &e glucosa. Para este experimento se cultivé
P. ostreatus variando las condiciones de pretratamiento y preparacidn del

sustrato. Las variables consideradas fueron:

1. Tratamiento térmico del sustrato.
2. Humedad del sustrato,

3. Tamafio de partfcula del aserrin,
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.~

TABLA .11 . DESARROLLO VEGETATIVO DE P. ostreatus EN ASERRIN DE
ENCINO SOLO Y CON COMPLEMENTACION CON UREA Y GLUCOSA

PARAMETRO SIN COMPLEMENTAR ~ oen-EMENTADO CON
Crecimiento a los 18 dfias 4.0 +0.4 11.85 ¢ 0.29
(cm)
Velocidad de crecimiento 0.18t 0.02 0.63 ¢ 0.06
(cm/dfa)
pH inicial 6.4 £ 0.05 6.5 = 0.07
pH final 5.4 £ 0.11 5.6 + 0.07
Abundancia del micelio 5 5
Ramificacion del micelio Compacta Extendida
Penetraci6n del micello 4 3
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4, Complementacidn con carbohidratos.

5. pomplementacién con nitrédgeno.

En el capftulo de Material y Métodos se detallan las condiciones del cul-
tivo y concentraciones de las variables estudiadas. Se emplearon tubos
de cultivo de 20.0 x 2.5 cm, con 3 repeticiones para cada sustrato. La
composicidn del sustrato utilizada en el experimento preliminar se repi-
tié como control; asf, este sustrato fue esterilizado y por cada 100 g

de aserrfn seco se le complement6 con 1 g de nitrégeno, 2 g de carbohidra
tos y 1 g de CaC0y. Se utilizé el aserrin retenido entre las mallas 8 y

30 y se ajustd 1a humedad al 69%.

*

111.2.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO DEL SUSTRATO.

Los resultados de 1a Tabla 12 indican una diferencia poco marcada en el
desarrollo vegetativo de P, ostreatus segln los tratamientos térmicos

del 1 al 4. Los tratamientos 5 y 6 no presentaron desarrollo vegetativo
porque se contaminé el sustrato totalmente desde el tercer dfa de incuba
¢ibn, resultando un mfnimo desarroilo micelial, no cuantificable, En el
sustrato esterilizado y en el esterilizado parcialmente no hubo contamina
cibn, mientras que en los tratamientos 3 y 4 hubo una contaminacidn de
mfs del 50% de los tubos. Los sustratos con los tratamientos térmicos del
1 al 4 presentaron primordios aproximadamente dos semanas después de la

induccién (ver Tabla 13). El sustrato esterilizado (testigo) presentd



TABLA 12. INFLUENCIA DEL TRATAMIENTO TERMICO DEL SUSTRATC SOBRE EL DESARROLLD VEGE-
TATIVO DE P. ostreatus
TRATAMIENT TERMICO
PARAMETRO —— ,
1 2 3 4 5 6

Crecimientg a los 18 dias 12.1 #0.7 12.7 0.6 13.0: 0.4 11.9+ 0.1 0 0

{cm
Velocidad de crecimiento 0.7 +0.21 0.7110.23 0.,77+0.23 0.66:0.23 0 0

(cm/dia)

pH injcial 6.50:0.07 6.50:0.07 6.55%0 6.55:0.07 6.55+0.07{ 6.5 +0

pH final 5.4 :0.06 5.4 +0.11 5.6 +0.06 5.6+0.06 ND ND
Contaminacifn (%) 0 0 66.66 66.66 100.0 100.0

1. Esterilizacibn

2. Esterilizacidn parcial
3. Pasteurizacifn 30 min
4, Pasteurizacién 20 min
5, Pasteurizacion 10 min
6, Sin tratamiento térmico

ND= No determinado.

1



TABLA 13, FRUCTIFICACION DE P. oatneatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFERENTES TRATAMIENTOS
TERMICOS
PARAMETRO TRATAMIENTO TERMICO
1 2 3 4 5
A, PRIMORDIOS

1. Aparicidn
a) Porcentaje (%) 100.0 66.66 33.33 33.33 0 0
b) Dfias 15.6 +0.6 19.0 5.6 15.0£0 16 +0 ND ND

2. Abundancia 3.5+0.7 4.0 +1.4 2.00 3.0:0 ND ND

B. ESPORGFOROS

1. Aparicidn
a) Porcentaje (%) 66.66 0 0 33.33 0 0
b) Dias 6.00 ND ND 5.0t0 ND ND

2. No.de esporéforos por 1-19 ND ND 8 ND ND
tubo.

3. Desarrolio hasta la 6.5 0.7 ND ND 6.0t0 ND ND
madurez (dfas)

4. Morfologfa (cm)

T a)Altura total 0.4 -3.5 ND ND 0.4-1.3 ND ND
b) Ancho del pie 0.2 -1.5 ND ND 0.2 ND ND
¢) Altura del pie 0.3 -30 ND ND 0.3 - 0.5 ND ND
d} Didmetro del pileo 0.3 -1.8 ND ND 0.3 ND ND

1. Esterilizacion

2. Esterilizacidn parcial
3, Pasteurizacion 30 min
4, Pasteurizacibn 20 min
5. Pasteurizaci6n 10 min
6. Sin tratamiento térmico

ND= No Determinado,

"6€
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primordios en todos los tubos, el esterilizado parcialmente en el 66.66%
y en los sustratos con tratamiento 3 y 4 solamente hubo presencia de pri-
mordios en el 33.33% de Tos tubos. Una semana después de la aparicifn

de los primordios, Gnicamente se presentaron espordforos en el sustrato
esterilizado y en el del tratamiento 4 (pasteurizadc 20 min}. E! desa-
rrollo de los espordforos hasta la maduraci6n fue de una semana en pro-

medio.

111.2.2. EFECTO DE LA HUMEDAD DEL SUSTRATO.

La humedad del sustrato influy0 marcadamente en el desarrollo vegetativo
de P, ostreatus. En el sustrato con menor humedad (63%) el micelio cre-
cié lentamente, a raz6n de 0.57 cm/dfa, mientras que en el de mayor hume-
dad (69%) 1o hizo a 0.70 cm/dfa. E1 sustrato con humedad intermedia
(66%) presentd un crecimiento de 0.65 cm/dfa (ver Tabla 14). E1 crite-
rio de seleccién para esta variable se realizé en funcién principalmen-
te del desarrollo vegetativo, ya que después de 12 dfas de incubacibn los
sustratos con 66 y 63% de humedad presentaron resequedad, por 1o que se
decidié humedecerlos para seguir observando su crecimiento y aparicién de
primordios. Después de 15 dfas de incubacién, 1a mayorfa de los sustratos
de este experimento presentaron resequedad por 1o que se decidif agregar-
les agua esterilizada en los tres dfas restantes de incubacién, y en e}
perfodo de fructificacién, Se afadieron aproximadamente 3 ml de agua es-
terilizada a cada tubo diariamente. Se presentaron abundantes primordios
en casi todos los tubos entre 15 y 19 dfas después de la induccibn (ver

Tabla 15 ). Unicamente un tubo del sustrato con 63% de humedad no pre-



TABLA  14.  INFLUENCIA DEL CONTENXIDO DE HUMEDAD EN EL SUSTRATO SOBRE EL
DESARROLLO VEGETATIVO DE P. ostreatus

PARAMETRO

CONTENIDO

DE HUMEDAD (%)

63 66 69

Crecimic(entc)) a los 18 dfas 10.3 £+ 0.4 11.8 £ 0.3 12.1 £ 0.7

cm ‘
Velocidad de crecimiento 0.57+ 0.22 0.65+0.25 0.70+£0.21

{cmsdfa)

pH inicial 6.55¢ 0 6.50 + 0.07 6.50+0.07

pH final 5.40t Q.11 5.50 +£0.11 5.40+0.06
Contaminacibn (%) 0 0 0

‘I



TABLA 15. FRUCTIFICACION DE P. ostreatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFE-
RENTES CONTENIDOS DE HUMEDAD
. CONTENIDO DE HUMEDAD (%)
PARAMETRO
63 66 69
A. PRIMORDIOS
1. Aparicién
a; Porcentaje (%) 66.66 100.0 100.0
b) Dias 17.0 £ 1.4 19.0 £ 2.8 15.6 * 0.6
2. Abundancia 4.0 £ 1.4 4.0 £1.6 3.5 £ 0.7
B. ESPORGFOROS
1. Aparicién
a) Porcentaje (%) 66.66 - 160.0 66.66
b) Dfas 4.5 £ 0.7 4.0 £ 0 6.0 £ 0.7
2. No.de espordforos por 2-~-13 1-7 1-19
tubo
3. Desarrollo hasta la 6,020 4,5 + 2.0 6.5 £ 0.7
madurez {dfas)
4. Morfologfa {cm)
a; Altura total 0.2 - 0.6 0.4 - 1.1 0.4 - 3.5
b) Ancho del pie 0.1-0.2 0.2 - 0.3 0.2 -1.2
¢) Altura del pie 0.1 - 0.4 0.2 - 0.7 0.3- 3.0
d) Didmetro del pileo 0.1 ~0.3 .2 - 0.5 0.3-1.8

et
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sentd primordios. Los cuerpos fructfferos se presentaron de 4 a 6 dfas
después de la aparici6n de los primordios, tardando de 3 a 7 dfas en de-
sarrollarse totalmente. En los sustratos con 63 y 69% de humedad se re-
gistré una aparicién de esporGforos del 66.66%, mientras que en el sus-
trato de humedad intermedia se formaron espordéforos en todos los tubos.
Debe tomarse en cuenta que estos resultados pudieron haber sido influi-
dos por el hecho de que todos Tos tubos se regaron diariamente, inclusi-

ve Tos de mas bajo contenido de humedad inicial.

111.2.3. EFECTO DEL TAMANO DE PARTICULA DEL ASERRIN.

No se observaron diferencias significativas ni en 1a longitud alcanzada
por el micelio a los 18 dias (12.7 cm en promedio), ni en 1a velocidad de
crecimiento (0.72 cm/dfa en promedic) de acuerdo a la variacifn del tama-
fio de partfcula del aserrin (ver Tabla 16). Todos los tubos presentaron
primordios en abundancia variable, sinedo muy buena para el sustrato con
partfculas gruesas , escasa en el de partfculas medianas y regular
en el sustrato mixto (ver Tabla 17). Sclamente el sustrato con particu-
las gruesas tuvo formacidn de espor6foros del 100%. Los otros dos sustra
tos presentaron formacibn de esporbforos en el 66.66% de los tubos, con

una duracidn promedio de desarrollo de 6.5 dfas en todos los casos.

I11.2.4. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON CARBOHIDRATOS.

El crecimiento micelial de P. ostreatus no se vi§ influido marcadamente



TABLA 16. INFLUENCTA DEL TAMARO DE PARTICULA DEL SUSTRATO SOBRE
EL DESARROLLO VEGETATIVO DE P. ostreatus,

. TAMARO DE PARTICULA
PARAMETRO
GRUESO MEDIANC MIXTO
Crecimiento a los 18 dfas 13.2+ 0.3 12.9 £ 0.2 12.1 £ 0.7
{cm)
Velocidad de crecimiento 0.73+0.22 0.74+0.16 0.70£0.21
{cm/dfa)
pH inicial" 6.55+ 0.07 6.55+0.07 6.50+0.07
pH final 5.40% (.10 5.55£0.06 5.40+0.06
Contaminacién (%) 0 0 0

"y



TABLA 17. FRUCTIFICACION: DE P. ostreatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFERENTE
TAMARO DE PARTICULA

PARAMETRO TAMARO DE PARTICULA
GRUESO MEDIANO MIXTO
A. PRIMORDIOS
1. Aparicibn :
a; Porcentaje (%} 100 100 100
b) Dfas 16,0 £+ 0 19.0 + 0 15.6 £ 0.6
2. Abundancia 4.5 £+ 0.7 2.5 + 0.7 3.5 £ 0.7
8. ESPOROFOROS
1. Aparicidn
ag Porcentaje (%) 100 66.66 66.66
b) Dias 4.0 £+ 1.4 4.0 + 2.8 6.0 £0
2. No. de espordforos por 10 - 32 1-2 1 -19
tubo
3. Desarrollo hasta la ma 6.0 0 6.5 + 3.5 6.5 % 0.7
durez (dfas)
4. Morfologfa {cm)
ag Altura total 0.2-2.4 0.6-1.6 0.4-3.5
b) Ancho del pie 0.1-0.7 0.2-0.4 0.2-1.2
cg Altura del pie 0.1-1.7 0.3-1.3 0.3-3.0
d) Difmetro del piieo 0.2-1.3 0.3-0.5 0.3-1.8

*St
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por 1a complementacifn del sustrato con carbohidratos en los niveles
experimentales de 1 a 2.5 g. E1 desarrollo vegetativo a los 18 dfias,

en todos ios casos, alcanzd una longitud promedio de 13 cm (ver Tabla
18). Por otro lado, el contenido de carbohidratos afectd directamente
el porcentaje de aparici6n de primordios {ver Tabla 19). En los sustra
tus con mayor contenido de carbohidratos (2.0 y 2.5 g/100 g de sustrato
seco) se registrd 100% de aparicibn; en el de 1.5 g bajd al 66.66%, y en
el de 1.0 g solamente se presentaron primordios en un tubo. En todos
los casos los primordios aparecieron alrededor de 16 dias después de
Ta induccidn, presentdndose abundantemente en los sustratos con 2.0y 2.5 g
de carbohidratos. En todos los sustratos se formaron esporSforos. En
cuanto al parcentaje de aparicifn de espor6foros, se presentd un 100% en
el sustrato con 2.5 g de carbohidratos, 66.66% en Tos de 2.0y 1.5 g

de carbohidratos, y en el de 1.0 g solamente se formaron espordforos en
un tubo. E1 desarrollo de Tos espor&foros hasta la madurez abarcS de 5

a 10 dfas.

111.2.5. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON NITRGGENO.

Los diferentes contenidos de nitrdgeno en el sustrato provocaron una
diferencia notable en el dosarrallo vegetativo de P. ostreatus {ver Ta-
bla 20}. En el sustrato con menor contenido de nitrégeno se observd un
crecimiento relativamente rdpido (0.75 cm/dia}, y mayor abundancia mi-
celial y longitud alcanzada por el micelio {13.4 + 0.6 cm), entre las

variables de este experimento, mientras gque en el sustrato con 1.5 g de



TABLA 18. INFLUENCIA DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON CARBOHIDRATOS
SOBRE EL DESARROLLO VEGETATIVO DE P. ostreatus.
COMPLEMENTACION CON CARBOHIDRATOS (g/100 g DBE SUSTRATO SECO)
PARAMETRO .
1.0 1.5 2.0 2.5
Crecimiento a los 18 dias 12,9 + 0.3 12.9 + 0.8 12.1 = 0.7 13.1 + 04
(em)
Velocidad de crecimiento 0.712 0.23 0.72+ 0.25 0.70+ 0.21 0.73+ 0.26
{cm/dfa)
pH inicial 6.65+ 0 6.55+ 0.11 6.50+ 0.07 6.45+ 0
pH final 5.50+ 0.11 5.40: 0.11 5.40+ 0.06 5,50+ 0.1
Contaminacién (%) 0 0 0 0

A
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TABLA 19, FRUCTIFICACION ' DE P. ostreatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFERENTE
COMPLEMENTACION DE CARBOHIDRATOS

col ON Con HIDRATOS STRATO
PARAMETRO MPLEMENTACION CON CARBOHIDRATOS (g/100 g DE SUSTRATO SECO)
1.0 1.5 2.0 2.5
A. PRIMORDIOS
1. Aparicién
" a) Porcentaje (%) 33.33 66.66 100 100
b) Dias 16,0 0 16.0+ 0 15.6 ¢+ 0.6 16.0 ¢ 0.6
2. Abundancia 3.0+ ¢ 2.0 0 3.5 ¢ 0.7 4.5+ 0.07
8. ESPORCFOROS
1. Aparicion
a) Porcentaje (%) 33.33 66.66 66.66 100
b) Dias 5.0 0 5.0 0 6.0t 0 500
2. No. de espordforos por 3 1 - 14 1-19 4 -7
tubo
3. Desarrollo hasta la ma 10.0 £ 0 4.0 £ 2.8 6.5+ 0.7 55+ 1.8
durez (dias)
4. Morfologfa (cm)
a) Altura total 0.4 - 0.8 0.2 - 0.3 0.4 - 3.5 0.3 - 1.5
b) Ancho del pie 0.1 -0.4 0.1 - 0.2 0.2 -1.3 0.2 - 0.7
c) A1§yra del pie 0.3 -0.5 0.1 -~0.2 0.3 - 3.0 0.2 - 1.1
d) Didmetro del pfleo 0.2 - 0.5 0.2 - 0.3 0.3 -1.8 «0.3 - 0.9

‘8t



TABLA 20 . INFLUENCIA DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON NITROGENO SOBRE EL
DESARROLLO VEGETATIVO DE P. ostreatus.

COMPLEMENTACION CON NITROGENO /100 g DE SUSTRATO SECO
PARMMETRO (g g )
0.75 1.00 1.25 1.50
Crecimien%o .; los 18 dfas 13.4 + 0.6 12.1 ¢+ 0.7 12,1 £ 0.4 9.8 + 0.3
cm
Velocidad de crecimiento 0.75+ 0.26 0.70: 0.2 0.67x 0,22 0.54+ 0,19
(cm/dfa) :
pH Inicial 6.40x 0,07 6.50+ 0.07 6.55¢+ 0.21 6.55+ 0,07
pH fFinal 5.30+ 0.06 5.40¢ 0.06 5.40: 0.11 5.60t 0.06
Contaminacidn (%) 0 o 0 0 0

‘6t
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nitrdgeno la longitud alcanzada por el micelio (9.8 + 0.3 ¢m} y la veloci-
dad de crecimiento micelial promedio (0.54 cm/dfa) presentaron los valo-
res mds bajos en esie experimento. Los resultados de la Tabla 21 mues-
tran una relacién inversa entre el contenido de nitrGgeno y el porcenta-
je de aparicidén de primordios. En los sustratos con 0.75 y 1.0 g de ni-
trégeno se presentaron primordios en todos los tubos, en el de 1.25 g
solamente en el 33.33%, y en el de 1,50 g ningin tubo presentS primor-
dios. Dichos primordios aparecieron alrededor de dos semanas después

de la induccidn, con abundancia creciente conforme el contenido de nitré
geno en el sustrato era menor, siendo escasa para el sustrato con 1,25 ¢
de nitrf6geno y muy buena para el de 0.75 g. Hubo formacifn de esporéfo-

ros en los tres sustratos que presentaron primordios.

I11.3. DETERMINACION DE PARAMETROS DE FRUCTIFICACION DE P. ostreatus
SOBRE ASERRIN DE ENCINO EN RECIPIENTES DE PLASTICO.

Partiendo de las condiciones de cultive seleccionadas en la fase ante-
rior, se realizé un nuevo experimento con el objeto de identificar el
medio que reuniera las condiciones mds adecuadas para la fructificacidn
de P. ostreatus sobre aserrfn de encino complementado con urea y melaza.
Se evalu§ 1a produccidn de esportforos y se selecciond el sustrato con

el que se obtuvo el mejor rendimiento.

Se variaron las condiciones de preparacién del sustrato y algunos fac-
tores tanto de la incubaci6n como de las condiciones ambientales en la

fructificacibn, Los aspectos considerados fueron:



TABLA 21 . FRUCTIFICACION DE P, ostreatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFERENTE COMPLEMEN-
TACION DE NITROGENO
. COMPLEMENTACION CON NITRdﬁENO {97100 g DE SUSTRATO SECO)
PARAMETRO
0.75 1.0 1.25 1.50
A. PRIMORDIOS
1. Aparicién
a) Porcentaje (%) 100 100 33.33 0
b) Dfas 17.6 £+ 1.5 15.6 ¢+ 0.6 18.0+ 0 ND
2. Abundancia 4.5+ 0.7 3.5 £ 0.7 2.0+ 0 ND
B. ESPORGFOROS
1. Aparicibn
a) Porcentaje (%) 66.66 66.66 33.33 0
b) Dfas 5.0+ 0 6.0 £+ 0 8.0+ 0 ND
2. No.de espordforos por 3-5 1-19 1 ND
tubo
3. Desarrollo hasta la ma 8.5+ 3.5 6.5 + 0.7 8.0+ 0 ND
durez (dfas)
4. Morfologfa (cm)
a) Altura 0.5-2.2 0.4-3.5 1.0 ND
b) Ancho del pie 0.15-0.7 0.2-1.2 0.4 ND
c) Altura del pie 0.4-1.0 0.3-3.0 0.6 ND
d) Didmetro del pfleo 0.2-1.0 0.3.1.8 0.5 ND

. ND= No determinado

19



52,

1. Complementacién con carbohidratos.

2. Complementacidn con nitrégeno.

3. Perfodo de incubacidn.

4. Control de condiciones ambientales en la fructificacidn.

5. Sustrato de aserrin de pino en lugar de encino.

Con los resultados obtenidos en tubos de cultivo, se realizd una selec-
cién de las variables fisicas y qufmicas que mds favorecieron el desarro
110 y formacién de primordios por P. ostreatus. Esta seleccidn fue la
base de la preparacién del sustrato y cultivo del hongo en el presente
experimento. Asf, el sustrato fue esterilizado y se reg a saturacién
diariamente con agua estéril a partir de la aparici6n de ios primordios.
E1 tamafio de particula del aserrin de encino y del aserrin de pino co-
rrespondié al material retenido entre las mallas 8 y 30 para el primero

y 6 y 60 para el segundo.

En el caso de las variables qufmicas del experimento en tubos de cultivo,
los valores seleccionados correspondieron a las concentracionés mds baja
de nitr6genc (0.75 g) y mds alta de carbohidratos (2.5 g por cada 100 g
de sustrato seco). Por ello, en este experimento se decidid probar el
desarrollo del hongo en concentraciones menores de nitr6geno y mayores

de carbohidratos,

En el presente experimento se sembré el sustrato himedo con 3% de infcu-
1o de centeno. E1 centeno posee alto contenido de hexosas, por 1o que

1a concentracifn final de carbohidratos se calculé considerando tanto el
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aporte del infculo como el de la melaza afiadida como complemento.

Los peri6dos de incubacidn en este experimento fueron de 10, 13 4 16
dfas, con el fin de encontrar el tiempo de crecimiento micelial mini-

m y, a su vez, para obtener una buena produccién de esporéfforos. La
temperatura de incubacidn fue de 25°C, misma que se emple§ en el expe-
rimento con tubos de cultivo. Las cajas de cultivo fueron tapadas con
un cuadro de hule espuma sostenido por una liga, ademds de un cuadro de
papel aluminio encima. Después del perfodo de incubacién, las cajas se
destaparon y se trasladaron al ;nvernadero, en donde se indujo la fruc-
tificaci6n con luz natural (12 horas de luz por dfa,aproximadamente).
Con la ayuda de un humidificador y celocando las cajas dentro de un co-
bertizo de plastico que permitiera una buena ventilacifn, se mantuvo una
alta humedad relativa de 90 a 95%. Tanto la temperatura ambiental,
mantenida de 22 a 28°C, como la ventilaci6n en el invernadero, fueron
controladas con una unidad de aire acondicionado durante el dfa. Duran-
te 1a noche Ta temperatura descendfa ocasionalmente hasta 7°C. No se
apreciaron cambios bruscos en la fructificacidn en estas condiciones,
por 1o que las mismas se mantuvieron hasta el final del experimento. En
el momento en que se observé la iniciacién de 1a formacién de espor&fo-
ros, se desprendié y sac6 el bloque de sustrato invadido por el micelio
de cada uno de los recipientes, utilizando una espitula fina, colocando
el sustrato sobre las cajas con objeto de permitir la fructificacién aun
en las orillas y en la parte inferfor del sustrato que estaba en contac-

to con la caja.
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Se decidi6 probar también en esta etapa la fructificacién de P. ocstrea-
tus en aserrin de pino. E1 sustrato fue preparado siguiendo el pretra-

tamiento y complementacidn de aserrfn de encino usado como control.

Se emplearon recipientes de pldstico de 10 x 3.5 cm con cinco repeticio
nes para cada variable del sustrato de aserrfin de encino y 26 repeticio-
nes para el de aserrin de pino. La composicién y preparacifn del sustra
to control se realiz6 considerando la selecci6n de las variables del ex-
perimento anterior. Asi, el sustrato fue esterilizado e incubado duran-
te 16 dias. Por cada 100 g de aserrin seco; se complementd con 0.75 g de
nitrégeno, 4.5 g de carbohidratos y 1 g de CaC0s;; se empled el aserrin

de encino retenido entre las mallas 8 y 30, y el aserrfn de pino reteni-

do entre Tas mallas 6 y 60; la humedad se ajust6 al 69%.

111.3.1 EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON CARBOHIDRATOS.

Los resultados de la Tabla 22 miestran que en todos Tos sustratos de es-
ta variable, hubo 100% de aparicifn de primordios, 1os cuales se presen-
taron 5 dfas después de la induccidn, con muy buena abundancia en los

sustratos con 4.5, 6.0 y 7.5 g de carbohidratos e intermedia para el de
3.0 g de carbohidratos. En el primer brote de todos los sustratos, los

espordforos empezaron a formarse a los 6 dias después de la aparicidn

de los primordios. En el segundo brote se observé un lapso mayor de



TABLA

22 .

FRUCTIFICACION OE P. gatreatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFERENTES CONTENIDOS DE CARBOHIDRATOS

CONTENTOO OFE CARBOHTDRAYOS (@/1009 OF SUSTRATUT SETTD)

PARAMETRO 3.0 4.5 ) 6.0 7.5
N U MERTEO b E 8 RO T E
- i° 2° 3° 1° 2° 3° 1° 2° 3 1° 2° .
A. PRIMORDIQS
1. Aparicibn
a) Porcentaje (%) 100 100 100 100
b) Dias 5.6:0.6 5.310.6 5.0+0 4.7:0,6
2. Abundancia 3.3:0.6 5.0:0 5.0:0 5.0:0
B. ESPORGFOROS
. Aparicién
a} Porcentaje (%) 100 100 25 160 100 50 100 100 50 100 100 75
b) Infciacidn de la 6.0:0.7 36.5:0.7 14.4+0 [6.0:1.0 31.3:5.0 19.0*4.0 | 6.0*1.0 23.6:5.0 26.013.0 5.710.6 22.0:2.0 17.6'0.6
formacidn {dias)
2. No.de espardforos 1-2 1-2 1 1-3 1-3 1 2-3 1-4 1-2 2-3 1-3 1-2
por caja
3. Desarrollo hasta la [8.75:1.2 '5.010.8 6.0:0 {6.0'0.8 8.0¢1.0 5.0'0.8 | 5.3'0.9 7.5:1.5 5,010 5.0:0 5.0°0.1 8.0'1.0
madurey ‘dias)
4. Morfolcgfa {cm) .
a) Altura total 5.7¢1.0  3,2:1.0 3.0+ [5.8:0,4 3.9'0.9 2.5'0.7| 6.5:0.7 3.81.0 3.5:0.8 5.811.0 5.4+:1.0 5.000.5
b} Ancho de} pie 1.2:0.% 0.710.3 0.8:0 ]0.9'0.1 0.9!'0.3 0.5!0.1{ 1.30.3 0.90.9 0.8:0.1 1.2:0.% 1.2°0.4 1.3:0.1
¢) Altura del pie 1.2:0,2° 0.7:0.4 0.90 {0.9'0.1 1.1'0.5 0.6'C.1{ 0.8:0.4 1.4:0.4 0.6:0.3 1.2:0.2  1.1+0.6 1.1:0.2
d} D}ametro del 5.0:0.7 3.6¢1.0 2.7:0 {4.8:06.4 3.8'1.3 2.3'0.3| 5.6:0.7 4.8:0.1 3.71.0 5.000.7 5.0t1.0 5.4+0.6
pileo
5. Esporéforos por 13.2:4.0  3.4:1,2 2.00.80147'5,0 5,4:2.0 3.000.7 {16.1+7.4 7.8'1.4 5.6:1.1 | 15.3+3.6 13.2'5.0 6./:0.8

..-Lajalg) -

w
w
.
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tiempo para la iniciacidn de l1a formaci6n de los esporiforos, la duracifn
de este perfodo aument6é conforme la cantidad de carbohidratos en el medio
disminuyd. E1 tiempo transcurrido entre el segundo y tercer brotes bajé
bruscamente (en un 50% aproximadamente) para el caso de los sustratos con
3y 4.5 g de carbohidratos mientras que en los sustratos con 6.0y 7.5 ¢
permaneci§ casi constante. Hubo 100% de aparicidn de esporéforos en el
primer y segundo brotesen todos'los sustratos, mientras que en el tercer
brote en el sustrato con 3 g de carbohidratos hubo una aparicién de es-
poréfores del 25%, en el de 4.5 9 y 6.0 g del 50%,y en el de 7.5 g del
75% de las cajas.

En cuanto al rendimiento acumulado de P. odtreatus en el sustrato con di-
ferentes contenidos de carbohidratos (ver Tabla23 ), se observé que

a medida que la concentracidn de carbohidratos en el medio se aument§,

la produccibn de espor6foros aumentd también. En el sustrato con 3 g de
carbohidratos se obtuvo el rendimiento total de los mis bajos de todo el
experimento (62.2%), mientras que en el de 7.5 g, el mds alto {117.0%).
El rendimiento del sustrato con 4.5 g de carbohidratos fue de 77.5% ¥y

el de 6.0 g de 98.7%. En el primer brote de todos Tos sustratos se obtu-
vieron los rendimientos mds altos (de 44 a 53%) con respecto a los demds
brotes. En el segundo brote el rendimiento de Tos sustratos con 3.0,

4,5 y 6.0 g de carbohidratos, bajé bruscamente a 11.4%, 13.8% y 26.8%
respectivamente, mientras que el sustrato con 7.5 g de carbohidratos man-
tuvo un rendimiento alto de 44%. En el tercer brote, los sustratos con
3.0 y 4.5 g de carbohidratos presentaron bajos rendimientos de 6.7 y 9.9%.

Con los de 6.0 y 7.5 se obtuvieron rendimientos de 18.2 y 22.2%. El



TABLA 23 .  RENDIMIENTO DE P. ostreatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFERENTES CONTENIDOS
DE CARBOHIDRATOS

CONTENIDO DE CARBOHIDRATOS  (g/100g DE SUSTRATO SECO)

PARAMETRO
3.0 4.5 6.0 7.5

1. PRIMER BROTE
a) Rendimiento acumulado (%) 44,1 + 13.8 49.8 *16.7 53.7 224.7 51.1 #11.6

b) Dfas después de la induc-

cibn 18,8 + 2.3 17.7 + 1.1 16.75¢ 1.3 15.5 + 1.0
2. SEGUNDO BROTE
a) Rendimento acumulado (%) 55.5 + 13.8 67.6 £17.1 80.5 x22.9 95.0 $13.3
b} Dfas después de la induc-
cidn 60.3 £ 6.7 56.7 £ 5,2 47.0 +10.3  42.75:12.1

3. TERCER BROTE
a) Rendimiento acumulade (%) 62.2 £11.7 77.5 £17.8 88,7 23.4 117.2 £13.4

b) Dfas después de 1a induc~ -
cibn 80.7 + 2.0 80.8 + 4.1 78.5 + 4.5 68.35¢+ 2.0

A
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tiempo total del cultivo disminuyd conforme 1a concentracién de carbohi-
dratos en el medio aumenté. Asf,el cultivo del sustrato con 3.0 g de car
bohidratos, incluyendo 1os 16 dfas de incubacién, duré 96.7 dias, el de
4.5 g duré 96.8 dias, el de6.0gdurd 94.5 dias y, por 01timo, el del sus-
trato con 7.5 g de tarbohidratos duré B84.4 dfas.

111.3.2. EFECTO DELA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON NITROGENO.

Todos los sustratos de esta variable presentaron 100% de aparicidn de
primordios (ver Tabla 24 ) . En el sustrato con menor contenido de ni
trégeno {0.25 g de nitrégeno) se observé un retardo en 1a aparicién de
primordios con respecto a 1os otros dos sustratos,ya que el tiempo trans-
currido desde ta induccién hasta la aparicién de primordios fue de 11
dfas para el sustrato con 0.25 g de nitrbgeno y de 5 dias para los de

0.5 y 0.75g. La abundancia de primordios para el primero fue muy buena,
siendo excelente para los dos Gltimos. En el sustrato con 0.25 g de nitrd
geno se presentaron {nicamente 2 brotes con 100% de aparicién de espor6-
foros, mientras que en los sustratos con 0.5 y 0.75 g de nitrGgenc se
presenta;on 3 brotes con 100% de aparici6n de esporéforos en los 2 pri-
meres y, 50% de aparicidn en el tercer brote. Los espordéforos empezaron
a formarse 3 dfas después de 1a aparicifn de tos primordios en el sustra-

to con 0.25 g de nitrdégeno y 6 dfas después en Tos otros 2 sustratos.

E1 rendimiento total del sustrato conm menor contenido de nitrdgeno fue el
mis bajo del experimento (60.7 %) {ver Tabla 25 ), estando muy cercano

al del sustrato con 3.0 g de carbohidratos. E1 sustrato con concentra-



FRUCTIFICACION DE P, ostreatus EN ASERRIN DE ENCINO CON DIFERENTES CONTENIDOS DE NITRGGENO .

TABLA 24 .
CONTENIDO DE NITROGENGOG ( g/100 g DE SUSTRATO SECO)
PARAMETRO 0.25 i 0.50 0.75
N UM ERD D E B ROTEE |
10 20 30 1!} 20 30 lCl 20 3D
A. PRIMORDIOS
1. Aparici6n
a) Porcentaje (%) 100 100 100
b} Dias 11.0:3.1 5.2:0.1 5.3:0.1
2. Abundancia 4.,3:0.6 4.7:0.6 5.0:0
B. ESPORGFOROS
1. Aparicién
a) Porcentaje (%) 100 100 ND 100 100 50 100 100 50

b) Iniciacitn de la
formacién {dias)

2. No.de esporGforos
por caja

3. Desarrollo hasta la
madurez {dias)

4. Morfologfa {cm)
a) Altura total
b} Ancho del pie
c) Altura del pie
d) Difimetro del pfleo

5. Esportforos por caja
(g)

3.3:0.6 24.3:2.1 ND
2-3 1 ND

5.040 7.5:1.5 ND

4,3:+1,0 5.0:1.3 ND
0.8+0.3 1.0:0.2 ND
0.7:0.2 1.1:0.2 ND
4.5:0.6 5.0:0.8 ND
11.1:1.9  6.9:2.1 ND

6.3:0.4 25.2¢4.9 16.311.5

6.3+1.5 32.3:3.1 19.0:2.0

ND= No determinado

“6%
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¢idn intermedia de nitrégeno (0.5 g de nitrégeno) presentd muy buen ren-
dimiento acumulado de 111.5%, siendo el rendimiento mds alto de todo el
experimento después del sustrato con mayor contenido de carbohidratos
(117.2%). E1 rendimiento total del sustrato con 0.75 g de nitrSgeno fue
de 77.5%. En el primer brote se obtuvo el mayor porcentaje de rendimien-
to en los 3 sustratos, bajando considerablemente en el segundo brote. En
el tercer brote, que .no se presentd en el sustrato con menor conteni
do de nitrdgeno, el rendimiento bajé adn mds en Tos sustratos con 0.5 ¥y
0.75 g de nitrégeno. E1 rendimiento del primer brote del sustrato con

0.5 g nitrégeno fue el mis alto de todo el experimento (70%).

El tiempo total de cultivo, incluyendo el perfodo de incubacidn (16 dfas),
fue de 66.6 dfas en el sustratocomplementado con 0.25 g de nitr&geno,
aunque en esta variable <610 se presentaron 2 brotes. En el sustrato com
plementado con 0.50 g de nitrégeno el cultivo duré 85 dias, mientras que

enel complementado con 0.75 durd 96.8 dfas.

111.3.3. EFECTO DE LOS DIFERENTES PERf0DOS BE INCUBACION.

En 1a Tabla 26 se observa que en el sustrato con 10 dfas de incuba-
cién Tos primordios tardaron 13 dfas en aparecer, mientras que en los de
13 y 16 dfas de incubacién tardaron solamente 6 y 5 dfas, respectivamente.
En los tres sustratos hubo 100% de aparicidn de primordios con excelente
abundancia asimismo en los 2 primeros brotes de 10s 3 sustratos hubo
100% de aparici6n de espor&foros y 504 de aparicidn en el tercer brote.

La iniciacién de la formacibn de los cuerpos fructiferos en 1os tres sus



TABLA  26. FRUCTIFICACION DE P. ostneatus EN ASERRIN DE ENCING CON DIFERENTES PERIODOS O INCUBACION

CONTENIODO DEL pPeERfODO DE INCUBACIOHN (DiAS)
PARAMETRO 10 13 16 ]
N OJMERO DE BROTE o e
10 20 30 ]9 20 30 lo 20 ;3'0—.“‘—
A. PRIMORDIOS
1. Aparicidn
a) Porcentaje (%) 100 100 100
b) Dfas 13.0¢3 6.0:0.7 5.3:0.5
2. Abundancia 5.040 5.040 5.0:0
B. ESPORGFORGS
1. Aparicién
a) Porcentaje (%) 100 100 50 100 100 50 100 100 50
b} Iniciaci6n de la
formaci6n {dfas) 4.3*0.5 15.5%1.3 18.5'2.1( 6.2%0.5 26.823.7 22.0:1.4 6.3%0.7 32.7:'5.3 19.04).7
2. No.de esporéforos por
caja 1-3 1-3 1-3 1-3 1-3 2 1-3 1-3 1
3. Desarrollo hasta 1la
madurez (dfas) 5.240.8 5.0:0.8 6.5:0.5{ 4.3:0.5 7.2:0.7 7.0:2.0 6.0+ 7.3:0.5 5.0°'1.0
4, Morfologfa (cm)
a) Altura total 5.6:1.0 5.6*0.9 4.3:1.7) 6.3:0.4 3.9:.2 4.2:0.2 5.8'0.4 3.9:0.9 2.5'.7
b} Ancho del pie 1.2:0.5 0.9%.1 0.940.3] 1.3t0.2 0.8°0.2 0.8:0.2 0.9:0.1 2.9*0.3 0.5'0.1
c) Altura del pie 1.2:0.2  1.5+0.8 1.,2:0.2] 1.0:0 1.0:0.6 1.5:0 0.9+0.1 1.1'0.5 0.6+0.1
d) Didmetro del piteo 5.0:0.7 4.3:0.9 3.6:1.7| 5.8:0.4 4.5:.6 3.4:0.5 4.8:0.4 3.8:1.3 2.3:0.3
5. Esporéforo por caja
(g} 15.340.2 11.2:4.2  6.7+1.1{19.0+3.1 7.5:2.3 5.8:0.9 14,7:5.0 5.4:2.0 3.0:0.7

*29
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tratos en el primer brote fue a 1os 6 dfas después de la aparicidén de los
primordios. Este lapso fue mayor en el segundo brote tardando en empezar
a formarse los espor&foros 15 dfas en el sustrato con 10 dfas de incuba-
cién, 26 dias en el de 13 dias de incubacidn y 32 dfas en el de 16 dfas

de incubacidn. En el tercer brote tardarcn alrededor de 19 dfas en empe-

zar a formarse los espordforos.

E1 rendimiento total en los sustratos con 10 y 13 dfas de incubacifn fue
de 110.5 y 107.5% respectivamente, mientras que el del sustrato con 16
dias de incubaci6n fue de 77.5% (ver Tabla 27 ). El rendimiento del
primer brote varié de 49.8 a 63% en los 3 sustratos. En el segundo brote
de 18 a 34.7%4 y en el tercer brote de 8 a 22%, correspondiendo los valo-

res mds altos a Tos sustratos con 10 y 13 dfas de incubacién en todos los

C€asos.

II1.3.4. FRUCTIFICACION DE P. ostreatus EN ASERRIN DE PINO,

En 7a Tabla 28 se muestran los resultados de la fructificacibn de

P. ostreatus en aserrin de pino, cbservdndose 100% de aparicin de pri-
mordios, 1os cuales aparecieron muy abundantemente 11 dfas después de la
inducci6bn., También se observa como hubo 100% de aparicién de esporéforos
en el primer y segundo brotes, mientras que en el tercer brote bajé a

23% de aparicién. Los espordforos empezaron a formarse a lgs 5 dfas en
el primer brote,y 18 y 22 dfas en el segundo y tercer brote, respectiva-

mente.
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El rendimiento del primer brote fue de 40.3%, el del segundo de 25.7% y
el del tercero de 13.6% con un rendimiento total de 79.6% (ver Tabla 29).



TABLA 29. RENDIMIENTO DE P. ostreatus EN ASERRIN DE PINO COM-

PLEMENTADO CON UREA Y MELAZA

67.

PARAMETRO

1. PRIMER BROTE
a) Rendimiento acumulado (%)
b) Dias después de la induccién

2. SEGUNDO BROTE
a) Rendimiento acumulado (%)
b) Dfas después de la induccién

3. TERCER BROTE
a) Rendimiento acumulado (%)
b) Dfas después de la induccidn

40.3 £13.7
21.5+ 3.7

66.0 +10.6
45.5+ 7.0

79.6 214.9
68.2 ¢+ 7.7
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IV. DISCUSION,

El objetivo principal del presente trabajo fue encontrar las condiciones
adecuadas para el desarrollo y fructificacién de P. ostreatus sobre ase-

rrin de encino.

Uno de los motivos por los que se seleccion6 el aserrfn de encino fue
porque es un buen representante de las materiales lignoceluldsicos de de-

secho forestal.

IV.1. EXPERIMENTO PRELIMINAR DEL CULTIVO DE P. ostreatus SOBRE ASERRIN
DE ENCINO.

En el experimento preliminar se corroboré la capacidad de P. octreatus pa
ra desarrollarse en aserrin de encino. Los niveles de complementacifn y
el tipo de complementos empleados en este experimento fueron selecciona-
dos de acuerdo a 1a informaci6n bibliogrdfica. En el cultivo comercial
de P. ostreatus los sustratos han sido generalmente preparados utilizando
olotes y rastrojo de maiz y/o paja de trigo como material bdsico, el cual
ha sido complementado con materiales de alto contenido en nitrdgeno y car
bohidratos de facil degradacién. No se ha realizado un consenso sobre
dicha complementaci6én. Por ello, no ha sido posible establecer el nivel
mds adecuado de complementacién de carbohidratos para el desarrollo de es
te hongo, ademds de que no se ha podido disponer de resultados comparati-
vos a escala de cultivo comercial de P, ostreatus que permitieran concluir

algo al respecto. De hecho, en la practica comercial las cantidades de



tomplementos a utilizar han sido seleccionadas considerando principalmente
la concentracidn final de nitrégeno en el sustrato, normalmente ajustada
al 1% en base seca, sin tomar en cuenta el nivel de carbohidratos resul-
tante. E1 micelio de P. osireatus ha sido cultivado en medio 1fquido por
diferentes autores, utilizando diversos azicares como fuente de carbono.
En la mayor parte de estos estudios, 1a glucosa ha resultado ser una de
las mejores fuentes de carbono, con la que ha sido posible obtener los
mejores rendimientos. Hashimoto y Takashi (1976), Voltz (1972),

Rypacek (1977) y Hong (1978), entre otros, han utilizado medios 1fquidos
con niveles de glucosa entre 1 y 2% (ver Tabla 30). Para el experimento
preliminar se decidi6 complementar el sustrato de aserrfn con una concen
traci6n mfnima de carbohidratos que permitiera un buen crecimiento, por
10 que se emple6 glucosa a un nivel de 2 g por cada 100 g de sustrato

sSeco.

En relacibn con la fuente de nitrégeno mis adecuada, Voltz (1972) y Eger
(1970a) realizaron pruebas en las que se encontrdé que Ta urea permiti6
el mejor crecimiento vegetativo de P. ostreatus, en comparacién con
otros complementos nitrogenados (ver Tabla 31). La concentraci6n de (
nitrégeno sé1ecci0nada para el experimento preliminar fue de 1 g de nf-‘
trégeno por cada 100 g de sustrato seco, ya que en la mayorfa de los sus
tratos comerciales el nitrSgeno se ha ajustado a este nivel (Imbernon,

1974; Hashimoto y Takashi, 1974).

En gran parte de los experimentos a nivel laboratorio, se ha encontrado

que para un 6ptimo crecimiento y fructificacibn de P, ostreatus, el pH



TABLA 30 . CRECIMIENTO DE P. ostreatus CON DIFERENTES FUENTES DE CARBOHIDRATOS
(In Chang y Quimio, 1982). )

AUTOR Hashimoto y Takahashi | Voltz Hong Rypaceck

(1976) (1972) (1978) (1977)
CONTENIDO DE AZUCAR 1% 2% 2% 1% 2%
Control 9.5 mg* 9.5mg*| 279 46.7 mg ND

Glucosa 84.0 167.2 31 200.3 24.0 mg
Manosa 103.1 181.5 33 177.4 3.4
Xilosa ND 52.5 37 131.2 10.4
Arabinosa ND 35.5 38 100.9 8.1
Galactosa ND 97.3 31 182.7 42.8
Fructosa 81.3 104.7 24 195,6 ND
Sacarosa 77.3 119.0 30 185.2 ND
Almidén 105.8 175.8 44 196.6 ND
Maltosa 79.6 | 144.0 32 203.9 ND

ND- No determinado

*No se especifica el cdlculo de rendimiento; se supone que representa el peso del micelio
cosechado en el volumen total del medio 1fquido utilizado.

0L



TABLA 31. CRECIMIENTO DE P. ostreatus CON DIFERENTES FUENTES
DE NITROGENO (In Chang y Quimio, 1982)

Voltz Eger

AUTOR (1972) (19709
CONTENIDO DE NITROGENO 0.05 4 150 M
Control 21 ND
Asparagina 34 50 %
Alanina 87 109
Arginina ND 87
Peptona 84 ND
Urea 91 100

ND- No determinado

* No se especifica el cdlculo del rendimiento, puede inferirse
como: micelio cosechado ‘
vol. total de medio de cultivo utilizado

71.
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del zustrato ha sido un pardmetro de suma importancia. Se ha recomenda-
do que el pH inicial se encuentre en un rango de 6.0 a 6.5 y que se afiada
CaC0; en pequefias cantidades para contrarrestar la tendencia que muestra
el hongo a disminuir el pH del medio durante su desarrollo. Imbernon
(1974) ha reportado que en el cultivo de P. ostreatus sobre corteza de
encino no hubo influencia del pH sobre el crecimiento micelial dentro del
intervalo de 5 a 7. Sin embargo, en el experimento preliminar y en los
subsecuentes, el sustrato se ajusté a un pH inicial de 6.5 aproximadamen-
te. Este pH vari6 ligeramente segln el tratamiento térmico al que fue
sometido el sustrato. Dado que el pH del aserrfn de encino es de 5.5,
fue necesario agregar CaC0, al sustrato, en una concentracifn de 1 g por
cada 100 g de sustrato seco, con el objeto de elevar el pH del aserrin

y amortiguar la cafda del pH durante el crecimiento micelial.

Los resultados del experimento inicial corroboraron la capacidad de

P. ostneatus para desarrollarse sobre aserrfn de encino, Asimismo. in-
dicaron que se requiri6 complementar el sustrato con nitrégeno y carbohi=
dratos para mejorar el desarrollo del hongo; 7a urea y la glucosa como
fuentes de.complementacién favorecieron marcadamente su crecimiento. Por
(1timo, se observé que el desarrollo del micelio provocd una acidifica-
cién del medio, aunque el nivel de CaC0; afadido redujo este efecto al

mTnimo.

IV.2. DETERMINACION DE PARAMETROS DE CULTIVO DE P. ostreatus SOBRE ASE-
RRIN DE ENCINO EN TUBOS DE GULTIVO,

Considerando esta informacién como base, se realizé otro experimento para
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determinar las condiciones de cultivo mds adecuadas para el desarrollo
vegetativo y la formacidn de primordios por P. ostreatus en tubos de cul
tivo. E1 sustrato de aserrin de encino en esta etapa fue canplementado con

urea y melaza, esta Gltima en sustitucidn de la glucosa.

La melaza de cafia ha sido principalmente una fuente de carbohidratos, con
un contenido aproximado de 55% de azicares y 2.8% de protefnas de po
co valor nutritivo (Flores Méndez, 1980). En México, la melaza sale de

los ingenios con la siguiente composicién:

4
Grados Brix 86 a 93 .
S61idos por desecacién 77 a 84
Sacarosa 25 a 40
Aziicares reductores ' 122 35 .
Cenizas 7a15
Humedad 17 a 25

Se decidi6 emptear melaza de cafia por ser un subproducto industrial de

bajo costo, alta disponibilidad y gran contenido de azicares. Por elio,
su uso presentarfa caracterfisticas favorables paraYa complementacién del
sustrato en el cultivo comercial de P. ostreatus. La melaza ha sido em-
pleada &esde hace tiempo como compemento en sustratos para la produccitn

de champifones {Agaricus bisporus).

1V.2.1. EFECTO DEL TRATAMIENTO TERMICO DEL SUSTRATO.

En este experimento se encontrf que el tratamiento térmico del sustrato
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fue indispensable para evitar la contaminacién del mismo. En la Figura

3 se observa cdmo la contaminacién del sustrato fue mayor confor-
me el tratamiento térmico fue menos severo. Al ir aumen-
tando el tiempo de pasteurizacidn (tratamientos 3 y 4) 1la contaminaci6n
del sustrato se fue reduciendo. Asf, el sustrato pasteurizado Unicamen-
te durante 10 minutos (tratamiento 5) y el sustrato sin esterilizar (tra-
tamiento 6) sufrieron una contaminacidn del 100%. La contaminacién en
los otros sustratos pasteurizados (tratamientos 3 y 4) fue del 66%, sin
embargo, mds adelante se verd que en el 34% restante se presentd un buen
desarrolio vegetativo. Por ello, la pasteurizaci6n del sustrato abrid
1a posibilidad de emplear este tratamiento térmico en los sustratos comer
ciales. Esto representarfa una ventaja econfmica sobre la esterilizacitn
del sustrato en la que el gasto de energfa es mayor, Con respecto a los
tratamientos 1 y 2 se observa en la misma figura que no hubo contamina-
ci6n del sustrato. En la Figura 4 se muestra cdmg no se presentd una pre-,
ferencia de P, ostreatus para desarrollarse en un sustrato con algdn tra-
tamiento térmico determinado. Mis adn, se observé un incremento bastante
uniforme durante 1os 18 dfas de incubacién, aunque se notd un incremento
1igeramente menor en el sustrato con tratamiento térmico 4,y 1igeramente
mayor en el del tratamiento térmico 3. (nicamente en Tos sustratos con
tratamientos 5 y 6 se inhibié totalmente su desarrollo, el primero a
los 3 dfas de incubacién y el segundo no presenté crecimiento alguno. Lo
anterior estuvo relacionado directamente a 1a contaminacibn del sustrato
ya que en todos los tubos que permanecieron sin contaminacifn se presen-

t6 buen desarrollo vegetativo.
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En la Figura 5 se muestra la influencia del tratamiento térmico sobre
la velocidad de crecimiento de P. ostreatus. Aqui se observa cémo el hon
go empezé a desarrollarse lentamente en 1os 3 primeros dfas de crecimien-
to. Enseguida se notd un gran incremento en la velocidad, principalmente
de los 3 a los 6 dias de incubacién. En este lapso P. vstreatus alcanzé
su mixima velocidad en los sustratos con tratamientos 2, 3 y 4. En el sus
trato con tratamiento 1 (esterilizacifn), el aumento de 1a velocidad fue
menor, pero perrmanecif constante durante toda la incubacidn. Al finali-
zar este perfodo, 1a mixima velocidad de crecimiento fue alcanzada en di
cho sustrato. Se observa también que de Tos 6 a Tos 12 dfas de incubacidn,
1a velocidad de crecimiento bajé bruscamente en los sustratos pasteuriza-
dos y en el esterilizado parcialmente (tratamientos 2, 3y 4). En el
perfodo siguiente, de los 12 a tos 15 dfas, se presenté nuevamente un
aumento de la velocidad de crecimiento en todos los sustratos. Cabe re-
cordar que precisamente de los 12 a los 18 dfas los sustratos se regaron
diariamente, lo gue pudo influir en la recuperacifn de la velocidad de
crecimiento. En los (ltimos 3 dfas de incubacién, se observé que en el
sustrato esterilizado (tratamiento 1) continu6 aumentando 1a velocidad

de crecimiento. Sin embargo, en los sustratos pasteurizados y en el es-
terilizado parcialmente, se presentd nuevamente un descenso de la veloci-
dad, bajando ligeramente en el sustrato con tratamiento 2, mientras que
el descenso en 1os sustratos 3 y 4 fue muy marcado, La oscilacifn pre-
sente en estos 3 sustratos mostr§ primeramente una cierta estabilizacién
después de alcanzar la velocidad mixima a los 6 dfas. Dicha oscilacifn

pudo deberse a la falta de humedad en el sustrato.
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En la Figura 6 se muestra claramente una relacifn directa entre la apa-
ricién de primordios y el tratamiento témmico. Es decir, conforme el tra
tamiento témmico del sustrato fue mds severo hubo mayor'porcentaje de
aparicibn de primordios. E£n los sustratos comerciales convendrfa emplear
el tratamiento con el que en Gltima instancia se obtuviera el mejor ren-
dimiento al menor costo posible. En relacién al aspecto econdmico, los
tratamientos que mds se adecuarfan a este objetivo serfan los de pasteuri
zacién de 20 y 30 minutos, o el de esterilizacién parcial, ya que represen
tan una ventaja econfmica sobre la esterilizacifn total del sustrato. En
cuanto a la contaminacidn que se presentd en los sustratos pasteurizados,
que repercuti6 en el porcentaje de aparicifn de primordios, es muy proba-
ble que al cultivar P. ostreafus sobre aserrin de encino con mayor porcen-
taje de in6culo y en recipientes de mayor capacidad, dicho hongo sea ca-
paz de competir con otros microorganismos e invadir exitosamente el sus-
trato. Por ello se requiere de una nueva experimentacidn en la que se
encuentre el tratamiento y las condiciones de cultivo adecuados para ¢b-
tener el equilibrio entre costo y rendimiento. En el experimento siguien
te, en el que se cuantificé el rendimiento de P. ostneatus, se decidié
esterilizar el sustrato, ya que con este tratamiento se present§ buen cre-

cimiento micelial y 100% de aparicifn de primordios.

Iv.2.2, EFECTO DE LA HUMEDAD DEL SUSTRATO.

La mixima humedad en el sustrato fue indispensable tanto para el correcto
desarrollo vegetativo como para 1a aparici6n de primordios de P. ostrea-

tus. Durante la incubacibn se observé cfmo se resecaba el sustrato al
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ir creciendo el micelio descendentemente por el tubo. Esto se debi6 a
que para su desarrollo necesitd absorber gran cantidad de agua. Esta
resequedad se vi6 mds acentuada en los sustratos con menor porcentaje de
humedad, provocando en general un crecimiento micelial mds lento en el
sustrato con 63% que en los demds sustratos de esta variable {Figura

7 ). Después de 15 dfas de incubacién, se presentd esta misma reseque-
dad en todos los tubos del experimento. Se decidi6 entonces regarlos dia
riamente con agua estéril para impedir que afectara el crecimiento y se
pudiera continuar observando la aparicién de los primordios. Los sus-
tratos con 63 y 66% de humedad se empezaron a regar desde los 12 dfas de
incubacidn. E1 de 69% se regd a partir de los 15 dfas. Posiblemente la
cantidad de sustrato contenida en los tubos, 32 g de sustrato himedo,

fue escasa en relaci6n al gran desarrollo vegatativo que presenté el hon-
go. Por ello, el agua contenida en el medio se consumfa r§p1damente

sin mantener el contenido de humedad necesario para el desarrollo normal
del micelio. Por tanto, al aumentar la cantidad de sustrato en el si-
guiente experimento, 100 g de sustrato himedo por caja, se eliming este
problema durante la incubacién. Sin embargo, fue necesario regar las ca-

Jjas durante la fructificacidn.

En la Figura 7 también se observa como durante los primeros dfas de
incubacidn, a mayor humedad en el sustrato. el incremento del desarrollo
fue mayor. Sin embargo, dicho incremento promedio se ‘iguald en tos 3
sustratos, de 1os 12 a 1os 18 dfas de incubacifn. Esto pudiera ex-
plicarse por el hecho mencionado de que 1os sustratos se regaron diaria-

mente en el (1timo lapso de la incubacién. Por tanto, a partir de di-
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cho perfodo 1a humedad del sustrato fue la misma en todos los tubos de
esta variable, igualdndose las condiciones de cultivo en los 3 sustratos
estudiados. Por otro lado,en la misma figura puede observarse cémo en las
3 variables el incremento del desarrollo vegetative fue aumentando cons-
tantemente durante toda la incubaci6n. Esto se muestra con claridad en
1a Figura 8 , en donde se nbserva cdmo la velocidad de crecimiento
siempre fue en aumento. Es interesante comparar el patrdn de desarrollo
de los sustratos con 63 y 66% de humedad con el del sustrato control (69%
de humedad) y observar como presentaron las mismas caracterfsticas. Es
decir, un incremento constante del desarrollo, contrario al de las otras
variables del tratamiento térmico que se caracterizaron por presentar
oscilaciones en el crecimiento durante toda la incubaci6n. A pesar de
este hecho, en.el sustrato con 63% de humedad, el incremento de la veloci
dad de Yos 3 a los 12 dfas de incubacifn fue alrededor del 25% menor que
el de los otros 2 sustratos. Esto repercutié 16gicamente en el menor de-

sarrollo vegetativo mencionado.

[

La aparici6n de primordios se vio favorecida por la correcta humedad del
sustrato. En los sustratos con mayor contenido de humedad se presenté

el 100% de aparicién de primordios (Figura 9 ). Cabe recordar que los
sustratos continuaron regéndose durante la fructificacién. Se observé
una buena abundancia de primordios en todos los sustratos de esta varia-
ble (Figura 10 ). Este G1timo pardmetro no refleja en realidad 1a in-
fluencia del tratamiento del sustrato,ya que pudiera presentarse el caso
de una gran abundancia de primordios pequefios y una abundancia regular de

primordios grandes, que en la fructificacifn dieran el mismo rendimien-
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to. Por tanto, el porcentaje de aparici6n de primordios se considers
mds adecuado que l1a abundancia de primordios para concluir acerca de la
influencia del tratamiento del sustrato, aunado al andlisis de los demds

pardmetros de crecimiento.

1¥.2.3. EFECTO DEL TAMARO DE PARTICULA DEL ASERRIN.

En relacidn con el tamafio de partfcula del aserrfn, no se observé influen
cia marcada sobre el crecimiento y fructificacién de P. ostreatus. En la
Figura 11 se muestra cémo el desarrollo vegetativo tuvo un incremento re-
gular en los 9 primeros dias de incubacién. De los 9 a los 12 dfas se
percibié un ligero aumento del desarrollo en los sustratos con tamaiio de
partfcula grueso y mediano. En los Gltimos 6 dfas el incremento promedio

volvib a ser igual en los 3 sustratos.

La Figura 12 muestra mds claramente cémo, en ningin momento de la incu-
bacidn, el tamafio de partfcula influy§ sobre la velocidad de crecimiento.
En ella se observa que el incremento de la velocidad fue constantemente
eh aumento durante los 18 dfas de {ncubacién. Unicamente se presentaron
ligeros descensos en 10s sustratos con tamafio de partfcula 1y 2. la
interposici6n de las curvas de crecimiento refleja la regularidad del
comportamiento de P, ostreatus en los sustratos con diferente tamafio de
partfcula. Dichas curvas presentaron nuevamente el mismo patrén de cre-

cimiento correspondiente al del sustrato control.

La Figura 13 muestra que la aparicitn de primordios fue de 100% para
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todos los sustratos, presentdndose mayor abundancia en el susirato, con
tamafio de particula grueso (Figura 14). Con base en estos resultados,

no se considerd que fuera necesario eliminar las particulas finas

del sustrato. Se sugiere realizar pruebas con aserrin tal y como 1le-

ga del aserradero.

Iv.2.4. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON CARBOHIDRATOS.

La variacién del contenido de carbohidratos en el sustrato (de 1.0 a
2.5 g) no afect6 marcadamente el desarrollo vegetativo de P. ostreatus.
En 1a Figura 15 se puede observar c6mo en cada perfodo de crecimiento

eT desarrollo micelial fue pricticamente constante para todos los sustra
tos. Sin embargo, puede apreciarse una disminucidn del crecimiento mi-
celial en los sustratos con menor contenido de carbohidratos y en el de
mayor concentracién de los mismos, de los 9 a Tos 12 dfas. E1 incremen-
to del desarrollo vegetativo fue constante en el sustrato complementado
con 2.0 g de carbohidratos. Los descensos en el incremento del desarro-
Mo mencionados se reflejan mis detalladamente en la Figura 16, en la
que se muestra la velocidad de crecimiento durante la incubacidn. Con-
siderando la velocidad de crecimiento promedio, se observa un patrén
oscilatorio en los sustratos que presentaron descensos en el desarrollo
vegetativo mencfonado. Sin embargo, dicho patrén de crecimiento no

difirié marcadamente del de 2.0 g de carbohidratos considerado como con-
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trol. No fue posible concluir acerca de las causas precisas de las osci-
laciones en el desarrollo. Sin embargo, como ya se menciond en otra par-
te de esta discusibn, puede enunciarse que la falta de humedad en el sus-
trato pudo haber influido en dicho fen6meno. Este desarrollo oscilatorio
no reflejd en ningin momento una disminucidn en la abundancia micelial.

La presencia de contaminacifn fue observada en los tubos donde se inhibid
el desarrollo vegetativo., Al finalizar el perfodo de incubacidén, todos

los sustratos de esta variable presentaron muy buen crecimiento micelial.
En relacibn a la aparicifn de primordios se observd una relacidn directa,
es decir, a mayor contenido de carbohidratos en el sustrato se obtuvo ma-

yor porcentaje de aparicibn {Figura 17).

{inicamente con el nivel m§s alto se presentd 100% de aparicibn de primor-
dios y espordforos. Los sustratos con mayor centenido de carbohidratos
presentaron mayor abundancia de primordios {Figura 18). La melaza com
fuente de carbohidratos result§ favorable para el desarrollo y fructifi-
cacién de P. ostrentus. En este experimento no pudo definirse con exac
titud qué concentracin de carbohidratos favoreciS Gptimamente el desa-
rrollo y formacién de primordios por P, ostreatus, -ya que el valor selec-
cionado correspondié a la concentracitn mis alta de carbohidratos, impi-
diendo inferirse el comportamiento del hongo en concentraciones vecinas
no experimentadas. Por ello, se decidif en el experimento en cajas de
pldstico probar el desarrollo del hongo en concentraciones mayores a 2.5 g

de carbohidratos.
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IV.2.5. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRAT® CON NITROGENO.

En 1o relacionado a la tasa de nitrdgeno, los resultados representados
en las Figuras 19-22 apoyan la informacién de 1a bibliograffa de que al-
tas concentraciones de nitrégeno en el medio han sido desfavorables para
el desarrollo y fructificacién de P, oatrneatus. En dichas figuras se
muestra claramente como el desarrollo vegetativo, la velocidad de creci-
miento, el porcentaje de aparicién de primordios, e inclusive la abundan
cia de primordios, fueron disminuyendo conforme la concentracifén de ni-
trogeno en el sustrato aumentaba. Asi, los niveles de nitrégeno de 1.25
¥y 1.5 g resultaron desfavorables, mientras que con las concentraciones
de 0.75 gy 1.0 g se favorecié la aparicién de primordios, y muy amplia-
mente el desarrollo vegetativo. Se decidid entonces seleccionar el va-
lor de 0.75 g de nitr6geno correspondiente al nivel mds bajo experimen-

tado, como nivel miximo para el siguiente experimento.

1v.2.6. ASPECTOS COMUNES.

En todas las variables de este experimento se presentaron Jos siguientes

aspectos comunes:

EY pH inicial del sustrato disminuy6 una unidad aproximadamente, es de-
cir, de un pH inicial promedio de 6.5, descendi§ aproximadamente a 5.5

al término del experimento.

En general, la abundancia micelial fue buena y uniforme en todas las va-

-
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riables; dnicamente en el sustrato con menor contenido de nitrégeno (0.75 g
/100 g de sustrato seco} se observé una sobreproduccién vegetativa, formdn
dose una masa micelial compacta completamente blanca, sin exhibirse restos

de sustrato en la periferia del tubo.

Imbernon (1974) ha considerado como buen crecimiento micelial promedio
0.5 cm/dfa en el cultivo de P. ostreatus sobre corteza de encino. En el
presente estudio se determin6 una mejor velocidad de crecimiento promedio,
de 0.71 cm/dfa, en todas las variables que no afectaron el desarrollo ve-

getativo.

La contaminacién del sustrato en alto porcentaje (de 66.66% a 100%) se

presenté (nicamente en el sustrato no esterilizado y en los pasteurizados.
En los demds casos fue mfnima, ya que el medio fue esterilizado. Los prin
cipales contaminantes que se presentaron fueron: Altewnaria sp., Phoma &p.

y Penicillium sp,

Decididamente, en todos los casos en que hubo fructificacién 1los esporéfo
ros exhibieron morfologfa anormal,con un pie o estfpite alargado y un pileo
muy pequefio, debido principalmente a 1a mala ventilacibn y reducida super-
ficie de fructificaci6n en el tubo de cultivo. Asimismo existid gran di-
versidad en el nimero de esporGforos por tubo dentro de una misma variable

o entre diferentes varfables.
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IV.3. DETERMINACION DE PARAMETROS DE FRUCTIFICACION DE P. ostreatus SOBRE
ASERRIN DE ENCINO EN RECIPIENTES DE PLASTICO.

E1 control adecuado de las condiciones ambientales durante el desarrollo
y fructificacibn de P. ostreatus fue bdsico para la obtencifn de Optimos
resultados. En cuanto a la temperatura de incubacifn, la mayorfa de los
autores han reportado una temperatura entre 25 y 27°C para un correcto de
sarrollo vegetativo. En la Gl1tima etapa experimental, dicha temperatura
se mantuvo a 25°C dentro de la estufa, al igual que en el experimento en
tubos de cultivo. Durante el desarrollo vegetativo, los recipientes de
cultivo se taparon con hule espuma y papel aluminio con el objeto de man
tener 1a humedad en el sustrato, prevenir la contaminaci6n del mismo y
permitir las condiciones semianaerbbicas requeridas en el desarrollo de
P. ostneatus. La presencia de luz, ventilacién adecuada y a]@g humedad
relativa fueron factores fundamentales para inducir la fructificacidn y
durante la fructificacién misma. Para e]lo, las cajas de cultive se des
taparon y trasladaron a un invernadero con luz natural (12 horas de luz
al dfa aproximadamente). La alta humedad relativa, indispensable para la
formacién de 105 esporbforos, se mantuve entre 90 y 95% con un humidifica
dor y colocando las cajas dentro de un cobertizo de pldstico que a su vez
permitid buena ventilacién. Una ventilaci6n deficiente o un exceso de la
misma hubiera repercutido dradsticamente en la morfologfa de los espordfo
ros y en el aparicién de los primordios, por 1o mismo se evitaron altas
concentraciones de CO, y fuertes corrientes de aire. En el cultivo comer
cial de P, oatreatus, 1a utilizacion de una unidad de aire acondicionado

y humidificadores para el mantenimiento de las condiciones ambientales
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durante la fructificacifn, implicarfa un fuerte gasto de energfa, por

1o que serfa necesario simplificar el proceso de control.

Lla fructificacién de P, ostreatus fue el objetivo principal de la ditima
fase del trabajo. Esta se 1levé a cabo una vez seleccionadas las cbndi-
ciones de cultivo que mis favorecieron la aparicién de los primordios

en tubos de cultivo. Dicha seleccifn fue 1a base de 1a preparacidn del
sustrato y del cultivo del hongo en el experimento final. Asfi, el sus-
trato fue esterilizado, a reserva de un estudio econémico-experimental

en el que se encuentre el tratamiento térmico del sustrato mds convenien-
te, ya sea esterilizado total o parcial, o pasteurizacifn. Se decidié
regar diariamente el sustrato, tdnicamente durante la fructificacibn.

Esto se debif a varios factores: primeramente, en esta ocasién no se ob-
servi la resequedad presente durante la incubacién en el experimento an-
terior. En dicho experimento, se observé 1a necesidad de un sustrato sa
turado para el mejor desarrollo y aparicién de primerdios, También se
consider§ 1a elevada proporci6n de agua que se consume en la formacifn de
los espordéforos y que durante los primeros dfas de inducci6n provocd una
gran resequedad en el sustrato contenido en recipientes de pldstico. Por

Gi1timo, al destapar las cajas se aumentd la superficie de evaporacién.

El tamafio de particula del aserrin se seleccion6 en funcibn del miximo
aprovechamiento del mismo, ya que como se mencion no influyé en la apa-
ricién de primordios. Se empled el material retenido entre las mallas
8 y 30 en el sustrato de aserrin de encino, y el retenido entre las ma-

11as 6 y 60 en el sustrato de aserrfin de pino.
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IV.3.1. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON CARBOHIDRATOS.

En los resultados obtenidos previamente en tuvos de cultivo, se observd un
efecto positivo en la formacidn de primordios a medida que la tasa de car-
bohidratos en el medioc aumentd. Por ello en este experimento se continué
aumentando dicho nivel, pretendiendo encontrar el Gptimo de complementa-
cifn. Con el objeto de tener un dato de referencia sobre el contenido
final de carbohidratos empleade comxinmente en el cultivo comercial de P,
ostneatus, se calculé dicho nivel en los sustratos experimentados por
Kalberer (1974) y Hashimoto y Takashi (1974). Ellos han empleado como
material base principalmente pajas, y como complemento salvado de arroz,
gue han aportado al medio tanto nitr6geno como carbohidratos. E! conte-
nido final de carbohidratos empleado por estos autores, los cuales no

han tomado en cuenta el aporte del inSculo, ha oscilado alrededor de 35%.
Dicho nivel ha sido el resultado de haber ajustado en el sustrato el con-
tenido final de nitrdgeno, principalmente. La concentraci6n de este Giti-
mo complemento ha variado de 0.7 a 0.9% aproximadamente, quedando un conte-
nido final de carbohidratos muy alto. En este trabajo se emplearon fuentes
independientes de nitrégeno y carbohidratos, con el objeto de observar los
efectos de cada uno por separado y encontrar los niveles Optimos de com-
plementacién. En el cultivo comercial de P. ostreatus, los sustratos han
sido inoculados generalmente con indculo de grano, ya sea de trigo, sor-
go, centeno, etc,, con un alto contenido de carbohidratos de facil degra-
daci6n, 1o que ha contribuido a 1a concentracidn final de carbohidratos

en el medio. El porcentaje de indculo empleado ha variado entre un autor

y otro, aunque muchos de ellos, tales como Kalberer (1974), Imbernon
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(1981}, Tan (1981) y Brian et af (1981), han afadido de 2 a 3% de inSculo
al sustrato hdmedo. En el presente experimento se sembrd el sustrato hi-
medo con 3% de inGculo de centeno. E1 cenieno posee un alto contenido

de hexosas, por 1o que 1a concentracidn final de carbohidratos se calculd
considerando tanto el aporte del infculo como el de la melaza usada como
complemento. Asf, 1a concentracifn de carbohidratos se varif ascendente-
mente desde 3.0 g. Dicha concentracidn correspondié al nivel experimen-
tal inferior. Se emplel en lugar de la seleccionada en el experimento an-
terior en tubos de cultivo, es decir 2.6 g, debido a que el indculo de
grano contenfa alrededor de 25% de carbohidratos. A} ser agregado en una
concentracifn de 3% del sustrato hdmedo, aportaba directamente los 2.5 g
que se requerfan, Esto implicarfa no agregar melaza al medio. Se con-
siderd adecuado que todos los sustratos contuvieran los mismos complemen-
tos, por lo que se decidib aumentar la concentracién final de carbohtdra-
tos de 2.5g a 3.0 g. Llos siguientes niveles experimentales fueron

de 4.5, 6,0 y 7.5 g de carbohidratos por cada 100 g de aserrin seco. la
influencia de esta variacibn sobre dos pardmetros de la fructificacibn de
P. ostreatus se muestra en las Figuras 23y 24. Primeramente, en la Fi-
gura 23 se observa c6mo 1a concentracifn de carbohtdratos influy§ sobre
el tiempo de aparicidn de Yos brotes, siendo &ste menor conforme Ya con-
centraci@n de carbohidratos en el medio fue mayor. Esta tendencia se ob-
servé desde el primer brote hasta el tiempo total de cultivo, que fue de
95 dfas en promedio en los sustratos con menor contenido de carbohidratos,
y de 84 dfas en el sustrato con mayor concentracién. Asimismo en la Fi-
gura 24 se observa una clara tendencia a obtener mayor produccién de es-

por6foros {rendimiento) a medida que el contenido de carbohidratos en el
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medio fue mayor. Ademds se muestra cbmo en todos los casos el mayor ren-
dimieﬁto se abtuvo en el primer brote, bajando siempre en el segundo y

muy marcadamente en el tercero.

Resulta 10gico que en el cultivo comercial de P. ostreatus convenga re-
ducir el tiempo entre los brotes y a su vez obtener el mayor rendimiento
posible, de ahi la importancia de los resultados anteriores en los que

se demostrd que el alto contenido de carbohidratos favorecid tanto la
aparicifn de los brotes como el alto rendimiento. Ademds, dichos resul-
tados informan acerca del tiempo conveniente para dar término al cultivo
seglin el porcentaje de rendimientos que se obtenga en cada brote. Ya que
Tos resultados mds ventajosos se obtuvieron con la tasa de carbohidratos
mis elevada, es decir 7.5 g, se impone la necesidad de realizar una nueva
experimentacifn en 1a que se encuentre el nivel Gptimo de complementacibn

con carbohidratos.

1v.3.2. EFECTO DE LA COMPLEMENTACION DEL SUSTRATO CON NITROGENO.

E) efecto del contenido de nitrbgeno se prob6 en valores menores a 0.75 g
por cha 100 g de aserrin seco. Las Figuras 25 y 26 muestran que el ni-
vel 6ptimo de complementacidn correspondi§ al nivel intermedio experi-
mentado. Es decir, con 0.5 g de nitrdgenoc se obtuvo el mayor rendimien-
to en el menor tiempo. En la Figura 25 se observa claramente un pico

de produccién de esporéforos que definieron Tos 1imites de 1a utiliza-
cidn del nitrSgeno en el sustrato. Asimismo muestra céme en el primer

brote de los 3 sustratos experimentados se obtuvo alrededor del 63% del
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rendimiento total. Sin embargo, dicho porcentaje no fue representativo
del rendimiento parcial, ya que &ste fue del 70% en el sustrato comple-
mentado con 0.5 g de nitrégeno, mientras que en los complementados con
0.75 y 0.25 g se obtuvieron 50 y 37% respectivamente, en el primer bro
te. Es posible que en el cultivo comercial de P. ostrneatus fuera venta-
joso detener el cultivo en el primer brote, si se empleara un sustrato
complementado con 0.5 g de nitrégeno. Es asf como el andlisis de los ren
dimientos parciales podria ser de utilidad en la seleccifn del tiempo de

cultivo o del nimero de brotes mis conveniente.

Como ya se menciond, los sustratos comerciales han sido generalmente com
plementados con alrededor del 1% de nitrégeno (B.S.). En los resultados
del presente trabajo se observ6 que con la mitad de dicha concentraci6n
se obtuvo el mejor rendimiento con respecto a las demis concentraciones
de nitrégeno experimentadas. E1 haber empleado en e] cultivo experimen-
tal fuentes independientes de nitrfgeno y carbohidratos result6 muy in-
teresante, ya que se ofreci6 1a posibilidad de complementar Gptimamente
el sustrato. Asi se evitarian, en su mayor parte, residuos de aditivos

que no fueran aprovechados por el organismo,

1v.3.3. EFECTO DE LOS DIFERENTES PERTODOS DE INCUBACION.

En el cultivo comercial de P, ostreatus la duraci6n de la incubacign del
sustrato ha variado generalmente de 2 a 3 semanas seglin el autor, reali-
zindose en oscuridad y a una temperatura de 25 a 27°C. Este tiempo de de

sarrolTo vegetativo ha sido necesario para que el micelio invada el sus-
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trato. En el presente experimento el perfodo de incubaci6n fue de 10, 13
y 16 dias, esperando encontrar el menor tiempo de incubacifn con el que a
su vez se obtuviera la mejor produccién de esporfforos. Los resultados
representados en la Figura 27 muestran que 10s mayores rendimientos se
obtuvieron en los sustratos con 10 y 13 dTas de incubaci6n. La diferen-
cia entre 1a produccifn total de esporéforos de estos dos sustratos fue
poco acentuada, Sin embargo, en la Figura 28 se observa cfmo el tiempo
total de cultivo en el sustrato con 10 dfas de incubacifn fue marcadamen-
te menor, es decir de 72 dfas, mientras que en el sustrato con 13 dfas de
desarrollo fue de 92 dfas. Estos hechos apoyaron que la corta duracién
del desarrollo vegetativo (10 dfas) fuera la més conveniente para el cul-
tivo de P. ostreatus. Cabe recalcar que a pesar de que se registré un
retardo en la aparicién de primordios, la duracifn total del cultivo en
el sustrato con 10 dfas de incubacién fue la menor entre todos los sus-

tratos experimentados en esta Gltima fase del trabajo.

1V.3.4. FRUCTIFICACION DE P. oatreatus EN ASERRIN DE PINO.

|
Gran parte de la produccifn maderera en México corresponde a bosques de
pino y encino, por lo que en esta etapa final también se decidi6 probar
la fructificacidn de P. ostreatus en aserrin de pino. En la bibliogra-
ffa se ha reportado que Tos rendimientos del hongo sobre aserrfn de en-
cino han sido mds altos que sobre aserrfn de pino. Ademds se ha men-
cionado la presencia de un alto contenido de taninos y una mayor canti-
dad de contaminantes en el aserrin de pino, 1o que se ha considerado como

un inconveniente para la utilizaci6n de este material. Sin embargo, en
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el presente trabajo se encontraron resultados bastante satisfactorios,
obteniéndose un rendimiento de 79.6% en 84 dfas aproximadamente. Es de
esperarse que al complementar el sustrato estrictamente de acuerdo a las
caracteristicas del aserrfn de pino, el rendimiento aumente. Cabe recdg
dar que en este experimento el aserrin de pino se complementd con las
mismas cantidades de melaza y urea que las empleadas en el sustrato de

aserrin de encino usado como control.

Iv.3.5 ASPECTOS COMUNES.

En la dltima etapa experimental se presentaron los siguientes aspectos
comunes: el micelio en el indculo de centeno crecié muy abundantemente
sobre el grano, por lo que fue muy adecuado para inocular el sustrato
dentro de los recipientes. El porcentaje de indculo empleado (3% del
peso himedo del sustrato) fue conveniente para permitir un excelente
desarrollo vegetativo del hongo scbre el sustrato de aserrin., El1 gran
crecimiento micelial durante 1a incubacién, aunado a la esterilizacidn
del sustrato, posiblemente evitaron la contaminacin tanto en el perfodo
de desarrollo vegetativo como en el de la fructificacién. En ésta se pre
sentd una contaminacién muy baja y superficial, por 1o que no impidi§ en
ninglin caso el desarrcllo y la fructificacion de P, cstreatus. Llos prin-
cipales contaminantes jdentificados fueron Aftennania 4p., Phoma, sp. y

Penicllium sp.

EY pH inicial del sustrato, al igual que en el experimento en tubos de

cultiva, disminuyb después del desarrollo del hengo aunque en este caso el
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descenso fue menor (media unidad en promedio), es decir de un pH iniciat
promedio de 6.5, al término de! experimento descendi§ a un pH entre 6.1

y 5.8.

En todos los sustratos experimentados tanto de aserrin de encino como de
pino, el desarrollo de los primordios a espor6foros maduros fue de 6 dfas
en promedio, y e} nimero de esporéforos por caja oscilé entre 1 y 3, varian

do en dimensién pero siempre de morfologia normal, en cada brote.

En 1a mayorfa de los sustratos se observ6 la aparicién de 3 brotes, aun-
que con tiempo de aparicién y rendimientos muy diferentes entre sf. Los
esporéforos del primer brote siempre fueron 1os mds grandes en relacién

a los del segundo y tercer brotes, en los que el tamafio disminuy§ conside

rablemente.

Tanto en el sustrato de aserrfn de encino como en el de pino se obtu-
vieron muy buenos rendimientos, E} mayor porcentaje de esporSforos siem-
pre se obtuvo en el primero de los tres brotes. Por ello, en el cultivo
comercial de P, ostreatus serfa conveniente calcular las ventajas de de-
tener la fructificaci6n en el brote en el que ya se haya obtenido el ma-
yor procentaje de rendimiento. Asimismo, es importante considerar la du-
raciSn total del cultivo desde la inoculacidn hasta 1a fructificacibn
del @1timo brote. Esta vari6 de 76.6 a 96.8 dfas en promedio, siendo
alta, ya que en 1a bibliograffa se ha reportado una duracién de 60 dfas,

aprox imadamente, después de 3 brotes,
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IV.3.6. COMPARACION ENTRE EL DESARROLLO Y FRUCTIFICACION DE P. ostreatus
SOBRE ASERRIN DE ENGINO Y SOBRE ASERRIN DE PINO.

Se encontraron algunas diferencias interesantes en el desarrollo vegetati-
vo y Ta fructificacidn de P. ostreatus sobre aserrin de pino y sobre ase-
rrin de encino. E1 crecimiento micelial se distinguié por ser muy abun-
dante en el sustrato de aserrin de pino, y en el de encino complementado
con 0.25 g de nitr6geno. En ellos se presentd una masa micelial muy com-
pacta con aspecto liso completamente blanco. En general, la abundancia
micelial fue muy buena en todos los demds sustratos. Sobre el aserrin de
encino los espordéforos presentaron en promedio las siguientes caracterfis- -
ticas: sésiles o con pie muy reducido, lateral o excéntrico, con pileo
carnoso y amplio, de 6.0 a 7.0 cm, color beige o gris clarg con bordes del
gados, altura total entre 4.5y 7.0 cm, con 18minas blancas decurrentes

y crecimiento en grupos o aislados. E£n el sustrato de aserrin de pino se
presentaron algunas diferencias en los espordforos, notdndose en general
mds alargados y con pie mids alto. La altura de éste fue de 2.0 cm en pro-
medio, mientras que fue de 1,0 cm de altura en los espor6foros de aserrin

de encino,

Segiin los diversos autores (Cartwright y Findlay, 1958; Anselmi y Dean-
drea, 1978), en la naturaleza P. ostneafus se ha desarrollado mds comiin-
mente sobre maderas de angiospermas ("duras") que sobre maderas de gimnos
permas {"suaves"). Inclusive en el cultivo artificial del hongo se ha
reportado mayor rendimiento sobre sustratos provenientes de maderas "du-

ras" que sobre maderas "suaves" (Imbernon, 1974). Los términos "maderas
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duras" y "maderas suaves” referidos a angiospermas y gimnospermas, res-
pectivamente, son cominmente empleados. Sin embargo, resultan confusos

ya que existen maderas de angiospermas que son suaves y maderas de gim-
nospermas que son duras. Algunas de las diferencias bdsicas entre los

dos tipos de maderas mencionados son que las angiospermas poseen parén-
quima con granos de almid6n, orientades radialmente, longitudinalmente o
en ambos sentidos. Las gimnospermas poseen parénquima escaso con menor
contenido de almiddn, y distribuido s6lo radialmente. El1 prosénquima en
angiospermas estd consituido por vasos y fibras que tienen funcidn de
conduccion los primeros y resistencia mecdnica los segundos, siendo estas
Ultimas muy duras y variables. Las gimnospermas Gnicamente poseen traquei
das que funcionan tanto en la conduccifn como en la resistencia. Todas
las estructuras de este G1timo grupo son porosas, por 1o que son absu vez
menos densas que las maderas de angiospermas. La concentracién de extrac
tivos (ceras, aceites, taninos, resinas, grasas) en las angiospermas es
mayor que en las gimnospermas, aunque en estas Gl1timas se encuentra un ma-

yor contenido de resinas.

En 1o relacionado con el mayor porcentaje de maderas de angiospermas que
de gimnospermas invadidas por el micelio de P, ¢streatus en la naturaleza,
no se sabe hasta el momento 1a causa precisa de ello. Sin embargo, mu-
chos autores (Christensen, 1978; Findlay, 19732 Smith et at, 1979) repor-
tan haber encontrado P. ostreatus lGnicamente sobre maderas de angiosper-
mas, principalmente Fagus y Populus (haya y §lamo respectivamente).

Otros (Cartwright y Findlay, 1958; Nobles, 1965; Guzmin, 1977; Anselmi y

Deandrea, 1978) reportan haber encontrado el hongo sobre maderas de an-
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giospermas y gimnospermas. En general puede decirse que en la natura-
leza P, pstreatus se establece tanto sobre maderas de angiospermas como

de gimnospermas, aunque la actividad en estas Gltimas es menor.

De acuerdo a l1a complementacion con urea y melaza en el aserrfn de pino,
los resultados de este cultivo pueden compararse con los del sustrato de
aserrin de encino complementado con 4.5 g de carbohidratos y 0.75 g de
nitrégeno (sustrato control). Los rendimientos obtenidos en este trabajo
(Figura 29) no apoyan del todo las observaciones anteriores, ya que el
rendimiento total promedio sobre el sustrato de aserrin de pino fue
1igeramente mayor que el del sustrato de aserrfin de encino. Sin embargo,
no se observan diferencias maréadas, por 1o que pueden considerarse rendi~
mientos muy similares. Asf{, la preferencia de P. ostreatus por maderas

de angiospermas queda cuestionable, por 10 menos en 1o que se refiere al
cultivo artificial del hongo. Es muy probable, inclusive, que al comple-
mentar el aserrin de pino 6ptimamente se logren obtener mejores rendimien-
tos que sobre aserrfn de encino, aunque se requiere de nueva experimenta-

cifn que defina esta hipftesis.

Por el momento puede suponerse que al 1levar el cultivo de P, cstreatus a
nivel de laboratorio y piloto, en donde las condiciones de cultivo fueron
controladas y el sustrato fue complementado con base en los requerimientos
nutricionales del hongo, las condiciones para la actividad Qe1 organismo
se igualaron. Esto dio como resultado una producci6n de espordforos muy

similar en ambos sustratos.
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Es interesante también mencionar gque la produccidn aquf obtenida sobre
aserrin de encino es comparable, y en algunos casos superior, a Ta de los
sustratos comerciales que han ofrecido los mayores rendimientos, es decir
paja y desperdicio de algoddn (ver Tabla 1 ). En cuanto al aserrin de pi-
no, en la misma tabla puede observarse que el rendimiento obtenido (45.5%)
por Hashimoto y Takahashi (1974) e Imbernon {1974) fue menor al obtenido
en el presente trabajo (79.6%), a pesar de que este sustrato no fue com-

plementado Gptimamente.

La reduccidn del tiempo total de cosecha en el cultivo comercial de P.
ostneatus implicaria una gran ventaja. &En la Figura 30 puede observar-
se que a pesar de un ligero retardamiento en la aparicién de primordios
en el sustrato de aserrin de pino, el tiempo total en el que aparecieron
los 3 brotes fue en promedio menor que en el sustrato de aserrfn de enci-
no. Asf, tanto por la duracibn como por el rendimiento del cultivo de

P, ostreatus sobre aserrin de pino, se pueden esperar excelentes resulta-
dos en este sustrato, Sin embargo, se requiere de nuevas pruebas con las

que se encuentren las condiciones Gptimas de cultivo.

Las Figuras 31-38 muestran distintos aspectos del cultivo de P. ostreatus

realizado en este trabajo,
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“IGURA 31. Desarrollo vegetativo y fructificacidn de P. ostreatus en tubos
de cultivo de 2.0 x 20.0 cm a Tos 21 dias después de la induc-
cidn.

‘IGURA 32. Desarrollo vegetativo de P. ostreatus sobre aserrin de encino
en cajas de pldstico de 10.0 x 10.0 x 3.0 cm, colocadas en las
condiciones de induccidn,
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FIGURA 33. Formacidn de primordios de P. ostreatus sobre la superficie
del sustrato de aserrin.

FIGURA 34. Basidiocarpo maduro de P. ostreatus a los 17 dias después de
la induccién.
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Morfologia tipica de espor6foros maduros de P. ostreatus de-
sarrollados sobre aserrin de encino (Figura 35, con pie cor-
to) y sobre aserrin de pino (Figura 36, con pie mds largo).



. FIGURAS 37 y 38.

Morfologias de espordforos de P.
y sobre aserrin de pino.

ostrneatus producidos

sobre aserrin de

encino

i



115,

V. CONCLUSIONES.

Los resultados del cultivo de P. ostreatus sobre aserrfn de encino y de
pino obtenidos en el presente trabajo indicaron que ambos materiales com
plementados con urea y melaza fueron sustratos adecuados para la cbten-
cidn de rendimientos superiores a los reportados con sustratos convencio
nales. Asimismo se demostré que la preparacidn del sustrato se 1levé a
cabo con un procedimiento relativamente sencillo. Estas caracterfsticas
aunadas al buen sabor y valor nutritivo del hongo colocan a l1a especie

en un lugar significativo en Ta rama del cultivo comercial de hongos comes
tibles. De la serie de experimentos realizados en este trabajo, se selec
cionaron las condiciones de cultivo, preparaci6n del sustrato, desarrollo
vegetativo y fructificaci6n que contribuyeron a obtener los mejores ren-
dimientos. Esto dTtimo se esquematiza en la Tabla 32. De un lado del
diagrama se exponen las condiciones de cultivo selecionadas a partir de
1a experimentacién del presente proyecto, y del lado opuesto las proposi-

ciones para nuevos experimentos.

A continuacién se mencionan las conclusiones y recomendaciones que se

consideraron importantes dentro de la fase experimental.
1. COMPLEMENTACION CON NITROGENO.

El nitrdgeno ejercid un efecto importante, observable tanto en el desarro

110 vegetativo como en la fructificacidn de P. ostreatus. La concentra-



116.

cidén de 0.5 g de nitrégeno/100 g de aserrin seco, resulté Gptima,

2. COMPLEMENTACION CON CARBOHIDRATOS,

Los carbohidratos ejercieron un efecto importante observable dnicamente
sobre la fructificacion del hongo. El mejor rendimientn se obtuve con
el nivel mds alto experimentado, que fue de 7.5 g de carbohidratos/100 g
de aserrin seco, por 1o cual es recomendable experimentar con mayores

concentraciones de carbohidratos hasta encontrar el nivel 6ptimo de com

plementacibn.

3. HUMEDAD DEL SUSTRATO.

La alta humedad en el sustrato fue necesaria para el desarrollo y fructi-
ficacién normal de P, cstreatus. Se recomienda mantener la humedad en el
sustrato correspondiente a la mdxima capacidad de retencidn de agua del

material bdsico.

4. TRATAMIENTO TERMICO.

Se determing que 1a operacidn de esterilizaci6n es una variable critica
para efecto de competencia y sobrevivencia del micelio. Se recomienda ex
perimentar con menores temperaturas hastanoptimizar un gasto de energfa
en el calentamiento, siendo rigurosos en mantener un rendimiento igual o

mayor a los ya obtenidos.

5. PROPAGACION VEGETATIVA.

£1 perfodo de incubaci6n influy6é en 1a produccién de esporSforos de P.

ostreatus, E1 mejor rendimiento se obtuvo con el perfodo mds corto expe-
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rimentado, que fue de 10 dfas. Es recomendable por tanto probar con

tiempos menores de incubacifn.

6. INDUCCION Y FRUCTIFICACION.

El control de las condiciones ambientales durante la fructificacidn re-
present6 en este trabajo un gasto elevado de energfa por la utilizacién
de la unidad de aire acondicionado y humidificador. Sin embargo, este
equipo es fdcilmente sustituible aprovechando las corrientes de convec-
cibn y evitando el escape de 1a humedad del cobertizo donde se coloquen
los recipientes. La temperatura ambiente y luz natural son condiciones

apropiadas para el desarrollo de P. ostheatus,

7. PRGDUCCION.

En el presente experimento se permitif el desarro}lo de 3 brotes para
la observacién de la eficiencia bioldgica de P. ostreatus. Sin embargo,
en el cultivo comercial 1o conveniente serfa frenar el cultivo en el pri-

mero 0 en el segundo brote, ya que es cuando se obtiene el mayor porcentaje

del rendimiento total.

Estas condiciones en conjunto pueden ser un punto de partida para lograr
la mdxima simplificacién en la metodologfa de produccidn,asf como el me-
jor rendimiento de P. ostreatus sobre desechos forestables de pino y en-

cino.

En este estudio los rendimientos mids altos obtenidos sobre aserrin de en-

cino fueron en promedio de 117.0, 111.0 y 110.0%, mayores a 1os reportados
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en el cultivo comercial del hongo, que oscilan entre 70 y 100%. E) ren-
dimiento mds alto obtenido sobre aserrin de pino fue de 79.6%. Es muy
probable que este rendimiento pueda aumentarse debido a que 1a complemen-
tacifn de dicho sustrato no fue Sptima. Asf, puede concluirse que a par
tir de una tonelada de aserr{n de encino seco es posible producir 1,170.0
Kg en promedio de esporiforos de P. ostreatus. Esto resulta superior a
cualquier expectativa y es un logro importante en la realizaci6n del pre-

sente proyecto.

Se considera que una de las grandes ventajas de este trabajo experimental
es la diversificacion de la produccidn de alimento en una forma accesible
para cooperativas campesinas y adecuada a los recursos locales de las

mismas. Dicha producci6n 1levada a un nivel semiindustrial puede repre-

sentar una fuente de ingresos a la comunidad.

Actualmente se continua experimentando con aserrfn de encino y de pino.
Aunque estos sustratos se consideren como desechos tienen ya diversas
aplicaciones en la industria, por lo que es recomendable experimentar con
otros desechos 1ignocelulésicos subutilizados,como son 1os tocones, cor-
tezas de desmonte, puntas, ramas, hojarasca, etc., que son igualmente

susceptibles de utilizarse para la produccifn de P, osireatus.



4 TABLA 32. PROCEDIMIENTO DEL CULTIVO DE P. ostreatus Y PROPOSICIONES PARA NUEVA EXPERIMENTACION.

WROCEDIMIENTO__—:I WOPOSICIONES:_]

100.0g aserrfn seco

0.6g urea
MATERIAS PRIMAS 9.1g melaza
1.0g CaC0s

} 258.0m1 H;0 - {
10.0g de inSculo de centeno mplear aserrin sin tamizar.
= TAMIZADQ DEL Experimentar con otros desechos
5 ASERRIN forestales.
— 0.5g Nitrégeno |
! [COMPLEMENTACION .
7 DEL SUSTRATO igg gaElaohidratos Mayores concentraciones de carbohidratos.
_.) 7'%9 a :1d Experimentar con complementos que conten-
A 0% Humeda gan nitrdgeno y carbohidratos para susti-
= [ MEZC A tuir la urea y la melaza.
5 - “ENVASADO |
2 TRATAMIENTO Esterilizacion ¢ 121°¢/15 Tratamiento térmicos con menores tempera-
8, TERMICO min ¢ 121°C y dejar enfriar turas.
o J
L Wﬁl 10 g de inéculo de cente-
* no u otros granos ~ .
. Oscuridad Menor duracidn de la jncubacidn.
10 DIAS PROPAGACTO et |
VEGETATIVA 5in ventilacién Simpl ficaci6n del mantenimiento de 1as
10 dfas condiciones ambientales: Ventilacién, hu-
: d Ficacion: medad en el sustrato, humedad relativa,
: C?“ﬁ”"?? g z‘”gﬁm cacion: optimizar tiempo de incubacién + tiempo de
~TNDUCCION éo‘f'g;',}%c n 12 h/dfa produccion para obtener mayor produccién en
. 90-95% HR menor tiempo.
45 DIAS (2 BROTES) Ventilacion
70 DIAS (3 BROTES)
HONGOS
PRODUCCION 92.6 g (2 brotes) ' ,
EUSTRATO | 113.1 g (3 brotes) Probar el sustrato residual como alimento
RESTDUAL para ganado.

‘6Lt
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