La biolo ogia y el cu1t1v0
de Pleurofus spp.

i) UTEHA

NORIEGA EDITORES







La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.






La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

José Ernesto Sanchez Vazquez y Daniel J. Royse

Q &

ECOSUR

EL COLEGIO DE LA FRONTERA SUR



1a edicion, 2001

D.R. © El Colegio de la Frontera Sur
Carretera Panamericana y Periférico Sur s/n
Barrio de Maria Auxiliadora
San Cristobal de Las Casas, Chiapas, México

Impreso en México / Printed in Mexico



CONTENIDO

Lista de COIADOTATONES ......c.cieiiieiiieice bbbttt 14

AN 0 [T T T T=T 1 (0PRSS 15
Capitulo I. Laimportancia del cultivo de Pleurotus spp. Estadisticas mundiales

de produccion, con énfasis €N HiSPaN0@MEIICa ..........cceverereiericrieieeee et ns 17

2o o T ol ed o N SRS 19

PRODUCCION MUNDIAL DE HONGOS COMESTIBLES +..tuuvuveuvressereseressesesseressenessenesseneasensasensssensasensasens 20

PRIMER CULTIVO DE PLEUROTUS SPP. ...vvteuteesiieeitie sttt ettt ettt sttt sbn e sttt snneenneennnaens 21

PRODUCCION DE PLEUROTUS EN HISPANOAMERICA .....vviiiiiiiiesiiesieesiie sttt sttt siee s 21

0 L USSP 21

IMIEXICO .ttt ettt ettt bbb bbb bbbttt et 21

Estados UNidos Y Canada ..........ccceveeeiiineieese et saens 2

OLr0S PAISES HEI ArBA......c.vevvereereeerereee sttt s re st e stesaesaesee e eneeneas 24

PERSPECTIVAS ... ttvteteesteteestestsestesasessesseessesseeseeaseesaeaseessesseesseasaesseassenseensenseenseaneensesseenenssessenssens 25

REFERENCIAS ... .ttettesteestesteeste st este e steaneesteeseestees e ssees e ese e teeneeeaeeneesseeneesseeaesreenbenneenteeneenneeneenns 26

Capitulo I1. Generalidades sobre los hongos, con énfasis en los basidiomicetos ..........c..ccocvevrevrinnn. 27

CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE LOS HONGOS ...vvuveretereseseatesessessssessesessesessesessesessessssessasessssensenes 2

Habitaty funcion en la Naturaleza .............ccoeveieiniesisenese e 29

ReproducCion de l0SNONQOS ........cvevereeeeeee et 30

LLOS BASIDIOMICETOS ..t vveeuteesiveasteestseasteessssasseessaeasseestseasseessseastaessaeasseessaeanbeestseanseesaseantaessenansenns 32

El'micelio de 105 basidiomICELOS ..........coeiiiiiiiieic e A

El septo en el micelio de [0S basidiomiCELOS ..........ccooviiriiiriiine e 37

LOS DASIHIOCAIIOS ...ttt sttt ettt bbb bbbt b e et sbesbe bbb e 39

IS o o L SRR 43

LaS DASIAIOSPOIAS .....veveteiteiesie sttt sttt bbb bbbt b s e bt st e bbb e e 44

Ciclo de vida de hongos COMESEIDIES ...........coiiiiiiiiee e 45

REFERENCIAS ... vttt st sttt ettt ettt ettt e b et e bt et e st b e et e e e b e e bt e e Ra e e st e e s Eb e e nbeesbbeebeennneebeeas 47

Capitulo 1. Crecimiento y fruCtifiCACION ........cccecivieiriiiicecce e 49

[N 12T ] o U oll o) N PSSP 51

COMO CRECEN LOS HONGOS ..vvtuveesreasteessssassesssseassessssesssessssssstesssssansesssssansessssssssesssessnsesssssssesssees 51

FASES DEL CRECIMIENTO .uvvetvtesteesuseasteessseassesssseassessssesssssssssssssssssesssessssesssessssessssessesssesssseessesssnes 7}

Lafase de JatBNCIA ........ccueieiieieece e 54

La fase XPONENCIAL .......co.oiiiiieieiie bbb s 54

LafrUCTIfICACION ....cveiceiciicte e sttt st st e et st resr e e 57

Lafase de deChNACION .........c.ceoiiiiiiiceee ettt st re b e 58

La fase eStaCioNAria Y MUEITE .........ccoiiririeieiere ettt et et sae s 59

FACTORES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO Y LA FRUCTIFICACION. EL cASO DE PLEUROTUS SPP. ...vvveeennne 59

LA TEMPBIALUIA ... .o.eiiieei ettt sttt bttt et b et et e b e se e sbe e e sbeesbenbe e b e 59

o] o TSR PR 59

[ 0 0 =L (O SRRSO 60



La humedad €N el SUDSTIAL0 ........cocviieiiiriiiie ettt s re e 63

La humedad el @IFe .........ccoveirieeiee ettt 64
Eltamafio de PartiCUIa .........cooeieviiereceeee e nne s 64
LAAINEACION ...ttt etttk b bbbt b et bbbttt et 64

LB TUZ ettt bbb r e ere s 64
REFERENCIAS ...ttt etttk sttt b bbb b b sttt et h bttt b e Rttt n b e 66
Capitulo IV, Sistematica del género Pleurotus con énfasis en las especies cultivadas...........c.......... 69
INTRODUCCION ...ttt et an et n e nn e nr e nr e e r s 71
SISTEMATICA TRADICIONAL ..uvtutesteeistesseseaseasessesseasessessessesseseseessesseseaseasessessesnesnennesnessensessensanens 72
(0] (0] Y (o] 44T WSS 72
Estudios de incompatibilidad genEtiCa.........c.ccvevvvvrieririne e 73
SISTEMATICA MOLECULAR ....vtevesete et et seeteseeteseesessesesbesessesesseseaseseaseseesesseseseesessesessesessesessesesses 75
RESUMEN Y PERSPECTIVAS FUTURAS «..vvvtseteseateseeteseesessesessesessesessesessesessesessesessesessessesessesessesessesens 77
REFERENCIAS ...ttt ettt sttt sttt etk b bbb ettt bbbt bt bt Rttt en e e 79
Capitulo V. La conservacion y el uso de los recursos genéticos de Pleurotus Spp. ....c.eevevevreereniennns 83
INTRODUCCION ...ttt b b ettt b bbbt bbb n e e ens 85
INTERES DE LOS RECURSOS GENETICOS EN PLEUROTUS ..vvuviriiinieiiiesisieiesieiesiees e esne s 86
AlIMENtaCiON NUMANA .......coveiiiiieee e 86
AlMeNntacion de ganado ........cccovivvireieese e 86
CONLrOIDIOIOGICO .....vvieeiee e bbbttt e 87
Degradacion de ProTUCTOS ..........cciviveieiiieesiee sttt sttt sttt 87
Potencial para usar 10S SUDSETatos agriCOolas .........c.cviverveerieerieiriee e siee e 87
CONCEPTOS BASICOS SOBRE EL MEJORAMIENTO GENETICO DE PLEUROTUS SPP. ....uvvviiieiiiiiiiiieiessiirieneeens 91
El tipo de incompatibilidad sexual (mating-type) de PleUrotus SPP. ....cccoovveierererenienie e a
(00e] CTool o] g [N o1=T o OSSR 93
Obtencion de NOMOCAIONTES .......oviviiiiiceicie e es A

F N o g Lo T o o] - LTSRS A

A PArtir A ProtOPIASTOS ......veivirtirieieeite ettt ettt sbe s %5

A partir de micelio MO0 .........coiiiiiiiie s 9%

Las diStANCIAS GENETICAS ......cviveriiveriiteieieiiete ittt sttt st re st e sttt sttt ss et et 9%
LLOS CrUZAMIBITOS .....evetetiite sttt ettt bt se ettt ettt be b e nbe b se et e ee e enreneens 98

LA TMULAGENESIS ©..vevveverveveietesietestetesterestesestesestesesbe e ste e sbe e ebe e et s ebe st ete st atesbetesbesesbesesaesensens 100
LLOS BIISAYOS ... ettt sttt ettt ettt eb et eb et e bt b e bt e bt h e e R e E e ekt h e e bt ekt e bt enr e bt e nn e eneeneas 101
RECURSOS GENETICOS DE PLEUROTUS SPP. ..vivveeuireisieesressteessesssseessessssessssssssessssssssssssessssesssesssessens 102
Caracterizacion del germoplasma ..........ccveerieirieirieinee e seens 103
Caracterizacion morfologica y fiSIolOgiCa .......c...evvvveiviiiiiiiiiisesesse e 103
CaracterizaCion ISOBNZIMALICA ...........evvvervrieiieiseise et 104
CaracterizaCion POT RFLP ........cccoiiiiiiiiiieises s 104
CaracterizaCion POr RAPD .......coouiiiiiiiiseise e 106
CaracterizaCiON POT PCR ........ciiiiiiiicesiee et 106

Almacenamiento del germoplasma ..........coeiiieieiiiiee e 109



AGUa deStilada eSEENIl .........c.oiveeieiireees e s 111

SUBCUITIVO ...ttt sttt b e st et e bt e st e eab e beenbesbeeneesbeennes 111
Almacenamiento en aceite MINEral .........cccccovveviiiieiicicce e 111
BaNCOS OB QALOS ......veevieiiciicie ettt sttt e b et e e be e e st e s beeaesbaebbesbesbeennesbeas 112
BanCos de reCUS0OS JENETICOS ......eveveeeeerierieeeeetesesre e steseesee e seesee s eseeee e eseeresnesnesreseeans 112
D111 o N S 113
AAGRADECIMIENTOS ...uvvtetuteeeetreeesssesesssesesasseeaassssessesesassesesssesesnssssssssesesssssesnsesessssesessseeesnsseesnnens 117
REFERENCIAS ©..uvvettesttesteeete e s teesteesteesteesteessbeesteesaee e teesaeeesteesseeenbeesteeenbeenaeesnbeeaseesnbeenbaesnreenreas 118

Capitulo VI. Unarevision de técnicas de mantenimiento de cepas, con énfasis en las

que se adaptan a PIEUIOTUS SPP. «.vviveeeeeiieierieesie sttt te st e et n e e e srene s nes 125
[ 2o o ot od o NSO 127
LA OBTENCION DE LOS CULTIVOS ..uvvevtieiesssreesiresnseessesssseessesssseessessssessssssnsessssssssesssesssessesssesssns 127

L@ T 1110 X (=1 I (-] 1o o J RSSO 127
Cultivos MUt Y MONOSPOIICOS .....vevvereerieriereeseereeresesreseesestesee e seessessesaeseessessesesssesessessessens 128
Descripcion de la técnica para obtener cultivos de eSporas .........c.ccevveerverveeeeeieeesnnnns 128
FUBNTES A CUITIVOS ..e.vviviieiecie ettt ettt sbe e 129
Pruebas de validacion de CUITIVOS .........cccoviiiiiiie i 129
TECNOLOGIA DE MANTENIMIENTO 1.vveuveeseeseesersseeeeeseesseessesssessessesssessessssssesssesssssseessesseessesssensennes 129
TransferenCia de @gar @ AGAT ........c.covurvrerirrereerieriereeesesresestesseseeeeesesreseeseesresseseeseeneasens 129
Tasa de CrECIMIBNTO ....viuiieeiieie et 132
Almacenamiento en Papel filro ..o 134
ESPOTAUA -ttt bbb ettt bbbt e b et neens 134
AGUA AESTIlAAA BSTETIT ......oeviiceiicieice s 134
Almacenamiento con Nitrageno liQUIO ...........ccvveiieiiiiiesesee s 135
Sectorizacion y otras anormMalidades ...........coivievieriierieeriee e 136

EL MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS 11vtutvtesteessreassesssssssseessssassessssssssesssssassesssssssesssssssessssssssesssns 136
L8S PIECAUCIONES ...ttt sttt ettt be sttt b et se e et e et e bt e b e besbeebe st sbe b e be e enraneas 136
BIPEISONAL ...ttt bbb e b b ettt et r e 137
REFERENCIAS ...ttt sttt ettt et sttt ettt e st et e e b e e st e e e ba e e st e e bb e e ab e e be e e st e e nbeenn b e e baennbaete s 139

Capitulo VII. Preparacion de 1a Semilla...........oeovieiiiiniieieieess e 141
INTRODUCCION L.ttt sttt ettt ettt e b e et e e b e e st e e s be e e ab e et b e et e e nbe e e nbaenneeenbe s 143
SUBSTRATOS PARA LA SEMILLA 11uvvettiesteessressteessseassesssseassessssessssssssssssssssssassesssssansessssssnsessssssssenns 143
RECIPIENTES PARA LA SEMILLA «11vtiuveetreisteesteeasteessesssseesssssssessssssssesssessssesnsessssssssssssssnsesssnssssesssens 144
PREPARACION DE LA SEMILLA MADRE .11t uvveesteesiressseessssssseessesssseesssssssesssssansesssssassssssssssesssssssesssns 145

PreparaCion del Qran0 ..........ccuoveiviueiieieieie ettt sb ettt eas 145
ESEEMIIZACION .....veveveiictecte et bbbttt e bttt e et 146
Inoculacion con CUtiVO MICEHIAL...........ccouciriiiriricc s 146
Inoculacion con iNOCUIO HQUILOD ......cvcveiiiieiiciec s 151
INCUDBCION ..ttt ettt bbbttt ettt s 152
PREPARACION DE LA SEMILLA SECUNDARIA EN GRANO (PARA SIEMBRA) ....c.viverereeeeeeseesessesnessessenns 152

Preparacion de lasemilla de @Serrin ..........ccvoeiieiiiiiiieisese s 152



Preparacion del SUDSLrato de aSEITIN ......vcvcvvieierere e 153

Inoculacién de la semilla de aserrin con grano Primario ...........ccocveeeveriereneseseeseereeresineneas 153
INCUDACION ...ttt e e e enaeresneaneas 153
ALMACENAMIENTO DE LA SEMILLA ... .vveeestteeesutesesseeeasssessssesesssssesssssssssssssssesessssesnsessssssesesssseesns 154
Calidad de SEMIIIA ........cviericeee e e 154
PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD POR MANEJO DE
SEMILLA POR PRODUCTORES Y CULTIVADORES ...vveetuvveesstreeesseesesssesesssseessssssessesessssessnssssssnsesesssenennns 155
REFERENCIAS
Capitulo VIII. La preparacion del SUDSTIAL0 ........cccoveiiiriieeisnieres e seenennens
[N =) T o ol o NSRS 159
MATERIAS PRIMAS: ALGUNAS FUENTES DE APROVISIONAMIENTO, COMPOSICION QUIMICA
Y CRITERIOS DE SELECCION Y EVALUACION ... uviiveeteireeitesttesteestesseessesseesessesssessasssesssessesssessesssessesnns 160
RECORRIDO HISTORICO POR LA UTILIZACION EXPERIMENTAL DE SUBPRODUCTOS LIGNOCELULOSICOS. .........
ALGUNAS FORMULACIONES USUALES ...vveveetveiteeresseeisesssessesssesseessessesssssessssssssssessssssessssssesssessesnns 166
METODOS USADOS EN LA PREPARACION DEL SUSTRATO ...vvveiurrreessereessreeessneesnssnessssnsesssnsesnnnesssnees 167
Operaciones preliminares de tipo general ...........ccocvoovvviieieninie e 170
Pellets de Paja.......ccccvevvvnernrienerenereenans . 172
Esterilizacion y semiesterilizacion térmica.... . 172
Tratamiento con agua caliente. Cocidoy lavado de paja .........ccccevervvvrereniereresiesecre e, 173
e (10 7. (o1 ] o USSR 174
Fermentacion @BIODIA ..........ccvivuiiiiiie ettt 175
ESterilizacion QUIMICA ..........ecviveiiieiiieiesieie ettt et se st ene e 176
Fermentacion en el medio NATUIAl .........c.cccveviiiiiiiiecece e 177
Fermentacion anaerobia 0 BN IO ......cvcveiiiiiii e 179
REFERENCIAS ... ettt ettt e ettt ettt e ettt e ettt e e et e e e et e e e ette e e sabeeeaabeeeaataeeaaseeeasbeeeaasseesnbeeesnteeesseeeesabeens 184
Capitulo IX. El CUltivo de PIBUIOUS SPP. ..cveveveieierieiesieesieesieie st e see et ssesesnans 187
INTRODUGCION ...ttt e et ettt e et e e et e e e st e e e et e e e aee e e sabeeeabeeeesbeeesabeeesnbeeeesaeeesabeeesnreeann 189
LA PASTEURIZACION ...eeiutiiieitteee ittt eetteeeeteeeestteeesateeessbeeesatbeseassseesabeeesstaeessesessabeeeastseesaseeesaseeann 189
La pasteurizacion con agua CalIENTE .........vceivriiiinieiiie e 190
La pasteurizaCion POF VADOT .........cceivererieesieesieresseassesessessssessssessesessesessesessasessesessesessessssens 191
B COMPOSTEO ...ttt ettt b e b e bbb bbbt eneenis 191
EL RECIPIENTE PARA EL SUBSTRATO ..veeeutteeeureeestteeesssseessseeesassesaassesssssesssssssesssssssssssssassesesssssesssens 192
LA SIEMBRA ... ttie e ittt e ettt e e ette e e et e e e e bt e e e etee e e etbeeeeateeesabeeeaabbeeeaseeeesabeeeanbeeeabeeeeaabeeeanbeeeereeeearaeaan
LASEBMIIIA ...ttt et b e s b e e be e e e ebe e b e
La tasa de inoculacion
El lugar para sembrar ........
LA INCUBACION ..eiitieeetie e e ettee e ettt e e ettt e e ette e s etbe e e eateeesabeeesabbeeeasseeessbeeesstaeeanbesessabeeeasteeesaseeesaseeean
CUIDADOS DURANTE LA SIEMBRA Y LA INCUBACION .....viiiiviieiitieeesiteeesteeesteeessseeessssessssnesssnseeesnnes 196
LA FRUCTIFICACION ..veeeitiiieitiee e ittt eeteeeeetteeeetteeaaateeesabeeesabeeeeassseessbeaeanbeeessesesssbeeeasteeesaseeesaseeann 197
La fructificacion bajo condiciones CONtroladas ..............cevveerieerieienisienisieseiesee e 197

LA TEMPEIALUIA .....ouvieiietieieeete ettt bbbttt b et sae b e se e sbe e e sbeanne s 197



Lahumedad relatiVa .........cccveiiiieiiee sttt sr s s rs 197

T TSP 198

=Y 1 ] o o o USRS 198

0 2 201
Fructificacion alaintemMpPErie ........cccovevverieieiece e 201

LA COSECHA 1.utieitieitee ittt ete e s e e te e st e s te e te e st e e s teesab e e beesae e e st e e saeeeabeesteeenbeeaneeasbeenaeeanbeenbaesnreenteen 202
REFERENCIAS 1..vviittteiteesteesteesteesteestteesteestbeestaesaseesbeesaeeesbeesteeanteesteeaneeesaeeaseeeseesseeeteesneeeteeaneeensees 203
Capitulo X. Plagas y enfermedades del género PIEUrOtUS SPP. «...veovervrierieererieeeeseeeeseseee s 205
[N a7 o U oled o NSRS 207
Y I XSRS 208
D] (=] 0TRSO 208
o= o [0S 208
0] T SRS 209
LT To (0 33T 1SS 210
10001211 1 o] [0S 211
AACAIOS ..ottt 211
LAS ENFERMEDADES ...1veeuveetreisteesseessseessesassesssssansesssssssesssesssssesssssssesssssansessssesssesssssassesssessnsesssns 212
HONQOS ...ttt este st e be e s et e es e teentenne e e e aneeeenreennenneen 212
TeladE Arafia .....cveveeeeieecec e 212

0] L= =T RSP 213
HONQOS VEITES ...ttt bbb ettt 213

Otros hoNQGOS COMPELIAONES .........ueeuerieiierieiee et bbbt 216

ST (o1 (=Y P PSR PURRT RO 216
ManChaamarilla ............coooiviiiiiie et 216
MANCRA PAITA ...ttt 217

(@] 1 =1 02163 (=] (01 OO R PP ORRRTRPO 218

WATUS ..ottt ettt ettt e e b et e e s b e et e e sbe e e ateebe e stbeebeesbeeeabeeebeeeabeeebeesabeesbbeeabeebeeenreenbee s 218
AANOMALIA NO PARASITARIAS ...eceuvveieitreeestteeesitseesaseeesastesaasseesassssssssessassssessssssssseeesssessesssssssssees 219
FATA AE TUZ ..o ettt s te e sbe e sab e e ebe e stbe s ebeesaee e e 219
EXCES0 8 CO, vttt s 220
Efectos de gasesy PlagUICIdas ........cccoureierieiieinere et 220
Otras alteraCiones NO PArASITAIIAS .......c..ceververuerierie ettt bbb e e 220
IMEDIDAS GENERALES DE HIGIENE ... vveeeeuteeesteeesiureesasseeesssesesssesaassesesnsesessssessasssssssssssssesesnsessansens 220
REFERENCIAS ... tttee ittt e ettt e e ettt e e sttt e et e e e te e e e e bt e e e eateeesabeeeaabeeesateeeesseaeasbeeeaaseeesnbeeessbesensseeessbeeas 222

Capitulo XI. Los criterios para el disefio y la distribucion

de una planta productora de PIEUFOTUS SPP. ....veverveieeeieieiiniesie e sie e see et sre e sbe e seeneas 225
AANTECEDENTES ..vvteeiutteeeitseeeiuueeeasseeaassessassesaasssessasssssassesaasssessassssssssesssssssssnssssssssessssseesnseesssnees 227
MERCADO: CAPACIDAD Y UBICACION .....uviieiuteeesitreeeatteeessteeeseteessassesesasesessseeesassssssssesssssesesnsesssnsens 227

V=T o7 o o TR PSSR PP PRSPPSO 227
Capacidad de ProUCCION ........vceiiieirieeisee sttt b e ss e seetesesseeanes 228

L0 o] To7= (o1 (o] o KRR TR 228



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

DISTRIBUCION DE PLANTA ....ttattetiatetessessestessessessessessessesseseeseasessesbeabeabenbeaneanesbesne s ennene e eneaseasis 229
EHADOTALONIO ... s 229
Lacentral para la preparacion del SUSTIAto ...........ccoveveeiiesinin e s 232
LA 5818 08 CUITIVO ..o 233

REFERENCIAS ...ttt ettt sttt et h bt ettt b e bbb bbb nn e e et eneens 236

Capitulo XII. Factores que afectan la vida de anaquel de los hongos comestibles frescos ............ 237

INTRODUCCION ...ttt sttt ettt b bbbt b bbbt e et e bt e st e bt b e b anenrs 239

COLOR DE LOS HONGOS .....vtuteveasestessesenseseessasseseeseaseasessessesseasesseanesnessessesessessessesseseaseanensessesnens 239
Evaluacion del CONSUMITOT ... 239
Mecanismo de ODSCUIECTMIENTO .........cvvrrireriirrreee s 240

PERDIDA DE AGUA ..ttt ettt sttt sttt et b bbbt bbb ettt et bt bbb e 241

IMADURACION ...tttk bbbt b bt bbb bbb et e et e bt een e enenns 242
IMIBCANISIMIO ... n ettt n s 242
Evaluacion del CONSUMITOT ..........ccvovriireiieec e 244

METODOS PARA PROLONGAR LA VIDA DE ANAQUEL DE LOS HONGOS FRESCOS ...v.vvvervrrereresrasesenennanns 244
Tratamientos antes de 12 COSECNA ..........ccvvirrreeireceee e 244
Tratamientos POSCOSECNA ... ...vevvereieesersesiesiese e sttt e e e e e stesresresre e e seesesneseeneenens 245

Almacenamiento abaja tempPeratura ..........cceiveiversierieniesese e 245
SECAUD ...t 246
IPTAGIBCION ... 246
V72 To (o USSR USRS 247
Cortado del ESEIPITE ....o.veviieeiieiic e 248
Empaques con atmosfera controladay modificada ..........ccoovveeieniieienineienenseiessece s 248
Concentracion gaseosay vVida de aNaqUEL ..........ccccveeirieierieeresieiesiseie s 249
Riesgos potenCialeS de EAM ...........oi it s 250
Empaques con humedad modificada ..........cocoeiierininiini s 251
Formas para reducir la humedad en el empague .........ccooeiriiiiiniineeee e 251
REFERENCIAS ...ttt ettt sttt ekt h et b et he et be e bt he e sb e e he e nb e e b e e nbeeb e et e een e e 253
Capitulo XI11. Aspectos ambientales en el cultivo de NONGOS .........ccccverireienineienneieee s 259

INTRODUCCION ...tttk b et b et b etttk e btk e b e e b e bt e b b et e e bt e bt emneebeennenneeneas 261

SUBSTRATOS PARA LA PRODUCCION DE PLEUROTUS SPP. ...cuveveiieeneesieeiesieestesieestesseestesnneseeenseseeaneas 261
Criterios analiticos para seleccionar el SUBSTIAto ...........ccovviviririiieiiseeses s 261
Reciclamiento de los desechos organicos a través de la produccién de Pleurotus ................ 262

CONSIDERACIONES AMBIENTALES DURANTE LA PRODUCCION DE HONGOS ...c.vvsveesveaseesteaneeseeaneeseeanees 262
Coleccion del substrato, transporte, almacenamiento Y ProCESO ........ccovevrverrveerrervrerenrens 262
Dario posible al ambiente por la produccion de hongos comestibles.........c.ccovrvivrereieenen, 264
Dafio potencial a los trabajadores por alergias @ €SPOras ..........ccoererereerieresiereeeeeseseseenees 265

UsO DEL SUBSTRATO DEGRADADO POR LOS HONGOS (SDH) ...cuiiviiiiiiiiiiieeee e 266
Uso de SDH de especies de Pleurotus como alimeto para rumiantes ............ccocceeveveeniencns 266
Potencial de especies del género Pleurotus en la biodegradacion de
CONtaMINANTES AMDIENTAIES .......ccveieiieiieeee e 268

12



La importancia del cultivo de Pleurotus spp. Estadisticas mundiales de produccién con énfasis en Hispanoamérica

USOS A0ICIONAIES ......veveeveitieite ettt ettt sttt be e e b e erbesbeeabesbeenbesbeenbesbeetesbeeseens 268
ODbSEIVACIONES FINAIES ... .cviceiecte ettt be e s be e sresbeesresreens 269
REFERENCIAS ©...vtette sttt e steeste e s teesteesteesteeste e st e e s teesaee e teesaeeesteesseeenbeeseeeenseesneeasbeenaeesnbeentaesnreenreas 271
Capitulo XIV. Aspectos econémicos de la produccidn de Pleurotus Spp. ......ccoceeververvrereserereeneans 273
[N a1 7] o U oled o NS 275
ECONOMIA DE LA PRODUCCION DE SEMILLA ...vveetteeesuereessseeessreesssseessssssessseesssssessssesessssesssesesnseees 275
Capital ABINVEISION ......c.oeveeieece et raeneans 276
(@01 (o0 (= o] o]0 0 oToxTo o NS 276
(00T (0] (0] - SO PRORRPROR 276
EQresoS / FECUPEIACION ......cueiveieeiierieiesie st eteie e ettt sttt st e e e enaeseaneeneerenreans 276
ANALISIS ECONOIMICO ....viveiveiireiee ittt sttt besre et e sbe e ebesaeesbesteesbesaeesbeeseesbeesaesbeesbesreens 277
EfiCIENCIAECONGMICA .....ciiii ettt re e ebe e 277
EFICIENCIA EN EL COSTO DE PRODUCCION DE HONGOS ..vvcvveveereesiereessesseessesseensessesssessesssessesssesenss 278
INVEISION, COSTOS Y FELOMNO .....vvveveciesie et sie ettt sttt e e enaeresneaneas 278
Plantas del surde la INdia ........ccoovieviiiiieiiiceccce et 279
Plantas de NABARD (India). ESPeCIifiCaCiones ........cccccvveivrereiiereiesenieeseeseseesieesrenens 280
Plantas EN NEH INQI@ ........ccvoiiiiiiiiiceee ettt ebe v 282
Plantas basadas en la pulpa de café en MEXICO .........cccvccvrvreeiiriirciecnre e 282
Pequefias plantas de FIlIPINGS .........cccooererieieieiie e 283
Plantas de Hiratake en el JAPON ..........ccceieiiieiiicisese e ene 283
ECONOMIAS DEL MANEIO POSCOSECHA ...viieuuveeeitteeeatreesseeesattesasssesssssessssssesssssssssssessassesesssssesssenes 284
INVEISION Y COSEOS .vvvvivitisiiesieieie ettt ettt bbbt st bt nnns 284
MEICAO FIESCO ..vveeieree ittt ettt ettt ettt ettt s bbb e e sbe e e be e sbeeebe e sbaeenbeesbeesbeesaneenras 284

(00 00T AV Tot (o) o [OOSR 285
BV o] =T 1o =L (o OO UTUTTORSRURPRRIN 286
ECONOMIA DE MERCADO .....viiitiieeiuieeeetteesitteesstteeesateeesabeeesateeaaasseeesabesesbeeesasessesssesessbeeesseesenens 287
Co05t0 a NIVEl del PrOAUCTOL .......c.ocuiiiiiicie e 287
Costo al NIVELINTEMMEAIAIIO .....cccveeiriiiiriecie ettt et be e sre e s beeereeeabe e 287
Limitaciones del MErCAAO ........cveoveiiieiiie ettt ebe e 288
REFERENCIAS ... tttte ittt e ettt e ettt e e sttt e et e e e te e e e ebt e e e eateeeeabeeeaateeesateeeeseeaeasbeeesasseesnbeeesnsbesesnneessreens 290

13



LISTA DE COLABORADORES

ANANTHESWARAN, R.C.

116 B Borland Laboratory
Department of Food Science
Pennsylvania State University
University Park, PA, 16802, EUA
Tel: (814) 863-6132

E-mail: rca3@psu.edu

Bois, FREDERIC

Laboratorio de Genética Molecular e Hibridacion de
Hongos Comestibles

CRA de Bordeaux, BP 81

33883 Villenave d'Ornon Cedex, France

Cawvo-Bapo, Leo A.

Horticulture Research International

Plant Pathology and Microbiology Department
Mushroom Genetics Group

Wellesbourne, Warwickshire, CV35 9EF, England
E-mail: Leonides.Calvo-Bado@hri.ac.uk

Danal, OFer

Galilee Technical Center MIGALS80,
South Industrial Zone, Kiryat shmona
PO. Box 90000 Rosh-Pina, 12 100, Israel
Tel: 972-6-953511

GEA, FrRANCISCO

Centro de Investigacion y Experimentacion y Servi-
cios del Champifién (CIES)

Ap. no. 8, 16220, Quintanar del Rey, Cuenca, Espafia
Tel: 967-496240

E-mail: gena.cies@citelan.es

HUEerRTA-PALACIOS, GRACIELA

Departamento de Biotecnologia Ambiental
El Colegio de la Frontera Sur

A.P. 36, Tapachula, Chiapas, 30700, México
Tel: (52) (962)6281103y 04

E-mail: ghuerta@tap-ecosur.edu.mx

LABARERE, JACQUES

Laboratorio de Genética Molecular e Hibridacion de
Hongos Comestibles,

CRA de Bordeaux, BP 81

33883, Villenave d'Ornon Cedex, France

E-mail: labarere@bordeaux.inra.fr

Levanon, DaN
Galilee Technical Center MIGALS80,
South Industrial Zone, Kiryat shmona

PO. Box 90000 Rosh-Pina, 12 100, Israel
Tel: 972-6-953511

Mugz ORroRrBIA, MicueL ANGEL
Larrabide, 9 30 1, 31003, Pamplona (Navarra), Espafia

ParDO, Jose

Centro de Investigacion y Experimentacion y Servi-
cios del Champifién (CIES)

Ap. no. 8, 16220, Quintanar del Rey, Cuenca, Espafia
Tel: 967-496240

e-mail: pardo.cies@citelan.es

Quimio, TRICITA

Department of Plant Pathology,

College of Agriculture

University of the Philippines at Los Banos
College Laguna, Filipinas

e-mail: thqg@laguna.net

Roy, S.

Department of Food Science

The Pennsylvania State University
University Park, PA 16802

EUA

Rovse, DANIEL J.

Department of Plant Pathology,
316 Buckhout Laboratory
Pennsylvania State University
University Park, PA 16802 EUA
Tel: (814) 863-7217

e-mail: djrd@psu.edu

SANCHEZ-VVAZQUEZ, JosE E.

Departamento de Biotecnologia Ambiental
El Colegio de la Frontera Sur

A.P. 36, Tapachula, Chiapas, 30700, México
Tel: (52) (962) 6281103y 04

E-mail: esanchez@tap-ecosur.edu.mx

VERMA, R.N.

National Centre for Mushroom Research and Training,
Chambaghat, Solan 173 213, India

Tel: (91) 1792 30451

E-mail: ncmrt@x400.nic.nicgw.nic.in

WILKINSON, VA

Department of Plant Pathology,
117 Buckhout Laboratory
Pennsylvania State University
University Park, PA 16802 EUA
Tel: (814) 863-7217

E-mail: vxw2@psu.edu



Agradecimientos

Tenemos a bien agradecer al Dr. Joaquin Cifuentes Blanco, Curador del Herbario
Micoldgico de la Facultad de Ciencias de la UNAM vy al Dr. Gerardo Mata Montes de
Oca, Jefe del Departamento Hongos del Instituto de Ecologia, AC, por sus criticas y
sugerencias al contenido de esta obra. Asi mismo, quisiéramos agradecer al Dr. Manuel
Ospina Giraldo, al Dr. Francisco Infante Martinez, a la M. C. Guadalupe Nieto Lopez ,
a la QFB Consuelo Nieto Lopez y a la C.P Maria del Carmen Castillo Ojeda, por la
lectura de toda la obra y sus importantes contribuciones para mejorar la redaccion.
Ademas, deseamos hacer patente nuestro agradecimiento a la Srita. Sofia Carballo, Jefa
del Departamento de Difusion de Ecosur, por su apoyo constante en la revision, el for-
mato y el trdmite final para la impresion de este libro. Finalmente, hacemos un recono-
cimiento al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (ConAcyT) y al Sistema de In-
vestigacion Benito Juarez (Sises), porque a través de los apoyos a los proyectos de inves-
tigacion 3015-N9411, 96 MT-01, 97-05013 y 00-34199B desarrollados en Ecosur, sobre la
biologia y el cultivo de especies de Pleurotus, contribuyeron de manera indirecta a la
realizacion de este libro.

José E. Sanchez y Daniel J. Royse






| La importancia del cultivo de Pleurotus spp.
Estadisticas mundiales de produccion, con énfasis
en Hispanoamérica.

Daniel J. Royse y José E. Sanchez Vazquez

CONTENIDO

INTRODUCCION 19

PRODUCCION MUNDIAL DE HONGOS COMESTIBLES 20

PRIMER cULTIVO DE PLEUROTUS SPP. 21

ProbuccioN DE PLEUROTUS EN HISPANOAMERICA 21
Espafia 21
México 21
Estados Unidos y Canada 22
Otros paises del area 24

PERsPECTIVAS 25

REFERENCIAS 26






La importancia del cultivo de Pleurotus spp. Estadisticas mundiales de produccién con énfasis en Hispanoamérica

INTRODUCCION

El cultivo de hongos comestibles es una actividad que se ha desarrollado desde hace
maés de 200 afios en Europa con el cultivo del champifibn Agaricus bisporus y en Asia con
el cultivo de especies como Lentinula edodes y Auricularia spp. Esta tecnologia llegé al
nuevo mundo hacia finales del siglo 19 y la primera mitad del siglo 20 de una manera
muy discreta. No fue sino hacia la segunda mitad de este siglo, gracias al mejoramiento
de las técnicas existentes, que esta industria se hizo presente de una manera importante
en varios paises de América. Después de los afios setenta, debido a la necesidad de
desarrollar fuentes no convencionales de alimentos y de optimizar los recursos disponi-
bles, asi como gracias al aprovechamiento de técnicas para el cultivo comercial de otras
especies, se dio de manera creciente el interés por cultivar este tipo de hongos. Tal
interés encontré un eco importante con el florecimiento a nivel mundial de una cultura
ecoldgica avida de tecnologias “ambientalmente seguras” y el avance de la agricultura
organica. Ante esta situacién, poco a poco se va conformando una conciencia naturalis-
ta mundial en la cual el cultivo de hongos encaja perfectamente bien.

El cultivo de Pleurotus spp. pertenece al siglo 20. A pesar de ser relativamente reciente,
ha tenido un desarrollo muy rapido, de tal manera que en la actualidad se cultiva en
casi todas las latitudes del mundo. Su caso merece una atencién especial: mas que
cualquier otro de los géneros cultivados hasta ahora, debido a la diversidad de substratos
sobre los que es capaz de crecer, permite apreciar de manera directa el impacto benéfico
de cultivar hongos para el aprovechamiento de desechos agropecuarios.

A pesar de haber sido cultivado comercialmente por menos de 30 afios, Pleurotus spp. se
ha destacado por una rapida aceptacion en el mercado y un crecimiento igualmente
rapido de la agroindustria relacionada. Actualmente, el cultivo de este género disputa
con L. edodes el segundo lugar en produccion mundial, solo después de A. bisporus
(tabla 1). Este hecho no tiene precedentes en el cultivo de hongos y no resulta facil
encontrar otro ejemplo similar entre los productos alimenticios naturalmente cultiva-
dos. La razon de este crecimiento es que las especies de este género tienen una calidad
organoléptica excelente, crecen sobre una gran diversidad de substratos en un amplio
rango de temperaturas, son faciles de cultivar, ademéas de que para la instauracion de
naves para su cultivo se precisa poco capital inicial. En efecto, el hecho de que para la
preparacion del substrato no se requiera un proceso de composteo complejo y prolonga-
do, ni de la aplicacion de tierra de cobertura al final del crecimiento micelial como lo
demanda el champifién, o que tampoco necesite una fase de oscurecimiento ni de in-
mersion en agua como en el caso del shiitake, hacen que su cultivo sea tal vez el més
sencillo de todos los macromicetos conocidos.

Por otra parte, el potencial que tiene este hongo en procesos de bioremediacion,

aunque poco conocido, parece muy prometedor. Esto lo convierte en un hongo aun
mas interesante y digno de ser estudiado. Todas estas circunstancias hacen pensar
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que el avance y el desarrollo tecnoldgico actual para esta especie es significativo y
gue importantes mejoras son esperables en el tercer milenio que ahora empieza.

ProbuccioN MunbiAL DE HoNgos COMESTIBLES

La produccion mundial de hongos comestibles se ha incrementado méas de 14 veces en
30 afios, desde 350 mil ton en 1965 hasta cerca de 4'909,000 ton en 1994. La mayor parte
de este incremento ocurrié durante los altimos 15 afios, en los cuales también se observo
un considerable cambio en los géneros cultivados. En 1979, la produccion del champi-
fién comun A. bisporus (= A. brunnescens Peck) representaba mas del 70% de la oferta
mundial. En 1994, solamente el 38% de dicha produccion correspondia a A. bisporus
(tabla 1). La Republica Popular China es el mayor productor de hongos comestibles con
2'640,900 ton o sea el 54% del total. En 1994, China produjo 654,000 ton de Pleurotus
spp. lo que represento el 82% del total mundial (tabla 2). La mayor parte de la produc-
cion china es consumida localmente ya sea en forma fresca o seca.

De todos los paises hispanoparlantes, Espafia es el mayor productor de Pleurotus spp.
(tabla 3). En 1998 este pais produjo aproximadamente 11,640 ton (alrededor del 1.5%
del total mundial), lo que representd cerca de tres veces la produccion total de todas
las demas naciones americanas, incluyendo Estados Unidos, Canada, México y Brasil.
Los incrementos de la produccion de Pleurotus spp. en Espafia han alcanzado un prome-
dio de 6.2% anual desde 1966 (Pardo, 1999).

Tabla 1. Produccién mundial de hongos comestibles cultivados en 1986 y 1994. Peso fresco

Nombre 1986 1994 Incremento
1000 ton % 1000 ton % (%)
Agaricus bisporus 1,215 55.8 1,846 37.6 51.9
Lentinula edodes 320 14.7 826 16.8 158.1
Pleurotus spp. 169 7.8 797 16.3 371.6
Auricularia spp. 119 5.5 420 8.5 301.0
\olvariella volvacea 178 8.2 299 6.1 68.0
Flammulina velutipes 100 4.6 230 4.7 130.0
Tremella fuciformis 40 1.8 156 3.2 290.0
Hypsizygus marmoreus — — 55 11 —
Pholiota nameko 25 1.1 27 0.6 8.0
Grifola frondosa — — 14 0.3 —
Otros 10 0.5 239 4.8 2,290.0
Total 2,176 100.0 4,909 100.0 125.6

Fuente: Chang (1996)
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PRIMER cuULTIVO DE PLEUROTUS SPP.

La produccion comercial de Pleurotus spp. es una actividad relativamente reciente. Falck
(1917) fue el primero en reportar el cultivo de este hongo en tocones y en troncos en
Europa, en los inicios del siglo XX. Més tarde, Etter (1929) produjo cuerpos fructiferos en
cultivo. Block, Tsao y Han (1958, 1959) fueron los primeros en escribir un reporte detalla-
do sobre el cultivo de P ostreatus en Estados Unidos, mientras que la primera explotacion
comercial de este hongo fue establecida en Europa, hasta la mitad de los afios setenta.

Una de las razones del incremento en la popularidad de las especies de Pleurotus spp. es
la habilidad de este hongo para crecer en una amplia variedad de materias primas
agricolas. En el Trdpico, el hongo ostra, o setas, como se le llama también en México,
puede ser producido sobre una mezcla de aserrin y salvado de arroz, salvado y rastrojo de
arroz, aserrin y hojas de guaje Leucaena spp. y otras combinaciones de materiales tropi-
cales como olote de maiz, cascara de semilla y ramas de algoddn, bagazo y hojas de cafia,
tallos y hojas de maiz, pastos, cascara de arroz, lirio acudtico, entre otros (Quimio, 1986,
Quimio et al., 1990). Muchos otros substratos pueden ser utilizados, dependiendo de su
disponibilidad en cada region.

ProbuccioN be PLEUROTUS sPp. EN HISPANOAMERICA

Espafa

Espafia cuenta con una infraestructura importante para la produccion de hongos co-
mestibles, que le permite aportar el 22% de la produccion europea de Pleurotus spp. y
que le sitia como el segundo productor europeo de este hongo después de Italia (tabla
3). La produccion comercial de las especies de este género en Espafia empez6 en la
mitad de los afios ochenta, con incrementos mayores durante los afios noventa (Pardo
1999). Existen dos &reas de produccion: la region de La Rioja-Navarra y la region de
Castilla-La Mancha. En ambas zonas, Pleurotus spp. se siembra sobre rastrojo de trigo
picado y se incuba en bolsas de pléstico negro. En La Rioja-Navarra, cada bolsa contie-
ne aproximadamente 18 kg (70-75 % de humedad), de donde se obtiene en promedio
una produccién de 2.7 kg por bolsa y una eficiencia biolégica (EB) de alrededor del
15% (basado en el peso humedo del substrato). En Castilla-La Mancha, cada bolsa
contiene alrededor de 22 kg (70-75% de humedad), y con la misma EB rinde una pro-
duccién aproximada de 3.5 kg por bolsa. En 1998, los cultivadores sembraron aproxima-
damente 1.4 millones de bolsas de substrato en la region de La Rioja-Navarra, mientras
gue en Castilla-La Mancha los cultivadores sembraron cerca de 2.4 millones de bolsas,
con estas cantidades Espafia produjo 11,640 ton de Pleurotus spp. en ese afio.

México
El cultivo de P ostreatus inicid en 1974 en la poblacion de Cuajimalpa (Martinez-Carrera
et al.,, 1991). Actualmente, debido a diversas investigaciones y adaptaciones tecnoldgicas
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desarrolladas, el interés por cultivarlo se ha difundido en todos los &mbitos del pais. Esto
ha dado lugar a un innumerable grupo de pequefias iniciativas de produccidn a baja
escala, aun de economia familiar, las cuales comercializan el producto en fresco. Segun
Martinez-Carrera (1997), con este cultivo se observan dos tipos de tecnologias: una de
tipo industrial que requiere de un composteo aerobio con pasteurizacion por vapor en
tdnel; y otra mas rastica, que se utiliza en pequefias plantas de tipo familiar. Esta Gltima,
de produccién limitada y no contabilizada en la economia regional, emplea la inmersion
del substrato en agua alcalina fria 0 en agua caliente para la eliminacién de la microbiota
concurrente. La mayoria de las empresas que usan esta tecnologia enfrentan muchas
dificultades tanto técnicas como financieras en su operacion. Los substratos utilizados en
este pais suelen variar, aunque los mas frecuentes son el olote, el tamo y el rastrojo de
maiz, las pajas, y la pulpa de café, entre otras. La eleccion depende de la disponibilidad.
Las cepas utilizadas son principalmente de la especie P ostreatus, las cuales pueden ser de
origen nacional o extranjero. Entre los problemas de cultivo méas frecuentes, estan los
dafios causados por los deuteromicetos Trichoderma, Monilia y Penicillium en la fase de
produccion de semilla y de incubacion del substrato, y por Coprinus spp. y Poronia durante
la fructificacién (Guzman et al., 1993; Lopez et al., 1996; Leal-Lara, 1998).

Tabla 2. Produccion estimada (peso fresco) de Pleurotus spp. durante 1994,

Pais Produccion %
1,000 ton

China 654.0 82.0
Coreadel Sur 57.9 7.3
Japén 20.8 2.6
Tailandia 15.0 1.9
Taiwan 4.6 0.6
Indonesia 1.0 0.1
E.UA 0.9 0.1
Otros 43.2 5.4
Total 797.4 100.0

Fuente: Chang (1996)

Durante el periodo 1990-1997 se observé en México un incremento en la produccion
de dicha especie superior al 400%. En este Gltimo afio se estimd una produccion de
1825 toneladas, lo cual significé un nivel de produccion comercial de unas 5 ton/dia.
(Martinez-Carrera, 1997; Leal-Lara 1998). Por esta razon se ha considerado a México
como el principal productor de América (tabla 4).

Estados Unidos y Canada
En Estados Unidos las especies de Pleurotus fueron cultivadas de manera comercial por
primera vez hacia el inicio de los afios setenta (Royse y Schisler, 1987). Sin embargo,
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debido a la falta de un mercado constante, la produccion fue descontinuada durante 8
afnos. Al principio de los afios ochenta, el mercado de Pleurotus spp. comenzé a desarro-
llarse. En 1998 la produccion de este hongo fue de 908 ton (tabla 3).

La mayor parte de la produccion de los Estados Unidos se hace con rastrojo de trigo
picado, con cascara de semilla de algodon o con mezclas de ambos. Para la produccion
con rastrojo de trigo, el material es cortado hasta un tamafio de 2 a 6 cm. La produccion
de Pleurotus spp. en céscara de semilla de algodon tiene la ventaja sobre la produccion
en rastrojo de que no se requiere cortar o moler el material (Royse, 1997). Sin embargo,
la céscara no tiene tanta capacidad de retencion de agua como el rastrojo, por lo que el
contenido de humedad es generalmente mas alto con éste. Debido a esta caracteristica,
muchos productores han optado por usar una combinacion de rastrojo y cascara. El
material es pasteurizado, complementado con nutrientes comerciales de accion retar-
dada, sembrado y puesto en bolsas de polietileno negro perforado de 12 a 14 kg. La
eficiencia bioldgica puede variar entre 70 y 100% (con base en substrato seco) segun la
cantidad de suplemento agregado al momento de la siembra. Una caracteristica del
sistema productivo norteamericano es que la mano de obra que labora en la industria
productora de hongos es en su mayoria de origen latinoamericano, especialmente mexi-
cano. En efecto, se estima que entre el 60 y el 80% de los trabajadores en esta industria
tiene este origen.

Tabla 3. Produccidn de Pleurotus spp. en Europa, con énfasis
en los paises de la Comunidad Econdmica Europea (1997).

Pais Produccién (ton) Porcentaje
Bélgica 650 1.94
Dinamarca 450 1.34
Finlandia 90 0.27
Francia 2,000 5.96
Alemania 1,300 3.87
Gran Bretafia 170 0.51
Grecia 65 0.19
Hungria 1,500 4.47
Irlanda 5 0.01
Italia 19,000 56.63
Paises Bajos 600 1.79
Portugal 120 0.36
Espafia 7,500 22.35
Suecia 100 0.30
Total 33,550 100.00

Fuente: Lelley (1999)
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Tabla 4. Produccion estimada (peso fresco) de Pleurotus spp. en algunos paises de América (1998).

Pais Toneladas %

Meéxico! 1,825 47.53
Estados Unidos? 908 23.65
Canada® 568 14.79
Brasil* 450 11.72
Guatemala® 22 0.57
Venezuela® 18 0.47
Cuba’ 12 0.31
Colombia? 9 0.23
Otros 28 0.73
Total (Amer) 3,846 100.00

Fuente: 'H. Leal-Lara, Mexico (1998);
2United States Department of Agriculture, Washington, DC (1998);
$Danny Rinker, Guelph University, Canada (1999);
4 Claudia Azevedo, Brasil (1999);
®Ruth De Ledn, Guatemala (1999);
Teresa lturriaga, Venezuela (1999);
"Miguel Rodriguez, Cuba (1999);
8S. T. Chang, Hong Kong (1999).

En Canad4, segun Rinker y Chalmers (1998), se cultivan entre 600 y 900 ton de diferen-
tes especies del género Pleurotus, principalmente en las regiones de Ontario y Columbia
Britanica. Para el cultivo se utiliza como substrato aserrin suplementado, rastrojo de
trigo u olote de maiz, ya sea esterilizado o pasteurizado. El uso de este dltimo en la
provincia de Ontario recuerda la preparacion del champifion, ya que el olote se tritura
hasta un tamafio de 1-1.5 cm, se compostea por un periodo de 6 semanas con volteos
frecuentes, durante los cuales se repone el agua evaporada, y finalmente se coloca en
charolas para pasteurizarlo por lo menos 4 horas. Algunos productores hacen el cultivo
en bolsas, las cuales pueden contener hasta 22 kg de substrato, mientras que otros
emplean las mismas charolas del cultivo de A. bisporus.

Otros paises del area

El cultivo de Pleurotus spp. adquiere cada vez mas interés en los paises de América. No
existen estadisticas oficiales al respecto, sin embargo, es cultivado en Cuba, Colombia,
Guatemala, Venezuela y Brasil. Por otra parte, se sabe que ha habido intentos por desa-
rrollarlo o que existen pequefias empresas de produccion variable en El Salvador, Perd,
Ecuador y en general en aquellos paises donde se cultiva A. bisporus (Argentina, Costa
Rica). Dada la extrema facilidad para cultivar este género, es previsible que su produc-
cién se siga incrementando en los afios venideros y que se inicie en otros paises no
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citados ahora; sin embargo, la falta de una tradicion por el consumo de los hongos
comestibles en esas naciones probablemente hard que este incremento sea lento.

PERsPECTIVAS

En resumen, es previsible que la produccion de Pleurotus spp. en todo el mundo y espe-
cificamente en los paises hispanoparlantes, continuard incrementandose debido a la
relativa facilidad de su produccion y porque representa una alternativa alimenticia
para el autoconsumo y para la venta. Existen pocos estudios sobre la dimension de la
demanda de hongos comestibles cultivados en los paises hispanoamericanos. Sin embar-
go, si se generalizan los pocos datos disponibles que se tienen, segun los cuales, paises
como México, tienen un consumo anual per cépita del orden de los 0.3 Kg, puede
concluirse que la demanda actual es méas de 10 veces inferior a la observada en algunos
paises europeos 0 asiaticos. Sin estimar un incremento en este valor, solo considerando
de manera conservadora que la demanda de hongos seguira el perfil del aumento de la
poblacién (lo cual es probable porque las costumbres alimenticias se transmiten de pa-
dres a hijos). Villegas de Gante en 1994, estim6 que la demanda de hongos comestibles
se incrementaria en los proximos afios mientras que la planta productiva lo haria en una
proporcién menor. Este andlisis permite esperar buenos tiempo para los cultivadores de
hongos, especificamente para los que cultivan Pleurotus spp.

La produccion de varias especies de Pleurotus permite al cultivador tomar ventaja de los
diferentes colores de los basidiomas con propdsitos de mercadotecnia, sin embargo, se
necesita mas investigacion para extender la vida de anaquel de los hongos y disminuir
la esporulacion durante el cultivo. El desarrollo de tecnologia mejorada para cultivar
cada especie de una manera méas eficiente permitird que los precios disminuyan y al
mismo tiempo la calidad del producto se incremente en respuesta a la demanda. En la
medida en que la tecnologia existente se adapte a las condiciones de los paises de
Centro y Sudamérica, la produccion de Pleurotus spp. en esta region podréa incrementarse
en los afos venideros.
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Generalidades sobre los hongos, con énfasis en los basidiomicetos

CARACTERISTICAS DISTINTIVAS DE LOS HONGOS

Los hongos constituyen un grupo muy variable y polimoérfico dificil de caracterizar, sin
embargo, cuando se hace referencia a ellos se habla de organismos que nacen de espo-
ras, carecen de clorofila, se reproducen sexual o asexualmente y tienen un cuerpo ge-
neralmente formado por filamentos muy ramificados llamados hifas, los cuales en con-
junto forman el micelio. El crecimiento del micelio s6lo se da en las puntas, por lo que
forman masas algodonosas o afelpadas de forma radial, que es comun observar en la
hojarasca, troncos caidos y en el suelo de bosques y praderas hiumedas. Se distinguen de
las plantas porque no almacenan su energia en forma de almidon, polisacarido insoluble
que forma las reservas alimenticias de las plantas. En su lugar, almacenan otros polisacé-
ridos como la trehalosa y el glucgeno, polimero de la glucosa que los animales utilizan
para almacenar energia por corto tiempo.

La estructura de su cuerpo es diferente al de las plantas; si bien los hay unicelulares
como las levaduras, la mayoria de ellos estan formados por conjuntos de hifas o micelio.
Esta estructura, contrariamente a los tejidos animales y vegetales, no posee células. En
las hifas de los hongos inferiores el citoplasma es generalmente continuo, no esta sepa-
rado por septos, posee numerosos ndcleos mindsculos, que se desplazan libremente por
una corriente citoplasméatica que también permite el transporte de elementos nutritivos
al interior del micelio. Por el contrario, los hongos superiores tienen septos con perfora-
ciones centrales que permiten el paso del citoplasma (Herrera y Ulloa, 1990; France
loisirs, 1990).

Habitats y funcion en la naturaleza

Los hongos se encuentran en todos lados; pueden vivir en el suelo, en aguas dulces y
marinas y sus esporas son abundantes en el aire. Sin importar donde estén, podemos
decir que hay muy pocos substratos libres de hongos. Para alimentarse secretan enzimas
sobre el substrato donde se encuentran, lo degradan en sustancias simples y absorben los
nutrimentos necesarios para su desarrollo. Los que producen este tipo de cambios se
conocen como saprofitos, debido a que se alimentan de cuerpos muertos o de desechos
de organismos. Los paréasitos pueden penetrar las células de tejidos vegetales y animales
y tomar sus nutrimentos del interior de éstas. Algunos de los sapréfitos pueden vivir
como parasitos si se les presenta la oportunidad, mientras que otros son siempre parasi-
tos y no pueden vivir de otra manera. Sean saprofitos o parésitos, todos los hongos son
heterotrofos, pues ninguno de ellos es capaz de sintetizar compuestos de carbono com-
plejos a partir de dioxido de carbono como las plantas. Algunos pueden formar asocia-
ciones de tipo simbiotico con las raices de las plantas, conocidas como micorrizas (figura
1), o con algas para dar origen a nuevos organismos llamados liquenes. Los hongos
juegan un papel muy importante en la naturaleza, pues junto con las bacterias forman el
grupo de los descomponedores dentro de los ciclos tréficos del carbono, nitrégeno y
azufre (Herrera y Ulloa, 1990; Webster, 1986).
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Figura 1. Diagrama de una seccién transversal de la raiz micorrizada de una planta
por tres tipos de micorrizas: a) Ectomicorriza en un arbol forestal mostrando la red
de Harting del hongo y el limite de la invasion; b) Micorriza arbuscular en plantas
herbaceas y arboles tropicales. Se muestran arblsculos y vesciculas en células del
hospedante; ¢) Micorriza endotrdéfica de orquideas. Tomado de Deacon (1997).

La reproduccion de los hongos

La reproduccion es la formacion de nuevos individuos con caracteristicas tipicas de la
especie. En el caso de los hongos podemos observar que hay dos formas para dar origen
a nuevos individuos: la sexual y la asexual. A esta Ultima también se le conoce como
somaética o vegetativa, debido a que no involucra fusion de nucleos. Se puede dar por
fragmentacion del micelio, el cual al colocarse bajo condiciones adecuadas de tempera-
tura, humedad y substrato, da origen a un nuevo individuo. Esta forma de reproduccion
es muy utilizada para multiplicar los hongos comestibles en el laboratorio, pues permite
mantener las caracteristicas de la cepa que se esta cultivando (Herrera y Ulloa, 1990).

En otros casos el micelio da origen a esporas asexuales por division mitética; las cuales
se denominan segun el nombre de la estructura que las produce. A las que se forman
por simple fragmentacion del micelio se les conoce como artrosporas u oidios; a aquellas
que se producen sobre hifas especializadas denominadas conidioforos, se les llama coni-
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diosporas; a las que se producen dentro de estructuras en forma de saco (esporangio),
esporangiosporas (figuras 2 y 3), (Hawksworth et al., 1983).

Figura 2. Diferentes tipos de estructuras que producen esporas asexuales.
Los tres primeros son esporangios, y los otros coniodéforos.

< Verd S

Figura 3. Diferentes tipos de estructuras que producen esporas sexuales:
a) ooginio; b) cigospora; c) ascocarpo; d) basidiocarpo.

Las esporas asexuales presentan formas, tamarios y colores muy variados y juegan un
papel importante en la propagacion de las especies, pues favorecen la ocupacion de
nichos disponibles al producir un gran namero de individuos en corto tiempo. Este tipo
de reproduccion es poco frecuente en hongos comestibles, aunque algunas especies
producen estructuras parecidas a oidios (Alexopoulus, 1996; Stamets, 1983).

La reproduccion sexual no es rapida e implica somatogamia (unién de hifas o gametas),
cariogamia (fusion de ndcleos) y la produccion de gametos por meiosis. Estos pueden
observarse sobre estructuras especializadas (gametangios) y tener formas diferencia-
das (anisogametas) o tener la misma forma o ser indiferenciadas (isogametas). En
hongos comestibles las hifas que forman el micelio actian como gametos y su sexuali-
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dad estd determinada por genes nucleares, que confieren un caracter genético cono-
cido como compatibilidad sexual. Esto hace que sdlo aquellas hifas provenientes de
micelios compatibles se fusionen y den origen por somatogamia a un compartimento
hifal con dos tipos de ndcleos diferentes. A partir de este compartimento se produce
la dicariotizacion del micelio para dar origen a lo que es llamado micelio heterocario-
tico (con diferentes tipos de nuacleos). La cariogamia generalmente se presenta tiem-
po después de la somatogamia, por lo que el micelio heterocaridtico se puede multi-
plicar y mantener sin dificultad. La fusion de nudcleos solo se dard en la basidia, la
cual originard por meiosis las esporas de origen sexual (basidiosporas). La reproduc-
cién sexual en hongos permite la variacién genética y capacita a las especies para
ocupar nuevos nichos o sobrevivir a condiciones adversas y les permite tener una vida
més larga que aquellos que solo se reproducen asexualmente (Alexopoulus, 1996;
Herrera y Ulloa, 1990; Stamets, 1983).

Las esporas de tipo sexual al igual que las de origen asexual se denominan segun el tipo
de estructura que las porta, las producidas por la fusién de un oogonio (gameto femeni-
no) y un anteridio (gameto masculino), se llama oospora; las formadas por la fusion de
gametos compatibles pero indiferenciados: cigosporas, ascosporas y basidiosporas. Asi
aquellas que se producen dentro de un saco o0 asca se llaman ascosporas, las formadas
sobre estructuras similares a un mazo, basidiosporas (figura 3). La mayoria de los hongos
presenta ciclos alternos de reproduccion asexual y sexual como parte de su desarrollo
(Alexopoulus, 1996; Herrera y Ulloa,1990).

Los BASIDIOMICETOS

Forman un grupo de hongos muy grande y diverso que se caracteriza porque produce
esporas sexuales en cuerpos fructiferos llamados basidiocarpos, también conocidos como
basidiomatas o basidiomas (del griego basidion=base pequefia, basidio + karpos=fruto),
el cual porta estructuras especializadas conocidas como basidias. En la mayoria de las
especies, cada basidia produce cuatro basidiosporas, que son fuertemente disparadas al
llegar a su madurez (balistosporas). La mayoria de estos hongos produce un micelio bien
desarrollado, con septos simples o doliporo, dependiendo del orden taxonémico. Usual-
mente es blanco, amarillo brillante o naranja, y a menudo se dispersa hacia el frente,
creciendo en forma de abanico, puede entretejerse formando estructuras parecidas a
cuerdas o raices llamadas rizomorfos, resistentes a condiciones adversas como la falta de
nutrientes o la humedad. En condiciones adversas pueden permanecer latentes hasta
que las condiciones favorables para el crecimiento se presenten nuevamente. Los
rizomorfos se conforman de un nimero de hifas arregladas paralelamente y algunas
veces envueltas en una vaina o corteza. Las formas mejor desarrolladas semejan aguje-
tas de zapatos. Comunmente son producidos por muchas especies de hongos ectomico-
rrizicos y por varios descomponedores de la madera y son importantes no sélo en la
dispersion de ciertas especies sino también en las actividades de exploracion y acumu-
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lacion de nutrientes. Se ha observado que la tasa de extension de los rizomorfos de
Armillaria es mucho més grande que la de las hifas individuales, por lo que se sugiere
que su funcion esté relacionada con la conduccién de nutrientes (Cairney, 1991 y Rayner,
1991, citados por Alexopoulos, 1996).

Mientras que los rizomorfos de algunas especies pueden tener de 4-5 mm de didmetro,
la mayoria miden entre 0.5y 2 mm de diametro. Son comunes en los horizontes de suelos
organicos y en las capas de la materia en descomposicion, aunque algunas especies
pueden producirlos entre las ramas de los &rboles. Esta Gltima situacion es particular de
los rizomorfos producidos por ciertas especies del género Marasmius que crece en bos-
ques tropicales con temperatura caliente (figura 4) (Hedger, 1990).

Figura 4. Rizomorfo sobre una rama de arbol tropical.

El micelio también pueden organizarse y formar tejidos durante la fase sexual de su ciclo
reproductivo y dar origen a cuerpos fructiferos de formas muy diversas, que van de unos
cuantos milimetros hasta varios metros. Por ejemplo, el aparente registro mundial de un
basidiocarpo perenne del poliporo Rigidoporus ulmarius midié 147 cm de diametro en
1990 (Anonimo, 1990), y una sola seta puede pesar alrededor de 5 libras (Stamets,
1993). Pueden ser delgados, costrosos o gruesos. Pueden presentar forma de seta, repisa,
coral, bejin, estrella, falo o nido de pajaro. Pueden estar brillantemente coloreados o no,
tener consistencia gelatinosa, cartilaginosa, papirosa, carnosa, esponjosa, corchosa, le-
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fiosa o cualquier textura. Los basidiocarpos pueden estar abiertos desde el principio,
mostrando sus basidias tempranamente, abrirse en un estado tardio o aun permanecer
completamente cerrados. En las especies cuyos basidiocarpos permanecen cerrados, las
esporas son liberadas solamente mediante la desintegracion del basidiocarpo o por la
ruptura de éste, producida por fuerzas externas, incluyendo la ingestion por insectos o
roedores (figura 5).

Figura 5. Tipos de carpo6foros que producen esporas de origen sexual.

En este grupo se incluyen royas y carbones causantes de enfermedades en plantas culti-
vadas que llegan a destruir las cosechas de un gran numero de ellas. Parésitos de arboles
forestales como las especies del género Ganoderma, destructores de la madera y las
setas, en donde se encuentran las formas que cominmente conocemos como hongos
comestibles (Deacon, 1997; Alexopoulus, 1996; Herrera y Ulloa, 1990).

El micelio de los basidiomicetos

Aunque algunos basidiomicetos tienen la tendencia de crecer como levaduras, el mice-
lio de las especies mejor conocidas esta formado por hifas bien desarrolladas y con septos.
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Estas crecen a través del substrato obteniendo asi su alimento. De manera individual las
hifas son microscopicas, pero pueden ser vistas a simple vista cuando estdn en masa
como micelio.

El micelio de la mayoria de los basidiomicetos heterotalicos pasa por tres diferentes
etapas de desarrollo, antes de que el hongo complete su ciclo de vida. ElI micelio prima-
rio u homocarion, llamado asi para enfatizar que todos sus ndcleos son idénticos (cuan-
do se sabe que cada compartimento hifal contiene un solo nucleo, también puede lla-
marsele monocarion). Este estado usualmente se desarrolla después de la germinacion
de una basidiospora. Los nuevos compartimentos miceliares pueden ser multinucleados
al principio, debido a que el nucleo o los nucleos de la basidiospora se dividen muchas
veces mientras el tubo germinativo emerge de la espora y comienza a crecer. Sin embar-
go, la fase multinucleada del micelio primario parece ser de corta duraciéon en algunas
especies, pues tan pronto como los septos se forman, éstos dividen al micelio en compar-
timentos tipicamente uninucleados. En otras especies, la formacion de septos empieza
inmediatamente después de que se completa la primera divisién del nucleo o nucleos
de la espora, de tal forma de que el micelio primario es septado y compuesto de células
0 compartimentos hifales uninucleados desde un principio. Sin embargo, se conocen
especies que tienen un micelio primario que permanece multinucleado (Alexopoulus,
1996; Webster, 1986).

Aunque el micelio primario en la mayoria de los basidiomicetos parece capaz de tener
un crecimiento indefinido, no es comun encontrarlo en la naturaleza de esta manera,
pues da origen casi inmediatamente al llamado micelio secundario o heterocarion. De-
bido a que la mayoria de los basidiomicetos son heterotélicos, la formacion del micelio
secundario usualmente involucra una interaccion entre dos micelios homocarioticos
compatibles (Alexopoulus, 1996; Casselton, 1978; Webster, 1986). Este puede ser resul-
tado de la espermatizacion o de la fusién de dos compartimentos de micelio homocarié-
tico compatible, dando origen a un compartimento heterocariético (cuando se conoce
que cada compartimento hifal contiene dos nucleos, puede llamarse dicarion). A partir
de este compartimento de micelio secundario, la dicariotizacion del resto del micelio
puede darse aparentemente en una de dos formas: a) la célula binucleada produce una
ramificacion en la cual los dos nucleos migran y posteriormente se dividen conjunta-
mente, aunque los nucleos hijos migran cuando el compartimento hifal es dividido en
dos por la formacion de un nuevo septo. Repetidas divisiones de este tipo acompafiadas
por la formacion de nuevos septos da como resultado la formacion de un micelio extenso
y dicaridtico. b) El segundo método de dicariotizacion, fue propuesto por Raper (1966),
y ocurre mucho mas cominmente que el primero. Aqui se menciona que hay division
de los nucleos en la célula binucleada seguida por la migracion de los nucleos hijos
hacia el micelio primario que pertenece al un grupo de compatibilidad opuesto (“mating
type”). En otras palabras, un nucleo a se muda hacia el micelio b, mientras que el
nucleo b se muda hacia el micelio a. Al llegar al nuevo compartimento, los nacleos
extranjeros se dividen rapidamente y su progenie migra de un compartimento a otro

35



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

hasta que ambos micelios se dicariotizan completamente. Los septos de los homocariones
usualmente deben de ser degradados para que permitan el paso de los nucleos (Alexo-
poulus, 1996; Casselton, 1978; \Webster, 1986).

El mecanismo mediante el cual muchos de los basidiomicetos aseguran el mantenimien-
to de la condicion dicaridtica en cada nuevo compartimento del micelio secundario,
involucra la formacion de estructuras especializadas llamadas conexiones grapa o fibulas,
que son formadas durante la division los nacleos en el extremo de la hifa en crecimien-
to. Cuando una punta hifal binucleada esta lista para dividirse, una rama corta —la
conexion grapa— se origina entre los ndcleos a y b y empieza a formar un gancho. En
este momento, los nucleos se dividen simultaneamente. Se produce una division obli-
cua de tal forma que un ndcleo hijo, b, se localiza en la conexion grapa y el otro, b’ se
encuentra en la célula en division. La division del segundo nucleo esta orientada a lo
largo del eje grande del compartimento en division, de tal forma que un ndcleo hijo, a,
se forma cerca de un extremo y el otro &', se acerca al nucleo b’ en el otro extremo de la
celula. Mientras tanto la grapa se encorva y se fusiona con el compartimento subterminal,
formando un puente a través del cual uno de los nucleos hijos de b pasa al otro extremo
y se aproxima a uno de los nucleos hijo de a. Un septo se forma para cerrar la grapa en
el punto de su origen y otro septo se forma verticalmente bajo el puente para dividir el
compartimento madre en dos, con ndcleos ay b en cada uno de ellosy a’ y b’ en el otro.
La presencia de conexiones grapa se considera generalmente como indicativo de la
condicion dicaridtica. Sin embargo, existen excepciones, puesto que el micelio
homocaridtico de algunas especies tiene grapas, mientras que el micelio heterocariotico
de muchas otras no las tiene (Alexopoulus, 1996; Casselton, 1978; Webster, 1986).

El micelio terciario de los basidiomicetos es representado por los tejidos organizados y
especializados que comprenden los basidiocarpos de las especies mas complejas. En este
caso las hifas se entretejen para formar el esporéforo y en algunas especies pueden dife-
renciarse morfolégicamente en varios tipos. Esto ocurre, por ejemplo, en el orden
Aphyllophorales, donde pueden presentarse tres tipos de hifas (generativas, esqueléticas
y de enlace). Aunque no es aplicable a todos los grupos, el analisis microscopico del tipo
de hifas presentes en los basidiocarpos es importante para la identificacion de los hongos
y para establecer relaciones entre las diferentes especies (Alexopoulus, 1996).

Las hifas generativas son septadas y tienen fibulas, generalmente paredes delgadas, pero
pueden estar engrosadas en algunas especies (hifas generativas esclerificadas). Se en-
cuentran en todos los basidiocarpos y dan origen a las basidias y a las hifas vegetativas
cuando estas estan presentes en una especie en particular. Las hifas vegetativas no
tienen septos y son llamadas de enlace o ligadura e hifas esqueléticas. Estas ultimas
generalmente no son ramificadas, tienen paredes gruesas y su crecimiento puede ser
indeterminado. Por otra parte, las hifas de ligamiento usualmente son ramificadas, sinuosas,
con paredes delgadas a gruesas y su crecimiento puede ser restringido. Un basidiocarpo
de estructura monomitica solo estara formado por hifas generativas. En un dimitico
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encontraremos hifas generativas y esqueléticas o generativas y de ligadura o enlace, y
en los trimiticos habré hifas generativas y ambos tipos de hifas vegetativas (Domanski,
1972) (figura 6).

Figura 6. Tipos de hifas que pueden formar el basidiocarpo en basidiomicetos:
a) hifas generativas infladas; b) hifas generativas no infladas; c) generativas con
conexiones grapa; d) esqueléticas no ramificadas; €) sacro hifas; ) hifas de ligadura
0 conexién; g) hifa ligativa esquelética. Tomado de Ainsworth et al (1996).

El septo en el micelio de los basidiomicetos

En afios recientes, se ha dado particular atencion a las caracteristicas ultraestructurales
de los septos de los basidiomicetos. La mayoria de las especies parecen poseer septos
simples con un solo poro central, aunque se han reportado septos multiperforados en
Kriegeria epiophori. En algunas especies la pared del septo cercana al poro esta engrosa-
da y forma una hinchazén en forma de dona o de barril. A este tipo se le ha llamado
septo doliporo, y algunas veces esté cubierto en alguno de los lados por una estructura
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membranosa en forma de domo llamada tapa del poro del septo, o parentosoma. Esta
estructura parece ser una modificacion del reticulo endoplédsmico y es parte integral y
funcional del septo. Se han reportado varios tipos de poros en los septos de basidiomice-
tos, aunque las tapas de algunas especies parecen ser estructuras continuas no porosas,
pero en la mayoria de las especies estan perforados. En algunos casos las perforaciones
son grandes, de tamafio irregular y espaciadas, mientras que en otros, son méas pequefias
y de tamafio regular y espaciadas (figura 7) (Gull, 1978; Alexopoulos, 1996).

Figura 7. Doliporo en basidiomicetos: a)septo doliporo de Agrocybe praecox
X43,400; b) seccion del parentosoma X70,000; ¢) septo del himenio de Agrocybe
praecox X62,500; d) septo de la seccidn de transicion del himenio y subhimenio
de Agrocybe praecox. Tomado de Smith (1996).

Flegler et al., 1976 citados por Alexopoulus (1996), sefialaron que no se conoce la
funcion exacta del septo doliporo, aunque parece que la tapa del poro actda como
una malla o un filtro, que permite el paso de algunos componentes del citoplasma del
hongo de un compartimento hifal al proximo, pero retarda el paso de otros. Ha sido
reportado que hay disolucion del septo antes de las migraciones nucleares durante la
dicariotizacion en algunos basidiomicetos. Varios cambios ultraestructurales y cito-
quimicos también han sido reportados en el septo doliporo, durante el desarrollo del
basidiocarpo.
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Doublés y McLaughlin (1991), citados por Alexopoulos (1996), mencionaron que las
caracteristicas ultraestructurales de los poros de los septos son conservadas evolutiva-
mente, por lo que hay una concordancia fuerte entre los datos moleculares basados en
la ultraestructura del poro del septo y las divisiones en los basidiomicetos.

Los basidiocarpos de los hongos seta

Los hongos comestibles forman cuerpos visibles a simple vista que portan las esporas de
origen sexual, éstos se conocen cominmente como hongos y pueden tener formas muy
diversas, como ya se mencion6 anteriormente. Sin embargo, dado que un buen nimero
de hongos comestibles tiene forma de sombrilla o seta, s6lo se describira tal tipo de
morfologia en esta seccion.

Los tejidos que forman la seta son hifas dicarioticas bien empaquetadas. La induccion y
la subsecuente formacion de los basidiocarpos es regulada o influenciada por la interac-
cion de un gran namero de factores, algunos de los cuales se conocen muy poco, y otros
son completamente ignorados. Williams et al. (1985), menciond que la primera sefial
morfoldgica del inicio del basidiocarpo en Flammulina velutipes es la formacion de pe-
quefios agregados de hifas en las zonas muy ramificada del micelio dicariético. En este
estado, el primordio del basidiocarpo estd compuesto de hifas ampliamente espaciadas,
ramificadas y entretejidas. A medida que éste crece, las hifas exteriores forman nume-
rosas cistidias cénicas que dan al primordio una apariencia “espinosa”. El crecimiento y
la diferenciacion contintan, hasta que aparece el pileo rudimentario. Posteriormente se
forma una seta miniatura con un estipite, un pileo y un himenio cubierto de lamelas.
Después de esto, hay un agrandamiento muy rapido dando lugar a la aparicién del
basidiocarpo maduro, salvo algunas pequefias diferencias el desarrollo de otros Agaricales
es similar (figura 8).

Figura 8. Formacién y diferenciacion del carpdforo de Flammulina velutipes. Tomado
de Williamset al. (1985).
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Se considera que hay tres tipos basicos de desarrollo de un basidiocarpo en Agaricales;
éstos fueron descritos considerando basicamente la posicion del himenio en relacion
con la presencia o ausencia de algun tejido de proteccion. Para describir estas formas de
diferenciacion de los basidiocarpos se han usado los términos: gimnocarpo y pseudoan-
giocarpo. Este Gltimo se caracteriza por el hecho de que aun durante los estados tempranos
de desarrollo del basidiocarpo, el himenio o la capa fértil esta envuelta por los tejidos
del basidiocarpo. Es decir, el margen del pileo esta conectado al estipite por una mem-
brana que se conoce como velo interno. El himenio s6lo queda expuesto cuando el pileo
se expande, desgarrando el velo interno. Esto ocurre antes de que las esporas maduren
y sean descargadas. Con frecuencia el velo se separa completamente del margen del
pileo y permanece unido al estipite para formar el anillo. En algunas especies el velo se
desgarra en tal forma que queda colgando del pileo como si fuera una cortina. En otras
especies, como las Amanita, el primordio completo también esta cubierto por un velo
universal. Cuando el esporéforo se agranda y el pileo se expande, el velo universal se
desgarra y deja un cuerpo en forma de copa, la volva, que rodea la base bulbosa del
estipite. Los remanentes del velo universal que cubrian al pileo se pueden observar
como escamas sobre éste. Las estructuras vestigiales que quedan como rastros del desa-
rrollo del hemiangiocarpo son importantes en la clasificacion de muchas especies de
Agaricales.

Figura 9. Diagrama que ilustra
diferentes tipos de desarrollo
del basidiocarpo en
basidiomicetos:

a) tipo gimnocarpico;

b) tipo pseudoangiocarpico;

¢) tipo hemiangiocarpico con
anillo;

d) hemiangiocarpico con anillo
y velo.

Tomado de Alexopouloset al.
(1996).
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En el desarrollo del tipo gimnocarpo, el basidiocarpo permanece desnudo y nunca se
encuentra cubierto por alguna estructura. En el pseudoangiocarpo, sin embargo, el hi-
menio queda encerrado por el margen encorvado del pileo y algunas veces también por
un sobre crecimiento del estipite. El himenio puede permanecer encerrado hasta que la
seta estd madura y el pileo se expande. No hay estructuras vestigiales en ninguno de
estos dos métodos (figura 9).

Los himenios de las setas pueden ser tubulares o lamelares. Estas Gltimas son bandas
delgadas de tejido que irradian del margen del pileo hacia el estipite. Se mencionan
dos tipos basicos de lamelas que estan presentes en los Agaricales y se han llamado
equi-himeniferas e inequi-himeniferas. EIl primer tipo de lamelas observadas es tipico en
la mayoria de los Agaricales y mantienen su forma cuando son vistas en seccion cruzada
y tienen basidias que maduran y liberan sus esporas sobre la superficie de la lamela. Los
lados de una lamela inequi-himenifera, cominmente llamada “lamela tipo coprinus”,
son paralelos. Las basidias, cuando son maduras, sueltan las esporas progresivamente de
abajo hacia arriba. A medida que se sueltan las esporas, una zona de delicuescencia se
presenta, destruyéndose algunas partes de la lamela.

Una o mas capas de hifas estan entre la superficie del himenio sobre los dos lados de la
lamela. La estructura de esta parte, llamada trama himenoforal, puede ser determinada
usando un microscopio de luz para examinar secciones delgadas cortadas en angulo
recto a la superficie de la lamela. Debido a que la estructura de la trama es importante
en los estudios taxondémicos, este procedimiento es necesario para identificar los
Agaricales. Dos tramas basicas existen, la homoidémera y la hetermera. La primera
consiste en hifas mas 0 menos similares mientras que la trama heterdmera contiene
celulas grandes globosas a ovales entre la trama, llamadas esferocistos, esparcidas entre
las hifas. Existen diferentes tipos de arreglos hifales que han sido identificados en la
trama homoidémera: regular, irregular, bilateral e inversa (figura 10).

Figura 10. Tipos de trama en basidiomicetos: a) homoiomera regular; b)
homoionera rirregular; c) heteromera con esferocistos; d-e) homoionera bilateral;
f) homionera inversa. Tomado de Alexopoulos et al. (1996).
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La posicidon del margen interno de la lamela, con relacion al estipite, también es
valiosa taxondmicamente. En algunas especies las lamelas estan libres del estipite,
mientras que en otras pueden estar unidas (adnadas). El término decurrente es usado
para describir las lamelas que estan unidas y avanzan hacia abajo, sobre el estipite
(figura 11).

Figura 11. Caracteristicas del pileo.
A-E, Tipos de insercion de las lamelas:

\ a) lamelas libres; b) adnexas;
A

c¢) adnadas; d) sinuadas; e) decurrentes.

K F-1, Tipos de margen en el pileo:
F f) inflexo; g) reflejo; h) revoluto;
_\ B i) involuto. J-N, Tipos de pileo: j) plano

convexo; k) bulado; I) umbonado;

T G m)umbilicado; n) hundido.

\ L Tomado de Ainsworthet al. (1996).
C

M

D

I
N
E

En un basidiocarpo el himenio es una capa compuesta de basidias y elementos estériles
conocidos como basidiolas y las cistidias (Gr. kystis=globo + idion=diminutivo de for-
ma). Las primeras son células semejantes a basidias que todavia no producen esporas y
su funcion al parecer es dar soporte a las basidias fértiles. Por otro lado, las cistidias son
mas grandes y sobresalen de los otros elementos del himenio (figura 12). Se ha sugerido
que las cistidias pueden actuar como trampas de aire y ayudar en la evaporacion de la
humedad y otros compuestos volatiles (Smith, 1966); sin embargo, no se conoce con
exactitud cual es su funcién. Aunque no estan presentes en todas las especies, las cistidias
son muy importantes en los estudios taxondmicos. Hay diferentes tipos y la terminologia
usada para describirlas es bastante complicada (Singer, 1986).

En aquellas especies que tienen sus basidias expuestas, el himenio puede cubrir com-
pletamente la superficie del basidiocarpo o puede también estar s6lo confinado a partes
especializadas del basidiocarpo. Tradicionalmente, la forma en la cual los basidiomice-
tos tienen su himenio, ha sido usada para delimitar las categorias taxondémicas superio-
res, tales como familias y drdenes. Ademas, las caracteristicas microscépicas del hime-
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Figura 12. Componentes del himenio en agaricales: a) Falmmulina velutipes; b)
Russula cyanoxantha, con esferocitos en su trama; ¢) Pluteus cervinus, con trama
invertida y cistidos en el himenio. Tomado de Webster (1986).

Cistidio

nio son importantes en la taxonomia de ciertos grupos, tales como los Agaricales, el
orden que contiene las setas y los boletos (Alexopoulos, 1996).

La basidia

Una basidia es una estructura que sostiene un nimero definido de basidiosporas (usual-
mente cuatro), formadas como resultado de cariogamia y de meiosis. Normalmente tie-
ne forma de mazo y se origina del compartimento terminal de una hifa binucleada. Esta
separada del resto de la hifa por un septo sobre la cual se observa una conexién. Al
principio la basidia es estrecha y alargada pero pronto se ensancha. Mientras estos cam-
bios externos se llevan a cabo, los dos nucleos dentro de la joven basidia se fusionan
(cariogamia) y el nucleo resultante da origen por meiosis a cuatro ndcleos. Mientras
tanto cuatro pequefias excrecencias llamadas esterigmatas sobresalen en la punta de la
basidia y sus puntas se agrandan, formando eventualmente los primordios de las
basidiosporas (figura 13). Durante este proceso una vacuola se forma en la base de la
basidia y al incrementar de tamafio parece empujar el contenido de la basidia hacia los
primordios de las basidiosporas. Sin embargo, no se ha demostrado si la vacuola esta
realmente involucrada en este proceso o si simplemente se desarrolla como una conse-
cuencia de la salida del contenido de la basidia.
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Figura 13. Desarrollo de las basidias y de las basidiosporas: a) punta de la hifa
binucleada; b) basidia uninucleaday diploide después de la cariogamia; c) basidia
con cuatro ndcleos haploides producto de la meiosis; d) basidiosporas jovenes
sobre esterigmas; €) inicio de la migracidn de ndcleos hacia las basidiosporas; f)
basidia madura con basidiosporas uninucleadas y con vacuola grande en la base.
Tomado de Alexopouloset al. (1996).

Las basidiosporas

La basidiospora es tipicamente una estructura unicelular haploide y usualmente recibe un
solo nucleo de la basidia, aunque en algunos casos dos nucleos pueden mudarse hacia
dentro de la misma espora. Una espora que es uninucleada en su origen también puede
llegar a ser binucleada como resultado de una division mitdtica de su nucleo. Las
basidiosporas de la mayoria de las especies germinan para formar micelio primario. Esto se
conoce como germinacion directa. En algunos grupos, sin embargo, las basidiosporas ger-
minan para formar esporas secundarias o geman para formar grandes nimeros de conidias
0 microconidias, a partir de las cuales se forma el micelio primario. Esto se ha sido llamado
germinacion indirecta y es similar al proceso que se observa en los ascomicetos.

Las basidiosporas pueden ser globosas, ovales, alargadas, en forma de salchicha, o inclu-
so angulares. Ellas pueden no tener color o ser pigmentadas; sin embargo, en muchos
casos los pigmentos estdn muy diluidos y s6lo pueden ser detectados cuando grandes
masas de esporas estan juntas. Por esto la obtencidn de esporada es necesaria para la
determinacion del color de las esporas. Las hay de color verde, amarillo, naranja, ocre,
rosa, café, café-violeta o negro.
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La forma de la espora, marcas en su superficie, su color y su tamafio son caracteristicas
taxondmicas importantes utilizadas para diferenciar géneros y especies de Agaricales.

Una basidiospora a menudo descansa sobre la punta de un esterigma de una manera
oblicua y, en las formas con las basidias expuestas, como regla general son expulsadas de
manera forzada del esterigma.

Ciclo de vida de hongos comestibles

Las basidiosporas de los hongos comestibles germinan cuando entran en contacto con
un substrato y encuentran una temperatura, pH y humedad adecuadas para su creci-
miento. Dan origen a un micelio primario bien desarrollado, conocido como homocarién
por tener un solo tipo de nucleos generalmente haploides. En algunas especies donde
es bien conocido que Unicamente hay un nucleo por compartimento hifal se le llama
monocarién. En estos casos, los términos se utilizan como sinénimos. En la mayoria de
los basidiomicetos el micelio homocarion no fructifica, pero es capaz de crecer vege-
tativamente. En ciertos tipos de hongos comestibles, puede formar esporas asexuales
del tipo oidio que al germinar dan origen a micelio homocarion como en el caso de
Auricularia, favoreciendo con esto la invasién del substrato. En otros casos como el de
Coprinus lagopus, los oidios funcionan como gametos masculinos y se unen a hifas de
micelio compatible para formar el micelio heterocariético, tipico de la reproduccion
sexual.

Para que el cuerpo fructifero (seta) se desarrolle, es necesario que dos micelios homoca-
riéticos compatibles se fusionen y por disolucion de la pared del punto de contacto,
formen compartimentos hifales de citoplasma continuo y con dos tipos de nucleos pro-
venientes de cada uno de los compartimentos que se fusionaron. Es a partir de estos,
que por divisiones conjugadas de ambos tipos de ndcleos y su posterior migracion, hacia
los compartimentos de compatibilidad sexual contraria al ndcleo que migra se forma el
micelio heterocarion o dicarién, segin sea el caso. A este tipo de micelio también se le
conoce como micelio secundario. En la mayoria de los casos, pero no en todos, este
micelio presenta en cada septo una estructura lateral conocida como conexion grapa o
fibula (figura 14). EI micelio que presenta este tipo de estructura es frecuentemente
identificado como heterocarion, y el que no las tiene como homocarién. Esto no es del
todo verdadero, pues en un buen nimero de hongos el heterocarion no las forma
(Casselton, L.A., 1978).

El micelio heterocarion es capaz de crecer vigorosamente y de multiplicarse vegetativa-
mente en esta condicién de forma indefinida. Esto ha permitido mantener las caracte-
risticas de alta produccién, color, sabor y excelente calidad culinaria, de muchas de las
cepas de hongos comestibles que en la actualidad se cultivan comercialmente en dife-
rentes partes del mundo. Por tanto, éste es el tipo de micelio que muchas casas comer-
ciales y laboratorios vende a los cultivadores de hongos comestibles, quienes al inocularlo
sobre el substrato lo multiplican.
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Aun cuando la induccion y la formacion de los basidiocarpos o setas son reguladas por la
interaccion de un gran nimero de factores, se pueden mencionar que estas son favore-
cidas por los cambios bruscos de humedad y concentracion de CO, (Smith, 1996).

La cariogamia de los nucleos que forman el micelio heterocariético, se presenta en las
puntas de las hifas que forman la capa fértil del basidiocarpo (himenio), dando origen a
basidias monocarioticas y diploides. Posteriormente el ndcleo (2n) presenta meiosis y da
origen a cuatro nucleos haploides (1n) que migran hacia los esterigmas, para formar las
basidiosporas generalmente haploides y con un solo tipo de ndcleo.

Las basidiosporas maduras son liberadas y pueden ser diseminadas por el viento, insec-

tos, agua, animales y otros factores, para dar origen a hifas somaticas uninucleadas e
iniciar nuevamente el ciclo de vida del hongo.
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Crecimiento y fructificacion

INTRODUCCION

El crecimiento es un fendmeno complejo que no tiene una definicion sencilla. Segdn
Prosser (1995), es un incremento ordenado de los componentes celulares que involucra
un aumento de biomasa. Es un proceso balanceado que implica generalmente el mante-
nimiento mas 0 menos constante de la composicion quimica de un organismo, va acom-
pafiado de procesos de desarrollo y diferenciacion y es muy diferente de la simple acu-
mulacion de reservas, alargamiento o engrosamiento fisico (Griffin, 1994).

Los estudios sobre cinética del crecimiento de microorganismos se han hecho funda-
mentalmente con bacterias y levaduras, las cuales difieren enormemente en morfologia
con los hongos filamentosos. El crecimiento de una colonia de organismos unicelulares
se da por el incremento de individuos dentro de dicha colonia, mientras que en los
hongos se da por la elongacion y ramificacion de las hifas. Por lo mismo, dichos estudios
no son totalmente aplicables a los hongos; por ejemplo, en el caso de los hongos comes-
tibles, se presenta una fase macroscopica muy importante que hasta ahora ha sido poco
estudiada.

En general, el crecimiento en los hongos es un fenémeno mal conocido. Se sabe que la
sintesis de componentes celulares, la absorcién de agua por la hifa y la presion de turgor
juegan un papel importante en la elongacion del apice; sin embargo poco se sabe sobre
el fenémeno de ramificacion. Seguramente que el hecho de que la tasa de sintesis en
toda la hifa sea mayor que la tasa de incorporacion en el apice, es un factor que inter-
viene en dicho fendmeno; sin embargo, mucho queda todavia por ser aclarado (Prosser,
1995). Con las limitaciones del caso, a continuacion se hara una breve revision de lo
que se conoce sobre el crecimiento y la fructificacion de estos organismos.

COMO CRECEN LOS HONGOS

El crecimiento de un hongo puede iniciarse a partir de una espora o de una fraccion
viable de hifa. Dicho crecimiento se da en forma polarizada o apical porque la elongacion
de la superficie se da en un punto y no en toda la célula. Esta caracteristica ocasiona
que las células de los hongos (exceptuando las levaduras) tengan una estructura cilin-
drica, denominada hifa, delimitada por una pared que se extienden de manera ramificada
para formar un sistema hifal conocido como micelio.

El crecimiento sélo se da en la parte apical de la hifa, la cual tiene la capacidad de
elongarse alejandose del centro de la colonia. El &pice penetra nuevos territorios y
establece nuevas fronteras (Trinci, 1969 y 1971; Koch, 1975). Por esta caracteristica,
segun el tamafio y la edad de la colonia, un hongo puede presentar de manera simulta-
nea una zona de crecimiento, una zona de poco o nulo crecimiento e inclusive, una
zona de autolisis.
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A la zona apical de la hifa (figura 1) fluye protoplasma proveniente de la zona periférica
de crecimiento, conocida como w. Esta zona es la parte que se ubica de manera inme-
diatamente adyacente al dpice y se caracteriza por aportar protoplasma y enzimas nece-
sarias para la elongacion celular, ademas de que sintetiza materiales precursores de
pared. Fue Trinci (1969, 1971, 1974), quien con sus trabajos demostré que dicha zona
existe y la definid6 como la méaxima extensién de una hifa que apoya el crecimiento
apical. Bajo condiciones constantes de crecimiento, el tamafio de w no varia significa-
tivamente con el tiempo ya que cuando hay una elongacion del apice, se disminuye una
zona equivalente en el margen opuesto de la zona periférica; es decir, una parte de la
hifa deja de aportar protoplasma hacia el &pice porgue se bloquean los septos y se rigidifica
la pared (figura 2). w varia, sin embargo, con las condiciones ambientales, la composi-
cion del substrato, la presencia de inhibidores y entre cepas.

Figura 1. Esquema de la parte apical de una hifa, segtin Girbardt, 1969. CEP= Capa externa de
la pared; CFIP= Capa fibrilar interna de la pared; Mi= invaginaciones mitocondriales; CM=
Cristales mitocondriales; mV= microvesiculas, P= Plasmalema; RE= Reticulo endoplasmatico;
AG= Aparato de Golgi; M= Mitocondria; I= Invaginacion; VA= \esicula apical; CA= Cuer-
po apical o Spitzenkdrper.

Cuadro 1. Tamafio de la zona periferica de crecimiento w de varios hongos

Géneroy especie w(mm) Tasa radial de Referencia
crecimiento ( m/h)

Aspergillus niger 1.137+ 0.313 157+6 Trinci 1971

Penicillium chrysogenum 0.496+ 0.084 76 +£3 Trinci 1971

Agaricus bisporus 15.0 325 Straatsmaet al., 1993
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Fig. 2. Partes de una hifa. a: Zona que no contribuye con protoplasma a la extensién hifal; b:
Septos obstruidos; c: Septos no obstruidos; d: Célula apical; e: Mitocondria; f: Vesiculas apicales;
g: Cuerpo apical; h: Zona en extensién; w: Zona periférica de crecimiento (Trinci, 1971; Prosser
y Trinci, 1979; Gow, 1995)

a f v Z0na periferica de crecimients (W) ——————
N S N

AV AVARER

Los materiales sintetizados por el aparato de Golgi en la zona periférica de crecimiento
fluyen por medio de vesiculas desde esta zona (w), pasan a través de los poros abiertos
(septos) de las células que la integran y se concentran en la punta de la hifa, donde
forman una zona que se denomina Centro Suministrador de Vesiculas (CSV). A este
punto es a donde las vesiculas llegan y desde donde son finalmente distribuidas comple-
tamente al azar y en cualquier direccién hacia la superficie celular. Segtin Lépez Franco
y Bracker (1996), las vesiculas, microvesiculas, microtdbulos y microfilamentos presen-
tes en el domo apical definen una regién aproximadamente esférica, obscura, dotada de
polaridad, muy densa, y de simetrfa bilateral denominada cuerpo apical (Spitzenkorper,
por su nombre original en aleman). Este cuerpo apical, que no est4 rodeado de una
membrana, funciona como un organelo muy especifico de los hongos, juega un papel
muy importante en la polaridad, la extensién hifal, en la morfogénesis y en la ramifica-
ci6n de las hifas (Gow, 1995; Markham, 1995). Girbardt en 1957, habia indicado ya que

P ostreatus, al igual que otros hongos septados, posefa este cuerpo apical.

Segtin Bartnicki-Garcfa et al. (1989) y Bartnicki-Garcfa ( 1997), la clave de la morfogéne-
sis se encuentra en el desplazamiento del CSV. Si éste permanece estacionario durante el
crecimiento, se forma una célula redonda, pero si se desplaza en linea recta automatica-
mente se producird una célula con la forma de una hifa. El indica que este proceso es
descrito por la ecuacién y= x cot (xV/N) en la cual V es la velocidad a la que se mueve
el CSV y N es el nimero de vesiculas por unidad de tiempo emanadas del CSV.

Al fusionarse las vesiculas a la membrana apical, se incorporan enzimas como la B (1-3)
quitina sintetasa. Estas enzimas producen compuestos como la quitina y diferentes glu-
canos que pasan a formar parte de una pared naciente. Otros compuestos como glucanos
y manoprotefnas son depositados en la pared por exocitosis de las microvesiculas. En el
domo apical, la quitina y los B (1-3) glucanos se vuelven més cristalinos por la formacién
progresiva de puentes hidrégeno y ligaduras covalentes. Por otra parte, la formacién de
ramificaciones se produce de la misma manera, en otros puntos de la hifa donde ha
habido un debilitamiento enzimético de la pared y un abultamiento inicial provocado
por la presién de turgor (Gooday, 1995).
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Asi como existe un flujo de materiales hacia el apice, aparentemente también existe un
movimiento de nutrientes desde el &pice hacia el interior de la colonia (translocacion).
Esto al menos ha sido demostrado con la glucosa y es probable que suceda con otros
nutrientes (Jennings, 1995). Debido a la existencia de este flujo dentro de las hifas,
cuando una de ellas es cortada transversalmente, el protoplasma escurre y la hifa em-
pieza a vaciarse hasta que reacciona y bloquea los septos necesarios.

FASES DEL CRECIMIENTO

El crecimiento de un hongo varia segun si se da en un medio liquido o en un medio
solido. En medio liquido crece solo sobre la superficie cuando el liquido esta en reposo;
pero si el medio es permanentemente agitado, pueden crecer en todo el volumen. Se-
gun las condiciones, el hongo puede o no formar pequefias esferas de micelio denomi-
nadas “pelotitas”. En medio liquido agitado, los hongos suelen presentar un desarrollo
tipico, similar al presentado por otros organismos, y que consta de las siguientes fases:
latencia, exponencial, declinacion, estacionaria y muerte. Este desarrollo se puede
representar de manera gréafica mediante una curva como la que se muestra en la figura
3. Cuando el crecimiento de un hongo se da en un medio solido en lugar de fase
exponencial se presenta una fase de crecimiento mas o menos lineal (Lilly y Barnett,
1951) y si se trata de un basidiomiceto, ademas puede presentarse, segun las condicio-
nes, una etapa de fructificacion.

La fase de latencia

Esta fase se presenta inmediatamente después de que el hongo ha sido inoculado en un
medio apropiado para su crecimiento. Es una etapa de adaptacion en la que no hay
crecimiento aparente, sino mas bien sintesis de los componentes celulares necesarios
para iniciar la elongacion celular. Si el hongo fue dafiado durante la siembra, en esta
etapa de latencia sintetizard pared celular y preparard puntos de crecimiento. La dura-
cion de la fase de latencia es muy variable y depende del tipo y del estado fisioldgico
del hongo, asi como del tipo de substrato y de las condiciones de cultivo. La fase de
latencia se minimiza 0 aun puede ser suprimida si un hongo es reinoculado, a partir de
una colonia que crece en fase exponencial, a otro medio de caracteristicas similares
(composicion, pH, temperatura). La fase de latencia puede sin embargo presentarse
aun en estas condiciones si el hongo es maltratado durante la siembra.

La fase exponencial

Esta fase es alcanzada cuando un hongo crece en medio liquido, después de que se ha
adaptado al medio de cultivo y estd en capacidad de aprovechar al maximo las condi-
ciones que éste le ofrece. Durante esta etapa el hongo alcanzard la tasa de crecimiento
méaxima que el substrato sobre el que crece le permite. Cuando los hongos filamentosos
crecen en medio s6lido no presentan una fase exponencial (0 no la mantienen por largo
tiempo, Koch, 1975), sino mas bien presentan una fase de crecimiento lineal. La tasa de
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Figura 3. Crecimiento del Pleurotus ostreatus ECS-0110 en medio liquido. Se observan las diferentes
fases de desarrollo: L=latencia; E=exponencial; D=declinacion; S=estacionaria. Condiciones de
cultivo: caldo de glucosa-extracto de levadura, agitacién 200 rpm, aireacion 1 vvm y temperatura
26°C. Tasa de crecimiento =0.036 ™ (Marquez-Rochaet al., 1999)
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crecimiento es un caracteristica muy importante de cada hongo, que varia con las
condiciones del medio y que sirve para hacer comparaciones o predicciones sobre el
comportamiento entre cepas o substratos diferentes. Las adiciones de nutrientes o com-
plementos al substrato tiene en muchos casos como consecuencia un mejoramiento de

la tasa de crecimiento.

\elocidad de crecimiento:

En condiciones Optimas, el crecimiento de un hongo se da de manera constante y el
incremento se da como una fraccion de la poblacion celular presente en el medio. Es

decir,

dx/dt= x

lo cual mediante integracién conduce a la siguiente expresion:

In x=In X, + t

que representa la ecuacion de una recta en coordenadas logaritmicas.
Si se define el tiempo de generacién como el tiempo necesario para que la poblacion en
estudio se duplique, entonces se tiene que el tiempo de generacion es:

t =0.689/
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Para el caso especifico de cultivo liquido agitado, Koch en 1975 obtuvo la siguiente
expresion:

W113=W01/3+(4T[F,13)l/3A|t

En este caso se considera que solo el cortex de las pelotitas del hongo, de espesor A fijo
y densidad p, crece en tres dimensiones a una tasa de extension lineal (I). Esta relacion
indica que la raiz cubica de la biomasa en peso (W) en un cultivo liquido agitado es
directamente proporcional al tiempo de cultivo (t), al espesor de la zona de crecimien-
to constante y a la tasa de extension lineal.

Por otra parte, considerando que los hongos filamentosos tienen una “unidad de creci-
miento” que se duplica a una tasa constante, Trinci (1974), dedujo que las hifas indi-
viduales se extienden a una tasa constante, lineal, mientras que la totalidad del mice-
lio crece de manera exponencial; es decir:
K= w

Lo cual indica que la tasa radial de crecimiento colonial (K ) esta en relacion directa
con la tasa especifica de crecimiento ( ) y con la zona periférica de crecimiento (w),
siempre y cuando esta Ultima permanezca constante. Dado que es muy facil determinar
K, por medio de la medicion del incremento radial de una colonia, se utiliza frecuen-
temente como una forma indirecta de estimar y sus variaciones; sin embargo para que
esto sea valido, se debe tener especial cuidado en confirmar que bajo las condiciones
de estudio w permanece constante.

Medicion del crecimiento:

Hay muchas formas de medir el crecimiento de un organismo (por el incremento en
masa, por la variacion en la concentracion de algin componente celular, por la produc-
cion de CO,, etc.). La eleccion del método depende en gran medida del objetivo de la
medicion. Para el caso de estudios relacionados con el cultivo de hongos, es de particu-
lar interés el estudio de la velocidad de colonizacion del substrato, por lo que es fre-
cuente el analisis del crecimiento micelial a traves del incremento radial de la colonia.
Esta es una técnica sumamente sencilla y ampliamente utilizada para determinar la
influencia de la temperatura, del pH, o de la composicion quimica del medio de culti-
vo, sobre el crecimiento; pero ha demostrado poca utilidad para hacer inferencias sobre
la produccion en cuerpos fructiferos y la productividad de los hongos, entre otras cosas
(Brancato y Golding, 1953).

Esta determinacion se puede hacer a través de la medicion periodica del didmetro o radio
de una colonia para después graficar los datos en funcion del tiempo y obtener la pen-
diente de la recta resultante. Una variacion de este método es colocar en tubos estériles
el substrato inoculado y medir la extension del crecimiento a intervalos periédicos.
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Cuadro 2. Tasa radial de crecimiento de algunas especies de Pleurotus y hongos relacionados

Hongo Tasa Radial de Crecimiento K, Referencia

P ostreatus ECS-0110 11 mm/dia Hernandez et al. 1995
P djamor ECS-0138 20.3 mm/dia Benitez et al. 1998
P djamor ECS-0149 7.15 mm/dia Benitez et al. 1998
Monilia sp. 2.9mm/h Lépez et al. 1996
Trichoderma viridae 0.5 mm/h Guzmén et al. 1993

La fructificacion

Cuando el micelio ha crecido suficientemente sobre el substrato y las condiciones del
medio ambiente lo permiten (temperatura, luz, humedad relativa, cantidad de oxigeno
y gravedad), las hifas se agregan para formar cuerpos fructiferos, también denominados
basidiomata, basidiocarpos o carpoforos, cuya funcién especifica es producir y disemi-
nar esporas. Los mecanismos que dirigen y regulan la formacion de cuerpos fructiferos
no son conocidos en la actualidad y resultan aun dificiles de explicar; sin embargo es
claro que su desarrollo requiere de una modificacion del comportamiento normal,
invasivo del micelio vegetativo, por otro en el cual las hifas no tengan un crecimiento
divergente, sino que converjan para formar un o6rgano diferenciado. (Moore, 1995).

Balance de materia
El balance de materia para el crecimiento de los hongos, puede ser delineado de la
manera que se presenta en la figura 4.

Figura 4. Balance de materia durante el cultivo de un hongo

Substrato (S,) Agua (6{0)

A N v

2

Inéculo (S, X,) = | Fermentaci6nsélida | =9  Biomasa (X,)

7 N N

o Agua residual Substrato degradado (S,)

Para la fase biotica: X +Y(S,)+Y(S,)=X,, en donde:

S,= Substrato en el inoculo (g)

S,= Substrato para fructificacion (g)
S,= Substrato degradado (g)

X,= Biomasa del inéculo (g)

X,= Biomasa producida (g)

Y= Rendimiento
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X, es el total de hongo producido como micelio (X ) + los cuerpos fructiferos (X,)

Como S, << S,y X << X, el rendimiento del proceso puede considerarse como: Y =
XS,

Sin embargo, para este caso especial de produccion de carp6foros es méas interesante
estimar:

Y, = XS,

Que es es la formula que se utiliza para calcular el rendimiento de un sistema de cultivo
de hongos comestibles. Por otra parte, resulta de gran interés practico la definicion de
los términos Eficiencia Bioldgica (EB) y Tasa de Produccion (TP) (Royse 1985), que
son: el peso fresco de carpo6foros producidos/Peso seco del substrato utilizado y la EB
diaria, o sea:

EB= (Peso de los cuerpos fructiferos frescos/ Peso seco del substrato)>=100 y

TP= EB/ dias requeridos para cosecha

La fase de declinacion

Esta fase se presenta cuando la acumulacion de los desechos del metabolismo del hongo
alcanzan niveles que se vuelven limitantes para el crecimiento o porque alguno de los
nutrientes escasea 0 se termina. En estas condiciones la tasa de crecimiento maxima no
puede ser mantenida y empieza generalmente a disminuir de manera paulatina. La
importancia de esta disminucién depende de la importancia de los factores o nutrientes
agotados o acumulados.

La declinacion es una fase propicia para que aparezcan mutaciones celulares porque,
sobretodo en cultivos puros, se disminuye la presion de seleccion. Dadas las condiciones
adversas del medio durante la declinacién, es relativamente frecuente que un organismo
pierda algunas capacidades o modifique otras por mutacion. Esto explica por qué la resiembra
continua o sistemética de un organismo en un medio de cultivo, sobre todo sintético,
puede conducir rdpidamente al agotamiento de la cepa o0 a la pérdida de la misma.

La fase estacionaria y la muerte

La fase estacionaria es el punto en el cual el crecimiento cesa, aunque todavia prevale-
ce un metabolismo celular de mantenimiento. Durante esta etapa aun hay consumo de
glucosa y otros nutrientes. El hongo en esta fase es alin capaz de reiniciar crecimiento si
es resembrado en un medio propicio, aunque tendrd un periodo de latencia mas o me-
nos largo segun las condiciones. Durante la fase estacionaria empiezan a aparecer diver-
sos tipos de enzimas autoliticas que conducen a la muerte del hongo.
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FACTORES QUE AFECTAN EL CRECIMIENTO Y LA FRUCTIFICACION. EL cAso DE PLEUROTUS sPP.

El desarrollo de los hongos se ve afectado por varios factores. A continuacion se comen-
tan los mas importantes:

La temperatura

La temperatura afecta el metabolismo de las células. Influye tanto en la capacidad
enzimatica del organismo, como en la fluidez de los lipidos de la membrana celular. La
sensibilidad a la temperatura no solo varia entre cepas sino también para una misma
cepa segun su etapa de desarrollo. Asi, es posible y ain frecuente que un hongo tenga
una temperatura Optima de germinacion y que ésta sea diferente de su temperatura
Optima de crecimiento micelial o de su temperatura 6ptima de fructificacion.

Pleurotus es un género de hongo cuyo micelio puede crecer en un rango amplio de
temperaturas. Zadrazil (1974) reportd que las especies P ostreatus, P eryngii y P cornucopiae,
crecian en un rango entre 0 y 35°C con temperaturas Optimas de 30°C para la primera y
de 25°C para las dos ultimas. Este mismo autor demostré que estas especies podian
soportar 40°C durante 24 horas (pero no 72 h) y después reiniciar su crecimiento. Por
regla general, las temperaturas 6ptimas para la fructificacion de las especies de Pleurotus
son ligeramente inferiores que las temperaturas 6ptimas para crecimiento micelial.

Los rangos de temperatura mencionados deben ser considerados solo como indicativos,
ya que dentro de una misma especie puede haber grandes variaciones entre cepas. De
hecho, actualmente es posible hacer mejoramiento genético para desarrollar cepas que
crezcan a temperatura diferentes de la dptimas de sus progenitores (Labarere, 1993 ).

El pH

El potencial de hidrogeno del medio de cultivo donde crece un hongo tiene una in-
fluencia directa sobre éste, porque incide sobre el carcter i6nico del medio e influye
directamente sobre las proteinas de la membrana y sobre la actividad de las enzimas
ligadas a la pared celular; es decir, afecta directamente su metabolismo.

Si el pH del substrato donde crece un hongo no es el adecuado, aunque las condicio-
nes de temperatura y nutrientes sean Optimos, el crecimiento se vera afectado. Por otra
parte, el valor del pH del medio es alterado por el crecimiento del hongo, por ejemplo,
Rajarathnam y Bano (1989) comentan que las fuentes de nitrégeno producen cambios
importantes en el valor del pH del medio, de tal manera que las sales de amonio oca-
sionan que el medio en el que crece una cepa de Pleurotus que degrada amonio se
acidifique y que las sales de nitrato lo vuelvan alcalino .

Para el crecimiento de Pleurotus se han citado rangos de crecimiento entre 4 y 7 de pH.

Con un 6ptimo entre 5y 6. Este valor sin embargo suele variar entre cepas y especies.
Asi, Zadrazil (1974) cita que los substratos acidos (pH 4) inhiben el desarrollo de P
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ostreatus y P eryngii y que estos hongos encuentran un pH 6ptimo en un rango entre 5.5
y 6.5. Rajarathnam y Bano (1989), citan valores de 6.5-7.0 para especies como P. djamor,
P pulmonarius, y P eous, mientras que Srivastava y Bano (1970), indican que P djamor
puede crecer entre valores de pH de 4 y 9 con un 6ptimo en 5.5

Dado que la mayoria de los contaminantes que se encuentran durante el proceso de
cultivo son mas sensibles a los valores altos de pH que las especies de Pleurotus, actual-
mente al preparar el substrato se prefieren valores més elevados que los sefialados como
Optimos. Esto deriva de los resultados obtenidos por diversos investigadores, entre ellos
Stolzer y Grabbe (1991) por ejemplo, quienes demostraron que Trichoderma hamatum
reduce notablemente su crecimiento a pH 7 y es totalmente inhibida a pH 8.5.

El substrato

La ecuacion siguiente, definida por Monod y citada por Stafford (1986), relaciona el
crecimiento celular en funcion de la concentracion de un substrato limitante

= [SU/(Ks + [S])

Para el caso de los hongos, dicha relacion, valida dentro de ciertos limites, explica como
dada la velocidad maxima de crecimiento de un hongo en un substrato, su velocidad
puede variar de manera proporcional de acuerdo a la concentracion de éste. Esta for-
mula define a Ks como la constante de afinidad, la cual es un pardmetro muy Util para

hacer comparaciones entre varios hongos respecto de su afinidad por uno o varios
substratos; o para conocer la relacion especifica de uno de ellos con diferentes substratos.

Un substrato es conveniente para el crecimiento de un hongo, si contiene todos los reque-
rimientos nutritivos en cantidad suficiente para que éste sintetice sus metabolitos y tome
de él la energia que requiere. Dado que no existen estudios que definan los requerimien-
tos minimos para el crecimiento en medio sélido y la fructificacion de las especies de
Pleurotus, los conocimientos que se tienen sobre este aspecto derivan de estudios en medio
liquido o en substratos sélidos de composicion compleja. En estos estudios se ha podido
observar que los requerimientos pueden variar segun los nutrientes presentes en el medio
y que el tipo o la concentracion dptima de un substrato varia si otros nutrimentos o facto-
res (temperatura, pH) se encuentran en condiciones subdptimas.

En los capitulos VIII y I1X se tratara a detalle la importancia del substrato, su prepara-
cion y suplementacion, por lo que aqui solo se dan conceptos béasicos sobre su importan-
cia en el desarrollo de Pleurotus spp.

Carbono

El carbono es necesario para los hongos porque es la fuente directa de energia para su
metabolismo; asi mismo, es necesario para la formacion de las diferentes partes y estruc-
turas celulares. Dada la importancia que tiene para la vida de la célula, este elemento
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es el que requiere en mayores cantidades. El carbono puede ser utilizado por el hongo a
partir de diferentes fuentes como polimeros, carbohidratos, lipidos, etc.

Polimeros: La mayoria de los basidiomicetos son considerados “degradadores de madera”
porque son capaces de crecer sobre la biomasa proveniente de las plantas lefiosas. Las
especies de Pleurotus son consideradas de pudricion blanca porque son capaces de de-
gradar materiales ricos en lignina, celulosa y hemicelulosa. Platt et al. (1981) observa-
ron que el contenido de lignina de rastrojo de algodon fue disminuido por Pleurotus sp.
en un 70% en 21 dias. Por su parte, Zadrazil (1974), observd que después de cosechar los
cuerpos fructiferos de P ostreatus, las cantidades finales de holocelulosa, celulosa y lignina
se reducian en un 80% y concluyd diciendo que todos los materiales que contengan
celulosa y lignina (con excepcidn de los téxicos y con metales pesados), pobres en nitro-
geno pueden ser usados como substratos para Pleurotus spp.

Azucares: Los carbohidratos se encuentran entre las fuentes de carbono preferidas por
las especies de Pleurotus. Segun Raypeck (1977), La glucosa, la manosa y la galactosa
son buenos substratos para esta especie, mientras que la xilosa y la arabinosa producen
un crecimiento deficiente. Srivastava y Bano (1970), indican que P djamor tiene buen
crecimiento en presencia de manosa, fructosa y glucosa.

Lipidos: La adicion de aceites vegetales tiene un efecto benéfico para el crecimiento
micelial de P sapidus y P ostreatus. Segun Kurtzman (1974 y 1976), los productos de la
hidrolisis de aceites (glicerol, acidos grasos y saponinas) deprimen el crecimiento, pero
la adicion de triglicéridos y metil ésteres de acidos grasos generalmente promueven el
crecimento. El incremento en el crecimiento aumenta conforme aumenta el nimero de
carbones en los acidos grasos C4-C14 y disminuye ligeramente entre C14 y C18. Al
utilizar &cidos C18, el crecimiento aumenta con el grado de insaturacion, siendo el
acido linoléico el mejor acido de este grupo.

Nitrégeno

Los substratos sobre los que suelen fructificar las especies de Pleurotus pueden contener
valores bajos de nitrégeno por lo que se ha llegado a pensar que este género es capaz de
fijar nitrégeno atmosférico. Sin que esto haya sido demostrado, si es notorio que la
concentracién en nitrégeno en el cuerpo fructifero en algunos casos es mayor que la del
substrato sobre el cual crece. Las especies de Pleurotus tienen la capacidad de crecer
sobre fuentes inorganicas de nitrogeno, como el nitrato de potasio o la urea, aunque se
observa que prefieren las fuentes organicas para un crecimiento 6ptimo. Asi, Hong en
1978, indicd que la peptona es un fuente de nitrégeno que da un répido crecimiento
micelial y formacion de cuerpos fructiferos, aunque la alanina, el &cido aspartico, la
glicina y la serina, dan rendimientos pobres. Las fuentes inorganicas agregadas a la
peptona, como el sulfato y el tartrato de amonio, o varios amino acidos como la D, L-
alanina, la L-leucina, el acido glutamico o la lisina producen incrementos en el rendi-
miento entre 10 y 25%. Mas tarde, Khanna y Garcha (1985), encontraron que la peptona
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beneficia el crecimiento de P. pulmonarius y P ostreatus y que los nitratos de sodio y
potasio son una buena fuente para P pulmonarius, P ostreatus, y P sapidus. Voltz (1972)
determiné que el citrato de amonio era una buena fuente para P, ostreatus y Rajarathnam
y Bano (1986) indicaron que los acidos organicos son nutrientes que no confieren nin-
guna ventaja para la explotacion industrial de las especies de Pleurotus.

La afinidad por las fuentes de suministro de nitrogeno varia entre las diferentes especies
de este género, pero ademas varia para una cepa determinada segun el substrato sobre
el que esta crece; por ejemplo, Manu-Tawiah y Martin (1988) encontraron que P ostrea-
tus alcanzaba un maximo rendimiento (60%) en cultivo liquido cuando usaron un
hidrolizado de turba suplementado con extracto de levadura, sin embargo cuando utili-
zaron un medio sintético, la mejor fuente de nitrégeno fue el citrato de amonio (64%).

Es importante hacer notar que segin el metabolismo de cada especie, y en funcion de la
fuente de nitrégeno, el pH del substrato puede variar durante el crecimiento del hongo,
hasta hacerlo poco 0 nada propicio. Bajo estas circunstancias, un substrato puede pare-
cer inadecuado para el crecimiento, cuando en realidad es por consecuencia del pH
del medio. Esto generalmente se presenta cuando un hongo crece en sales de amonio de
un acido inorgénico, ya que el medio se vuelve rapidamente acido y puede alcanzar
valores de 3 e inferiores. (Srivastava y Bano, 1970; Manu-Tawiah y Martin, 1988).

Relacion C/N

Manu-Tawiah y Martin (1988), determinaron que la relacién 6ptima para el crecimien-
to en medio liquido de P ostreatus era 40:1. Por su parte, Hong en 1978, encontrd que
para la misma especie, una relacion de 15.23 permitia una rapida formacion de cuerpos
fructiferos con bajos rendimientos, que una relacién de 11.42 incrementaba los rendi-
mientos pero que disminuia la formacion de cuerpos fructiferos y que tomando en cuen-
ta los dos aspectos (rendimiento y velocidad de formacion), la relacion dptima debia ser
30.46. Por su parte, Rajarathnam et al. (1986) encontraron que una alta relacion C/N es
necesaria para el crecimiento micelial de P djamor mientras que una baja favorece el
desarrollo de cuerpos fructiferos.

Minerales

Desde 1943 Treschow al trabajar con Agaricus bisporus llegd a la conclusion de que
tanto este como otros hongos y levadura no son capaces de crecer en ausencia de calcio
y que este mineral es requerido en mayores cantidades por sus efectos protectores y
antagonistas con respecto de otros minerales como K o Mg. Estudios posteriores han
confirmado esta aseveracion. Asi por ejemplo, Srivastava y Bano en 1970 obtuvieron los
rendimientos méas altos para el cultivo liquido de Pleurotus djamor cuando usaron con-
centraciones de 0.22, 0.28, 0.98 y 0.049 mg/I de fésforo, potasio, calcio y magnesio res-
pectivamente. Por su parte, Manu-Tawiah y Martin (1987) llegaron a la conclusion de
que P ostreatus crece mejor cuando hay KH,PO, presente en el medio y que sus reque-
rimientos en magnesio son tan bajos que pudieron ser suministrados por el substrato que
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ellos utilizaron (turba hidrolizada). Por aparte, Kurtzman y Zadrazil reportaron que el
cloruro de sodio no tiene efecto significativo sobre P. ostreatus, aunque si un muy ligero
efecto en el crecimiento de P sapidus.

Vitaminas

Hashimoto y Takahashi (1976) indicaron que P ostreatus requiere tiamina para su creci-
miento en una concentracion éptima de 100 mg/l y que cuando tal vitamina estéa presente,
ninguna otra es necesaria. Hong (1978), indicé que la concentracién de 50 mg/l provoca
un excelente crecimiento tanto del micelio como de los cuerpos fructiferos y que el acido
indolacético y la citosina causan en esta especie un mejor crecimiento micelial pero que
no tienen influencia sobre el rendimiento. Por su parte Jandaik y Kapoor (1975), determi-
naron que para la especie P pulmonarius la tiamina y la biotina son indispensables.

La humedad en el substrato

El contenido de humedad influye directamente sobre el desarrollo de los hongos porque
afecta la disponibilidad de nutrientes. Asi, los contenidos de humedad inferiores al 50%
no serdn propicias y una humedad superior al 80% tendra un efecto negativo en el
crecimiento de Pleurotus spp. El contenido 6ptimo de humedad depende no solo de la
especie de hongo gue se cultiva, sino también del tipo de substrato utilizado. En efecto,
cada substrato tiene una capacidad de retencion de agua diferente y esto hace que la
humedad dptima para el crecimiento sea diferente; por ejemplo, Alba (1994) demostré
que la capacidad de retencion de la madera de cacao Theobroma cacao y del yaite
Glycine maxima eran diferentes por lo que una misma cepa de Cookeina sulcipes crecia
de manera 6ptima con humedades diferentes sobre cada uno de esos dos substratos.
Rajarathnam y Bano (1989) indicaron que las especies P. cornucopiae, P ostreatus y P
eyngii tienen una relacion éptima rastrojo de trigo: agua de 1:4.4.

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

La humedad del aire

Este es un factor de suma importancia para la adecuada fructificacion de las especies de
Pleurotus. Dado que los cuerpos fructiferos estdn formados por un alto contenido de
agua y su estructura hifal no les permite retener la humedad en condiciones adversas,
un balance adecuado entre la humedad ambiental y el contenido de humedad del
hongo es necesario. Debido a esto, la humedad relativa del ambiente donde crece el
hongo debe ser suficiente para evitar que tanto el substrato como los cuerpos fructiferos
se deshidraten. En general, los hongos son muy susceptibles a las variaciones en la
humedad relativa. Asi por ejemplo, Cailleux et al. (1976), indicaron que la humedad
adecuada para el desarrollo de P eryngii era de 85-95%, mientras que Block et al. (1959)
indicaron que la humedad 6ptima para la fructificacion de P ostreatus era de 85%.
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Tamafio de particula

El tamafio de particula afecta el crecimiento y la fructificacion porque se relaciona con
la accesibilidad a los nutrientes, al agua y al aire por parte de las hifas del hongo. Los
tamarios de particula muy pequefios dificultan la aireacion necesaria para la respiracion
y los tamafios muy grandes son inadecuados porque dificultan la compactacion del subs-
trato y el acceso del hongo a los nutrientes. Rajarathnam y Bano (1989), recomiendan
tamarfios de particula de 2-3 cm cuando se usa rastrojo de arroz para el cultivo de espe-
cies de Pleurotus.

La aireacion

El oxigeno es un elemento de gran importancia para el crecimiento de los basidiomice-
tos porque son organismos aerobios. Estos organismos presentan requerimientos de oxi-
geno diferentes segun el estado fisioldgico en que se encuentren. Para el caso de Pleurotus
spp., se ha notado que la concentracion alta en CO, estimula la germinacion de las
esporas y el crecimiento micelial pero inhibe la fructificacion. Segun Zadrazil, (1974), la
estimulacion varia segun las especies; por ejemplo: P ostreatus obtiene una méaxima
estimulacion de su crecimiento micelial cuando el aire contiene 28% de CO,, mientras
que P eryngii lo obtiene con 22%. Por su parte Kamra y Zadrazil (1986), sefialaron que la
pérdida de materia organica y la deslignificacion del substrato son mayores cuando se
da en una atmosfera con 100% de oxigeno y que la concentracion de CO, las influencia
negativamente. Estos mismos autores sefialaron que, durante su experimento en matraces,
la formacion de primordios se dio a los 8-10 dias después de la inoculacion solo cuando
se mantuvo un flujo continuo de aire de 30 I/h; que cuando la aireacion forzada se
detuvo la fructificacion se pospuso de 1 a dos dias y que no se dio en absoluto cuando los
matraces se ventilaron solo 2 veces al dia. La fructificacion suele darse en condiciones
normales cuando se tiene un 20% de oxigeno y una concentracion de CO, no mayor de
800 ppm en el ambiente que circunda al hongo.

La luz

Segun Eger (1974), P ostreatus no puede fructificar en oscuridad continua. Para poder
hacerlo requiere ser expuesto a longitudes de onda inferiores a 600 nm, sin embargo la
sensibilidad tanto de la cantidad como de la calidad de la luz depende de las especies.
Esta misma autora indico que la sensibilidad a la luz es méxima desde momentos previos
hasta horas después de que el micelio ha colonizado el substrato. Por su parte Kamra y
Zadrazil (1986), encontraron que una exposicion diaria de 20 minutos a la luz es sufi-
ciente para que P pulmonarius fructifique.
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Sistematica del género Pleurotus con énfasis en las especies cultivadas

INTRODUCCION

El género Pleurotus spp. se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial e inclu-
ye especies comestibles de alto valor econémico en muchos paises. Pleurotus ostreatus
(Jacg. Ex Fr.) Kumm (hongo ostra), es una de las especies mayormente cultivadas (Chang,
1996); sin embargo, existen otras, denominadas “exoticas”, que son producidas en me-
nor escala de manera local en diversos paises. Buchanan (1993) reconoce un ndmero
mayor de 20 especies y entre ellas sefiala a P cornucopiae (Paulet Pers.) Roland, P
pulmonarius (Fr.) Quél. y P eryngii (DC Fr.), entre otras.

La taxonomia del género es muy compleja debido a un alto grado de variabilidad
morfoldgica de los basidiocarpos, lo cual es atribuido principalmente a diversos factores
ambientales. Debido a esta situacion, una misma especie puede ser identificada bajo
diferentes nombres. Otros factores que hacen compleja la taxonomia del género son la
plasticidad fenética y la variabilidad genética. Un entendimiento de su taxonomia y la
relacion que guardan entre las diferentes especies de acuerdo con su distribucién geo-
gréfica son los principales intereses cientificos en futuros programas de mejoramiento
genético y de preservacion de germoplasma nativo, particularmente en regiones poco
exploradas como el Tropico. Esta falta en el entendimiento taxonémico de las especies
cultivadas de Pleurotus hace dificil la aplicacion de la tecnologia de mejoramiento
genético y de cultivo en dichas especies. Una correcta identificacion de la especie de
interés evitara gastar tiempo en pruebas genéticas de incompatibilidad entre cepas o
colecciones que no guardan ninguna relacion genética.

Se han hecho enormes esfuerzos para clasificar las especies del género Pleurotus por
medio de criterios morfoldgicos, fisiolégicos, bioquimicos y genéticos (Romgnesi, 1969;
Anderson et al., 1973; Han et al., 1974; Maning, 1977; Eger et al., 1979; Hilber, 1982;
Kulkarni et al., 1987; May y Royse, 1988; Zervakis et al., 1994; Iracabal et al., 1995). Sin
embargo, aunque han generado valiosa informacion sobre la distribucion taxonémica
dentro del género, estos no han sido completamente satisfactorios y concluyentes.

En sistematica, dos términos-conceptos son de vital importancia para el entendimiento
de la definicién de especie y su relacion con otros organismos. En este caso se particula-
riza con el ejemplo del género Pleurotus. Estos conceptos son: especie bioldgica y especie
filogénica. La especie es la unidad fundamental de la clasificacion bioldgica, sin embar-
go, la definicion y delimitacion de ésta puede ser méas compleja (Carlile y Watkinson,
1994). Desde el punto de vista bioldgico-genético, los individuos de dos poblaciones de
una especie son capaces de unirse y producir descendientes viables. Por muchos afios se
ha aceptado que una especie “cualitativamente” muestra similitudes genéticas entre
individuos de dos poblaciones, los cuales son capaces de intercambiar, hibridizar y evolu-
cionar con un mismo patron de conducta sexual. Por otra parte, el concepto de especie
filogénica es més bien “cuantitativa” y delimita a dos organismos como una sola especie 0
grupo de especies Unicamente basado en la homologia de ciertas regiones de su ADN.
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En las siguientes secciones se discutiran algunos conceptos en la sistematica tradicional
y molecular en el género Pleurotus spp. con el fin de tener un mayor panorama de la
distribucion de las especies y la relacién que tienen entre si, particularmente de las
especies cultivadas.

SISTEMATICA TRADICIONAL

El ser humano por naturaleza acostumbra a darle nombre a las cosas que habitan a su
alrededor, basado en el color y la forma. De esta manera crea reglas para la identifica-
cion de éstas. En el caso de los hongos, la morfologia de los cuerpos fructiferos (macro y
microscopica) ha sido punto de referencia en la clasificacion tradicional. A continua-
cién se describen algunos rasgos caracteristicos relevantes de las especies del género
Pleurotus sin profundizar en alguna especie en particular. Dado que este capitulo pre-
tende dar un panorama general de la situacion actual en la sistematica del género, las
claves taxonOmicas para la identificacidn clasica pueden encontrarse en otros textos
(Pilat, 1935; Singer, 1975; Corner, 1981; Hilber, 1982; Singer, 1986). Las figuras 1-3
muestran tres especies comestibles cultivadas.

Figura 1. Cuerpos fructiferos de P. ostreatus

Color y forma

En México como en otros paises de América Latina, las especies de Pleurotus son cono-
cidas con nombres comunes o0 vernaculos segin la region y el tipo de arbol o tronco en
el que habitan (hongo de palo podrido, hongo de cazahuate, hongo de huarumbo, hon-
go del izote, etcétera) (Calderon, 1987) (figura 1).

Singer (1975, 1986) dividié al genero Pleurotus en cinco secciones, sin embargo la sec-

cion de P ostreatus es muy controversial y aun ahora, muchas especies no han sido
completamente definidas o identificadas (tabla 1). En general, Pleurotus spp. presenta
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un sombrero o pileo liso convexo, raramente redondo, casi siempre en forma de ostra o
concha. Puede presentar escamas hacia el centro o en la base y los cuerpos fructiferos
son por lo general concrescentes. El pileo puede medir entre 5y 12 cm de didmetro. Su
color es muy variable, negro violaceo, pardo ceniciento, gris, amarillo, blanco, rosa se-
gun la especie. Sus laminillas son muy decurrentes, anastomosadas en la base, anchas,
blancas y algunas veces amarillas. El estipite es corto, excéntrico o lateral, engrosado
gradualmente hacia el lado del sombrero o pileo, algunas veces no se presenta. General-
mente mide alrededor de 2 cm de largo, 1-2 cm de grosor, y es blanguecino y de contex-
to blanco. Las esporas son de color lila 0 crema en masa, elipsoide con una talla prome-
dio de 9.5%3.5 micras (Guzman, 1990).

Tabla 1. Clasificacion taxondmica del género Pleurotus

Reino Fungi
Division Basidiomicotina
Clase Homobasidiomicete
Subclase Hymenomicete
Orden Agaricales
Familia Tricholomataceae
Género Pleurotus

Estudios de incompatibilidad genética

Desde el punto de vista genético, Pleurotus spp. ofrece un excelente sistema para el
andlisis de especiacion en basidiomicetos. Por lo consiguiente, y con el fin de proveer
informacion acerca de la relacion genética dentro y entre colecciones de diferentes
regiones geogréficas, se han llevado a cabo diversos estudios de incompatibilidad en
el género, en especies tales como P. ostreatus (Jacq. Ex Fr.) Kumm, P pulmonarius (Fr.)
QUuél, P. columbinus (Quél. Apud Bres.) Quél, P sapidus (Schulzer and Kalchbr.) Sacc.
(Terakawa, 1960; Eugenio y Anderson, 1968; Anderson et al., 1973; Manning, 1977,
Eger, 1978; Eger y Leal-Lara, 1979; Anderson et al., 1991; Zervakis y Balis, 1995).
Estos estudios han demostrado la existencia de grupos de interesterilidad y grupos
que aunque morfolégicamente estan localizados en diferente taxa, pueden o no per-
tenecer a una misma especie bioldgica. Dichos patrones de interesterilidad denomi-
nada especiacion pueden ser observados como una demarcacion café-obscura en la
zona de union entre dos homocariones. Este tipo de reaccion puede ser interpretada
como un proceso de especiacién debido a un aislamiento geogréafico. En un gran
numero de casos se pueden observar complejos de especies 0 poblaciones en proceso
de especiacion, tales como el complejo Armillaria mellea (Korhonen, 1978; Anderson
y Ullrich, 1979), el grupo Collybia drophila (Vilgalys y Miller, 1983; Vilgalys y Miller,
1987), Agaricus bitorquis (Martinez-Carrera et al., 1995), el grupo Agaricus arverses
(Calvo-Bado et al., en prensa) y en otras especies silvestres del género Agaricus
(Anderson et al., 1984).
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Figura 2. Pleurotus eryngii cultivado sobre paja. NGtese el grosor y ubicacion del estipite.

Hilber (1982) y Vilgalys et al. (1993) estudiaron la relacion genética entre colecciones
de dos regiones geogréficas de América del Norte y de Europa. Sus estudios demostra-
ron que aunque las colecciones fueron identificadas con nombres distintos, cuatro
grupos de especies fueron delimitadas basados en el andlisis de incompatibilidad. Ané-
lisis recientes han revelado la existencia de 15 grupos geograficos de especies en el
género Pleurotus basado en estudios de incompatibilidad (Vilgalys et al., 1996), sin em-
bargo, estos grupos podrian ser ampliados o nuevos grupos podrian ser afiadidos con las
investigaciones actuales en diversos laboratorios. En la tabla 2 se muestran los grupos
bioldgicos de las especies de Pleurotus y su distribucion geogréfica. Es interesante sefia-
lar que los grupos Il P populinus, VIII P levis, y XI P. agaves son Unicos y solo estan
presentes en América del Norte. Otros grupos como el grupo XII P abieticola, XIII P
brazil, XIV P australis y XV P purpureo-olivaceus estan presentes en Asia, América del
Sur, Australia y Africa, respectivamente. De acuerdo a estas recientes observaciones el
grupo V P. djamor es uno de los grupos mas cosmopolitas y es observado en todos los
continentes.
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Tabla 2. Grupos de incompatibilidad en Pleurotus spp. basado
en el concepto de especies biolégicas (Vilgalys et al., 1996).

Grupo  Especie Asia  America Europa Austrolasia  Africa America
del norte del Sur

| P ostreatus v \Y Y

1 P. pulmonarius v v v v

Il P. populinus v

v P. cornucopiae v v

\% P. djamor % v v v v v

VI P eryngii % v

Vil P. cystidiosus % v % v

VI P. levis

IX P. dryinus s v

X P tuberregium % % v

XI P agaves” v*

X1 P. “abieticola” v

X1 P “brazil” \Y

XV P australis v

XV P, purpureo-olivaceus v

* Especie de Pleurotus colectada en México.

Petersen y Ridley (1996) mostraron que una coleccion de Pleurotus aislada en Nueva
Zelanda fue sexualmente compatible a diferentes niveles con cinco especies diferentes
(P eryngii, P ostreatus, P. populinus, P abieticola, y P pulmonarius). Esto indica claramente
la falta de informacion de colecciones en regiones poco estudiadas y aun por encontrar,
y que resta incluir en la base de datos moleculares de las actuales investigaciones en la
sistemética de Pleurotus spp.

SISTEMATICA MOLECULAR

Hoy en dia, los estudios moleculares han servido de guia para un mayor entendimien-
to de la relacion que guardan las especies de hongos, los complejos de especies y sus
estructuras en la poblacidon (Egger, 1992), mediante el uso de ADN mitocondrial
(Jahnke et al., 1987; Smith y Anderson, 1989; Smith et al., 1990) y la homologia en sus
secuencias (Horgen et al., 1984). De particular interés es una region del ADN ribosomal
(rADN) denominada en inglés como Internal Transcribed Spacer region (ITS). Esta
es altamente polimorfica y ha sido usada ampliamente en estudios taxonémicos y
filogenéticos en hongos con el fin de determinar relaciones entre especies (White et
al., 1990; Hibbett, 1992; Bridge y Arora, 1998). EI ITS consiste de dos regiones varia-
bles localizadas dentro del rADN, entre las subunidades 18S rADN, 5.8S rADN, y 28S
rADN altamente conservadas (figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica de la regién del ITS del ribosoma
nuclear, localizacion de los ““primers’” y direccion de sintesis.

ITS1 ITS3
rADN 5.8S rADN
185 Irsi Apn [ TP2 285
ITS2 ITS4

El andlisis del ITS y de otras regiones del rADN ha sido llevado a cabo en diversos
hongos comestibles como el grupo Agaricus arvenses (Calvo-Bado et al., en prensa),
Auricularia spp. (Berres et al., 1995), Armillaria spp. (Chilliali et al., 1998), Ganoderma
spp. (Moncalvo,1996) y Lentinus-Lentinula (Hibbett and Vilgalys, 1993; Nicholson et
al., 1995) y muy recientemente en Pleurotus spp. (Neda y Nakai, 1995; Vilgalys y Sun,
1994). Sin embargo, aun con estos estudios, la relacion evolucionaria entre las espe-
cies de Pleurotus no esta bien entendida, lo cual se refleja en su compleja taxonomia.
Vilgalys y Sun (1994) demostraron la relacion filogenética que existe en ocho grupos
(1-V1I1) de especies de Pleurotus. De este reporte, los grupos V y VII son comunes en
México. Ellos corresponden a especies identificadas como P. djamor, P. salmoneostra-
mineus y P. salmonicolor (grupo V). Estas especies son particularmente observadas en
regiones tropicales y existe una estrecha relacion filogenética entre colecciones de
regiones asiaticas (Malasia). El grupo VII considera especies identificadas como P
cystidiosus, P. abalonus y P smithii observadas en regiones de América del Norte y
México.

Iracabal et al. (1995) han reportado resultados similares a los obtenidos por Vilgalys y
Sun (1994). Este estudio molecular basado en el analisis del polimorfismo de restric-
cion del ADN ribosomal-RFLP (Random fragment length polymorphisms) de 29 co-
lecciones de Pleurotus spp., mostrd una gran variabilidad genética dentro de un mis-
ma especie lo cual se refleja en la variabilidad fenética. Ellos sugirieron que ciertos
fragmentos de ADN denominados en biologia molecular como marcadores moleculares
correspondientes a ciertos grupo de especies podrian ser usados para la correcta iden-
tificacion de estas especies de Pleurotus, pero ademas, el uso de secuencias especifi-
cas para cada especie (primers) y el uso de la tecnologia de PCR (reaccién de la
polimerasa en cadena) en un futuro cercano permitird la identificacion correcta de
las especies.

La figura 5 muestra la relacién que muestran las especies de los principales grupos del
hongo ostra basados en la secuenciacion de genes del ARN ribosomal (Vilgalys 1997) y
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Figura 5. Arbol filogenético que muestra las principales
interrelaciones del grupo P. ostreatus (Vilgalys 1997).
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en el capitulo V (pagina 106) se observa la relacidn entre 16 aislamientos segin los
dominios variables mitocondriales V4, V6 y V9 (Gonzélez y Labarere, 2000).

RESUMEN Y PERSPECTIVAS

El aislamiento geogréfico es uno de los factores determinantes en la separacion de
grupos de especies bioldgicas en Pleurotus. Esto crea barreras que previenen la interac-
cion en las poblaciones y da lugar al proceso denominado especiacion. Los estudios de
incompatibilidad combinados con los caracteres morfolgicos son determinantes para
la delimitacion del concepto de especie bioldgica. Una estrecha interaccion entre ca-
racteres morfoldgicos, de crecimiento, de distribucién geogréfica y de hospedero son
determinantes para la asignacion de grupos de especies en las nuevas colecciones de
Pleurotus. Los estudios morfoldgicos, de incompatibilidad y moleculares entre coleccio-
nes son los criterios importantes en la determinacion y correcta interpretacion de las
especies en estudio (figura 6).

Con el avance tecnoldgico y el desarrollo de las herramientas moleculares, caracteristi-
cas tales como el color de la esporada, han quedado fuera de estudio y por lo tanto no
son viables para usarlas como caracter taxondmico por si solo. Un estudio integral de la
sistemética del género Pleurotus spp. involucraria estudios de incompatibilidad y de
variabilidad genética entre colecciones, ya que dos colecciones de hecho presentan
variacion (ADN fingerprinting) y no pueden interpretarse como especies diferentes.
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Figura 6. Interaccion de tres disciplinas en el entendimiento de la sistematica de Pleurotus spp.

Estudios Morfol4gicos

Sistemética
de Pleurotus
Estudios Moleculares < P  Estudios de Incompatibilidad

De acuerdo con los resultados publicados en los Gltimos afios, se observa una enorme
falta de informacion en algunos especimenes colectados en paises de América Latina
por lo cual no estan incluidos en los estudios de biodiversidad y especiacion en Pleurotus.
Esto incluye algunas colecciones de México y Brasil. Actualmente, un estudio sistema-
tico mas amplio en selecciones del sur de México y de América Central esta en proceso
(Huerta G., comm. pers.), lo cual permitird tener una panorama mas amplio de la distri-
bucién de Pleurotus spp., particularmente del complejo cosmopolita de P. djamor.
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La conservacion y el uso de los recursos genéticos de Pleurotus spp.

INTRODUCCION

Los recursos genéticos de los hongos tienen un alto interés en agronomia, para la ali-
mentacion humana y animal, pero también para el descubrimiento y produccion de
moléculas o compuestos con un valor agregado en la industria quimica y farmacéutica.

Los hongos son considerados como el segundo grupo mas grande de organismos en la
biosfera, después de los artrépodos. Basados en una relacion estimada de especies de
hongos a especies de plantas vasculares de 6:1, el nimero total de especies es estima-
do en alrededor de 1 500 000 en el mundo. Solamente el 5% de estas especies ha sido
descrito y reportado (Hawksworth 1991, 1993). Ademas de las 300,000 taxa descritas
(Rossman, 1994), hay cerca de 10,000 especies de macromicetos. De éstas, alrededor
de 2,000 especies (en més de 30 géneros) son consideradas como comestibles. S6lo 40
son cultivadas y alrededor de 20 son cultivadas comercialmente (Buchanan, 1993).

En la actualidad la produccion de hongos comestibles cultivados se lleva a cabo en més
de 80 paises, repartidos por la mayoria de zonas climaticas del mundo. Las diferentes
especies de Pleurotus (P. ostreatus, P pulmonarius, P colombinus, P. cornucopiae) se en-
cuentran en la segunda posicién entre los hongos comestibles cultivados con el 24% de
la produccién mundial.

También en su papel de reciclador de materia orgénica, Pleurotus spp. juegan un papel
importante para el medio ambiente, proveyendo material basico para el desarrollo de la
agricultura y la alimentacion. Son considerados como cultivos de ciclo corto capaces
de transformar desechos en alimentos para humanos y para el ganado. Ellos pueden
restaurar suelos contaminados y proteger el ambiente. Algunos pueden ser usados para
el control bioldgico de patdgenos. Algunos materiales bioldgicos también son requeri-
dos por las industrias quimica y farmacéutica debido a la abundancia y amplio rango de
sus productos metabdlicos. Por lo tanto, ellos pueden ser tamizados para la produccion
de nuevos antibiéticos, moléculas y compuestos Utiles para mejorar la salud humana, y
por su interés en la industria quimica (Labarere y Menini, 1998).

El incremento en el conocimiento de la diversidad y caracteristicas de las especies de
Pleurotus contribuird directa e indirectamente a la realizacion del valor econémico de
la diversidad bioldgica de la tierra. Asimismo, fortalecera la iniciativa de preservar
nuestros recursos biolGgicos existentes.

La colecta de Pleurotus spp. involucra la prospeccion, el estudio, la conservacion y el
uso de cepas de este género con diferentes finalidades y objetivos en aspectos de inves-
tigacion ambiental, agricolas, bioquimico, farmacéuticos y taxondmica. Es importante
que toda coleccion sea completada con bancos de datos que contengan el maximo de
informacion sobre las cepas almacenadas. Un banco mundial de datos puede ser previ-
sible bajo el apoyo de la Global Network on Mushrooms under the aegis of FAO.
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Es importante crear bancos regionales de recursos genéticos de Pleurotus spp. en los cuales
se almacenen micelios de cepas silvestres colectados de los biotipos mas variados posibles
y también colecciones de micelios homocariontes aislados de dichas cepas y que puedan
ser utilizados en funcion de los programas de mejoramiento genético existentes.

INTERES DE LOS RECURSOS GENETICOS EN PLEUROTUS

Los recursos genéticos de Pleurotus spp. presentan un gran interés para la agricultura y
la economia, ya que se pueden desarrollar sobre una gran cantidad de substratos ligno-
celulésicos utiles no sdlo para la alimentacion humana, sino también para otros aspec-
tos como la alimentacion animal, la medicina, la farmacia, la industria quimica, el
control bioldgico, la descontaminacion de suelos, etcétera.

Alimentacion humana

El valor nutritivo de Pleurotus spp. ha sido reconocido desde hace mucho tiempo. Sus
proteinas, las cuales contienen todos los &cidos aminados, son de valor nutritivo méas
alto que las proteinas de plantas, con una calidad muy cercana a la proteina animal
(Lelley, 1987). En adicion a su valor como alimento rico en proteina, los hongos contie-
nen carbohidratos, en particular carbohidratos poliméricos como el glucdgeno y la quitina,
y varios compuestos carbonados de bajo peso molecular como la glucosa, fructosa,
galactosa, trealosa y muchos otros. Ellos son ricos en minerales como el potasio, el
fosforo y el hierro. Contienen un amplio rango de vitaminas y son particularmente ricos
en thiamina (B1), riboflavina (B2), asi como en acido pantoténico (B3), &cido ascorbico
(C) biotina (H). La riqueza en fibra cruda debe ser igualmente mencionada.

Las setas también tienen propiedades terapéuticas. Por ejemplo, se ha demostrado que el
consumo de basidiocarpos de P ostreatus, que contiene varios tipos de estatinas, previene
el incremento de colesterol (Bobek et al., 1994; Gunde-Cimerman y Cimerman 1995).

Alimentacion de ganado

La digestibilidad del rastrojo en rumiantes es bajo. Después de cultivar y cosechar los
hongos, el substrato degradado tiene un mayor contenido proteico comparado con el
substrato original, también tiene caracteristicas mejoradas como acarreador para nu-
trientes liquidos y retiene mejor el agua que el rastrojo. Ademas, la lignina del desecho
usado como substrato es degradada por el hongo y convertida en una substancia méas
digerible y enriquecida, més conveniente para alimentacién de ganado. El substrato
degradado puede ser reciclado y su proteina recuperada para alimentacion animal,
siempre y cuando el substrato esté libre de patdgenos y micotoxinas (Zadrazil, 1977,
1980, 1984; Rolz, 1984).

Las especies de Pleurotus son consideradas entre las mas capaces para degradar la lignina.
Después de cosechar los hongos, la celulosa y la lignina del substrato se reduce en un
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80% (Zadrazil, 1974). Para mejorar su digestibilidad y valor como alimento animal, por
medio del incremento de carbohidratos, la fermentacion de rastrojo por Pleurotus
cornucopiae, y P, florida se comparé con la obtenida con otros hongos; los mejores incre-
mentos en digestibilidad fueron obtenidos durante la fermentacion con las especies de
Pleurotus y Stropharia (Zadrazil, 1977). Ademas del rastrojo, Pleurotus spp. crece bien en
otros tipos de substratos lignoceluldsicos convirtiendolos en substancias mas digeribles,
ricas en proteinas utilizables como alimento animal (Zadrazil 1984). La composta de
rastrojo de trigo degradada por Pleurotus spp. puede ser usada directamente como ali-
mento para bufalos (Bakshi et al., 1985).

Control bioldgico

Los hongos que pudren la madera como P, ostreatus, P cornucopiae, P, cystidiosus, P, strigosus,
P. subareolatus, han sido descritos por atacar y consumir nematodos, probablemente
porque utilizan los nutrientes de su presa como suplemento, dados los bajos niveles de
N disponible en la madera (Thorn y Barron, 1984).

Las especies de Pleurotus producen pequefias gotitas de toxinas provenientes de sus
glandulas secretoras espatuladas. Los neméatodos que tocan dichas gotas muestran una
inmediata y drdmatica respuesta y se vuelven més o menos inmdviles. Estimuladas por
productos provenientes excretados por el huésped inmovil, algunas hifas direccionales
convergen en los orificios del cuerpo del nematodo, lo colonizan y lo digieren (Barron
y Thorn, 1987).

Degradacion de productos

Los hongos de pudricion blanca son capaces de degradar pesticidas altamente toxicos y
quimicos xenobidticos. La habilidad de P ostreatus para degradar el herbicida atrazina
fue demostrada por Masaphy et al. en 1993. P, ostreatus es capaz de mineralizar el DDT,
el cual es uno de los insecticidas mas persistentes en el ambiente (Bumpus et al., 1987;
Higson, 1991) y de mineralizar una gran cantidad de hidrocaruburos poliaroméaticos
como el fenantreno, més eficientemente que Phanerochaete chrysosporium (Bezalel et
al., 1996a, 1996b; Novotny et al., 1999). Para sobrevivir en el suelo, el cual no es su
hébitat natural, los hongos de pudricion blanca necesitan un substrato que contenga
celulosa. Este importante aspecto de la bioremediacion fue estudiado en Pleurotus spp.
(Lang et al., 1997).

Potencial para usar los substratos agricolas

En muchos paises, gran parte de la poblacion trabaja en la agricultura, pero la mayoria
no se alimenta de manera suficiente o tiene una situacion nutricional inadecuada. Los
productos cultivados mas importantes son el trigo, el arroz, el mijo, el maiz, la cafia de
azucar, las frutas, las hortalizas, el té, el cacao, el café, el tabaco, las plantas de aceite,
el algodon vy las plantas de fibras. Todos estos productos anualmente generan vastas
cantidades de rastrojos, tallos, y desechos, de los cuales una porcion es quemada para
utilizar las cenizas como fertilizante en el campo y otra es incorporada al suelo para
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enriquecerlo con materia organica; sin embargo, la mayor parte se deja podrir y no se
usa en absoluto. El resultado final es que esas naciones agricolas producen una enorme
cantidad de materiales de desecho que permanecen sin uso, salvo raras excepciones.

Las paredes de las células de las plantas contienen grandes cantidades de compuestos
de carbono de alto peso molecular, el més comdn es la celulosa. Entre los mamiferos,
s6lo los rumiantes pueden utilizar la celulosa, con la ayuda de los microorganismos
simbidticos presentes en el tracto intestinal. Otro compuesto encontrado en cantidad
considerable en la madera y en las plantas es la lignina, que es un complicado com-
puesto heterociclico. Las moléculas de lignina estan localizadas entre las moléculas de
celulosa y esto hace las actividades de degradacion considerablemente mas dificil.

Un gran namero de hongos comestibles tienen la habilidad de colonizar el rastrojo y
degradar y utilizar la lignina, ademas de la hemicelulosa y la celulosa. La tasa de des-
composicion depende de la especie y de la temperatura. Estos tipos de hongos son
considerados como agentes primarios de descomposicion porque son capaces de utilizar
los desechos de las plantas en su forma original sin que hayan sido sujetas a algin
proceso de degradacion bioquimica o microbioldgica. Entre los agentes de descomposi-
cion primaria més efectivos existen hongos comestibles como las especies de Pleurotus.

El cultivo de especies de Pleurotus sobre desechos agricolas es una buena alternativa
para producir alimentos. Los hongos comestibles convierten los desechos agricolas en
alimentos, por lo que son una buena fuente de proteina barata. La mayoria pueden ser
producidos en un corto periodo de tiempo a bajo costo y en areas reducidas. Ademas, el
desarrollo del cultivo de hongos a pequefia escala en paises en desarrollo necesita una
tecnologia sencilla en condiciones poco sofisticadas. Después de cultivar y cosechar los
hongos, la relacion C/N del substrato es disminuida y puede ser utilizado como abono
para el suelo.

En proyectos rurales se pueden emplear métodos de bajo costo que requieren equipo
simple. Algunos métodos pueden utilizar la mano de obra familiar, con lo cual se provee
de ocupacion a todos los miembros de la familia. La eleccion de la técnica para el
cultivo de Pleurotus spp. depende de la disponibilidad de los substratos. Se estima que
de cada kilogramo en base seca de substrato con celulosa y lignina es posible obtener
un kilogramo de hongos frescos (Poppe y Hofte, 1995).

Pleurotus spp. crece en una gran variedad de substratos. La eleccion del substrato de-
pende de su disponibilidad y costo. Por ejemplo, las especies de Pleurotus fueron culti-
vadas en diferentes tipos de aserrin, rastrojos y muchos otros desechos agricolas y agro-
industriales como el olote de maiz, los desechos de algodén, el bagazo de cafia, los
desechos del café, el papel periddico, cualquier parte de plantas o deshechos (como las
hojas, las flores, las pulpas o las cascaras). Los substratos pueden provenir de desechos
de plantas, sin ser suplementados. En casi todos los casos, la eficiencia de estos substratos
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es considerablemente mejorada cuando se suplementa con materiales ricos en protei-
nas (salvado de trigo, arroz, maiz, soya, frijol, y varios mas).

El tratamiento del substrato puede ser m&s o menos sofisticado, segin la energia dispo-
nible en el sitio de tratamiento. Algunos substratos, como lefios y tallos, pueden usarse
sin tratamiento. Los substratos pueden ser utilizados de varias formas: (i) simplemente
remojados con agua hasta que alcancen un 70% de humedad, (ii) pasteurizados por
algunos minutos por inmersion a 65-70°C, (iii) fermentado y después pasteurizado, (iv)
esterilizado a 1.2 Atm. de presion durante una hora (Poppe y Hofte, 1995).

A continuacion se sefialan algunos ejemplos de materiales de desecho que pueden ser
utilizados para el cultivo de Pleurotus spp. La mayoria de los ejemplos son citados de
Poppe y Hofte (1995).

La pulpa de café: en México, P ostreatus y Lentinula edodes fueron cultivados sobre pulpa
de café (Soto Velazco 1986). En Cuba, las especies de Pleurotus fueron cultivadas sobre
pulpa secada al sol, previa rehidratacion y pasteurizacion (Bermudez et al., 1994). Tam-
bién fue usada, mezclada con olote de maiz, para el cultivo de Auricularia fuscosuccinea
(Sanchez-Véazquez et al., 1995).

La mazorca de cacao, después de haber extraido las semillas (Sanchez Vazquez et al.,
1997), asi como la cascarilla que rodea las semillas, y que se elimina al preparar el polvo
de cacao y el chocolate.

El olote de maiz, generalmente molido después de secado, que también pueden ser
usados sin moler para cultivar Pleurotus spp. Adicionalmente, el rastrojo de maiz, es
decir, la planta entera seca, puede ser utilizada después de cosechar el maiz.

Los subproductos de la industria del mango y la del datil han sido evaluados para el
cultivo de P ostreatus. Los rendimientos mas altos en cuerpos fructiferos fueron obteni-
dos usando una mezcla de desechos de datil o de mango y rastrojo de arroz en propor-
ciones iguales (Jwanny et al., 1995).

El germen de malta: en las malterias, la cebada remojada se pone a germinar; después
de algunos dias, la plumula es retirada porque no se usa en cerveceria.

Desechos del Iapulo: tras haber sido usados para dar el sabor amargo a la cerveza,
pueden ser aprovechados por el cultivador de hongos. Aun la planta completa de lapu-
lo puede ser utilizada a manera de rastrojo.

El procesado del aceite de oliva genera grandes cantidades de desechos de aceite y de

solidos (fragmentos de piel, pulpa y semillas) que pueden servir en el cultivo de P
ostreatus (Hennebert et al., 1990). El raquis y el pericarpio del fruto de la palma produ-
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cen abundantes desechos por la extraccion de aceite en las areas tropicales y subtropi-
cales. La pulpa del fruto de la palma es sumergida durante 24 horas y ya sea pasteuriza-
da a 70°C por 40 min o drenada directamente, puede ser utilizada. También puede ser
suplementada con 10% de salvado de arroz o cascarilla de arroz; la adicion de desechos
de arroz incrementa el rendimiento de 5 al 10%. Los desechos del aceite de oliva
fueron usados como nutrientes para cultivo sumergido de Pleurotus spp. y de L. edodes
(Grapelli et al., 1991).

El procesado de la cafia de azlcar genera una gran cantidad de residuos. Se estima que
1,000 kg de cafia de azicar generan 94 kg de residuo en el campo mas 82 kg de hojas y
231 Kg de bagazo. Las fibras remanentes después de la extraccion del azicar y otros
desechos de este proceso generan mas tipos de subproductos. Varias cepas de Pleurotus
spp. pueden ser cultivadas sobre hojas de cafia de aztcar (Mata y Gaitan-Hernandez,
1995). P ostreatus puede ser cultivado sobre bagazo de cafia enriquecido con pulpa de
café y rastrojo de cebada (Martinez-Carrera et al., 1990). P pulmonarius ha sido cultiva-
do sobre bagazo de cafia de azicar en el Congo (Baert, 1988). El bagazo de cafia de
azUcar tratado por fermentacion sélida por P eryngii mejora la digestibilidad del rastrojo
y puede ser empleado para la alimentacion animal (Zadrazil y Puniya, 1995).

Las ramas de Tabaco se usan para el cultivo de Pleurotus sajor-caju (Aslan Azizi et al.,
1990).

También los troncos y tocones de madera son interesantes para el cultivo de hongos
que crecen sobre madera. Después de cortar los arboles, sus tocones pueden ser inocu-
lados con saprofitos.

El rastrojo y las vainas de frijol. Las plantas cosechadas deben ser secadas por varias
semanas al aire; todos los tipos de frijol pueden ser usados.

Una mezcla de tallos de yuca y flor de lucerna: en el Congo se usa una mezcla de este
tipo para cultivar Pleurotus spp. (De La Bretesche, 1991); mientras que segun Muller
(1987), es posible cultivar P, ostreatus sobre Cassia como substrato.

La planta de papiro crece como verdadera maleza en algunos suelos. Puede ser secada
y molida. La cascara de cacahuate, removida antes del prensado para la extraccion de
aceite, también resulta util.

Es muy conocido que para la mayoria de Pleurotus spp. el rendimiento es mejorado
cuando se usan aditivos que enriquecen el substrato; por ejemplo:

= Los desechos de la semilla del algoddn se usan para enriquecer los substratos a base

de rastrojo de arroz. Con ello se obtienen rendimientos mas altos al cultivar las
especies de Pleurotus (El-Kattan et al., 1991).
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= La plumas de pollo, la harina de plumas pueden ser utilizadas.

= El agua de remojo de maiz puede ser usada como un aditivo para Pleurotus spp.

= Los desechos de soya, después de extraer el aceite por presion, asi como las semillas
fracturadas son una fuente rica en proteinas. La harina de soya es usada como un
aditivo eficiente para el cultivo de P ostreatus (El-Kattan et al., 1991).

= El salvado de trigo y otros tipos de salvado también suelen ser un buen suplemento.

CONCEPTOS BASICOS SOBRE EL MEJORAMIENTO GENETICO DE PLEUROTUS SPP.

Para un eficiente cultivo de cepas de las especies del género Pleurotus, se consideran
actividades previas de importancia bésica: la seleccion de variedades adaptadas a dife-
rentes substratos y condiciones de cultivo, la mejora genética y la preparacion de la
semilla.

La hibridacion es el unico medio controlable por medio del cual algunas caracteristicas
genéticas deseadas presentes en diferentes cepas pueden ser combinadas. Es el medio
de obtener nuevas cepas y nuevas variedades con caracteristicas mejoradas (rendi-
miento, calidad, sabor) y resulta conveniente para los materiales y climas en los que se
piensa cultivar a bajo costo.

La creacion varietal o mejora genética se hace por medio de cruzamientos que permi-
ten obtener nuevos genotipos, entre los cuales serd necesario escoger las nuevas varie-
dades. Es la primera etapa de la fecundacidn, es decir, la fusion de dos individuos
homocari6ticos genéticamente compatibles (plasmogamia), la que se utiliza porque
produce un micelio dicariotico capaz de diferenciarse y dar lugar a un basidiocarpo.

Para hibridar hongos comestibles cultivados se pueden usar varios métodos teoricos y
practicos. Para un eficiente programa de hibridacion, se deben considerar muy cuida-
dosamente tres puntos: (i) la definicion del objetivo, es decir, las caracteristicas del
hongo deseado; (ii) el uso de un método de cruzamiento adaptado al objetivo y a los
hongos preexistentes para el programa de trabajo y (iii) un buen conocimiento del ciclo
del vida del hongo usado y los puntos del ciclo de vida importantes para la diferencia-
cion de los cuerpos fructiferos, los cuales son el producto comestible y comercial
(Labarére, 1992, 1994).

El tipo de incompatibilidad sexual (mating-type) de Pleurotus spp.

Pleurotus spp. es un género heterotélico tetrapolar, es decir que la fecundacion sélo
puede tener lugar entre dos micelios homocariéticos de genotipos diferentes para dos
genes: los genes de incompatibilidad sexual o de tipo acoplamiento. Los hongos heteroté-
licos se prestan bien a la mejora genética debido a que es facil obtener micelios homo-
carioticos —por el sesgo o rodeo de las esporas— vy, por lo tanto, es facil dominar y
controlar los cruzamientos que se deseen hacer con ellos.
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En el caso de las especies de Pleurotus, la incompatibilidad sexual depende de dos genes
o factores (A y B) poseedores cada uno de mdaltiples alelos. En el basidiocarpo, que es
dicaridtico, se forman esporas que poseen un sélo tipo de nucleo con un juego cromo-
sémico (n). Al germinar, estas esporas dan lugar a un micelio primario u homocariotico,
el cual puede ser propagado por multiplicacion vegetativa. La fusion de dos micelios
homocarioticos sexualmente compatibles; es decir, diferentes para los alelos de incom-
patibilidad, permite obtener un micelio dicaridtico, que contendrd entonces dos tipos
de nucleos haploides cada uno proveniente de uno de los dos parentales homocarioti-
cos. Esta fusion corresponde a la primera etapa de la fecundacion que es la plasmogamia.

La fecundacion tiene lugar cuando los dos homocariontes confrontados poseen alelos
diferentes para los dos genes de incompatibilidad sexual. EI conocimiento del mating-
type o genes de incompatibilidad es importante para los cruzamientos y para la diferen-
ciacion del cuerpo fructifero. Estos genes controlan la plasmogamia de las cepas hibridas
y mantienen el estado dicaridtico de los hongos.

La variabilidad de los genes de incompatibilidad sexual ha sido intensamente estudia-
da en los hongos, particularmente en los homobasidiomicetos, en donde el sistema de
heterotalismo de alelos maltiples motiva a usar extra-cruzamientos en lugar de intra-
cruzamientos. EI multialelismo facilita el estudio del origen, la evolucion y la estructu-
ra genética de los genes de incompatibildad y puede ser una de las bases para identifi-
car genéticamente diferentes asilamientos para mejoramiento genético o para separar
micelios individuales dentro de una poblacion natural (Noél et al., 1991; Labarére et
al., 1991, Labarére, 1992).

Se han observado series extensivas de especificidad alélica natural para los factores A
y B en muchas especies. Por ejemplo, en P ostreatus, 17 alelos A y 20 alelos B, fueron
identificados en 22 homocariones (Eugenio y Anderson, 1968). La observacion de tal
variabilidad dio lugar a muchas preguntas sobre el origen de los alelos de incompatibi-
lidad, las cuales fueron después parcialmente explicadas por la estructura genética de
los diferentes loci.

La estructura genética de los loci de incompatibilidad ha sido extensivamente estudiada
para el basidiomiceto tetrapolar Schizophyllum commune (Raper, 1966). Papazian en 1951,
reportd por primera vez la separacion por recombinacion de dos genes cercanamente
ligados, designados ?%¥ ?, para el factor A. Esto fue confirmado més tarde para los factores
Ay B (Raper et al., 1958; Raper et al., 1960). La misma estructura genética fue demostra-
da para el factor B de P ostreatus (Eugenio y Anderson, 1968). Actualmente, se asume
como valido el modelo estructural de dos genes para todos los hongos tetrapolares, y es
usado para explicar el alto grado de variabilidad alélica que afecta a los factores A y B.

El micelio dicariético constituye la semilla de los productores de hongos. Es més vigo-
roso que el micelio homocariético y también puede ser objeto de una multiplicacién
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vegetativa que aprovechan los productores de semilla para multiplicar las variedades.
Cuando este micelio se pone en condiciones favorables para la fructificacion (substra-
to, temperatura, luminosidad, CO, humedad) puede dar lugar a un basidiocarpo, que
es la estructura diferenciada que se comercializa. En este basidiocarpo, tiene lugar la
segunda parte de la fecundacién (cariogamia), precisamente en los basidios, y da lugar
a un nucleo diploide (2n) que tras la meiosis genera los nucleos haploides (n) que van
a constituir las esporas.

Coleccién de cepas

La primera etapa de todo programa de mejora genética consiste en realizar una vasta
coleccion de individuos que van a constituir el banco de cepas. Esta coleccion puede
comprender variedades mejoradas preexistentes. El porcentaje de una u otra catego-
ria depende del estado general de las variedades industriales para la especie consi-
derada.

En un primer momento, se determinan con mucho cuidado las caracteristicas de cada
variedad del banco de cepas. Se trata ante todo de caracteristicas fenotipicas como: el
aspecto, el color, las cualidades gustativas, el modo de crecimiento de los basidiocar-
pos, la adaptacion a tal o cual tipo de substrato o condiciones de cultivo, el rendimien-
to, la precocidad, la aptitud a la cosecha mecénica, la tasa de desecho posterior a la
cosecha, la resistencia a los parasitos. Dicha lista esta lejos de ser limitada.

Paralelamente a la determinacion de las caracteristicas fenotipicas, se pueden desarro-
llar métodos complementarios que aporten referencias muy delicadas y que pueden
hacer ganar un tiempo considerable. Se trata del calculo de las distancias genéticas (o
més exactamente fenéticas) entre las variedades colectadas. La distancia fenética se
calcula a partir de marcadores moleculares bien ligados a la expresion del genoma
(isoenzimas), o bien, més directamente a la estructura del genoma (por ejemplo los
marcadores RFLP). Estos marcadores permiten también determinar fielmente el grado
de diversidad de los genomas en el banco de cepas.

La determinacion de la caracteristicas fenotipicas y fenéticas es una etapa importante
en todo programa de mejoramiento. Otra etapa igualmente indispensable es la que
consiste en determinar los fines del programa de mejora y definir las caracteristicas de
las nuevas variedades que se quieren obtener. ;Se quiere mejorar el rendimiento, la
temperatura de crecimiento, el color, la adaptacion a un substrato particular? Resulta
especialmente importante definir bien estos criterios. Esto se hace a menudo en union
con los cultivadores, siendo mas raro que intervengan los consumidores.

La definicion de los fines por conseguir, junto con las caracteristicas fenotipicas y
fenéticas, permite establecer las planificaciones de los cruzamientos y los ensayos pos-
teriores. Esto es necesario para limitar su nimero, ya que son muy costosos en tiempo y
en mano de obra.
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Obtencion de homocariontes

Para realizar los cruzamientos es necesario obtener micelios homocariéticos a partir de
variedades utilizadas como progenitores. Hay dos métodos viables que son utilizados:
uno consiste en sembrar las esporas y hacerlas germinar, y el otro consiste en dedicariotizar
las cepas, por fabricacion de protoplastos o a partir de micelio molido (figura 1).

Figura 1. Método de obtencidn de micelios homocaridticos.
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' Subcultivo de micelio
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o0 0 ©0
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Prueba para incompatibilidad Prueba para incompatibilidad
Micelios homocari6ticos Micelios homocariGticos
recombinados parentales
AlB1, A2B2, A1B2, A2B1 Al1B1ly A2B2

A partir de esporas

La obtencion de esporas comienza con la fructificacion de las cepas del banco de cepas.
Cuando los basidiocarpos estdn maduros son escogidos y colocados encima de un papel
filtro estéril durante 24 horas, bajo una campana de vidrio, con el fin de evitar la
dispersion de las esporas y las contaminaciones. Las esporas se desprenden, caen y se
depositan sobre el papel estéril, el cual puede ser conservado en refrigeracion a 4°C en
el caso de la mayoria de los hongos cultivados comestibles.
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Para sembrar las esporas se muestrea un fragmento del papel filtro y se pone en un tubo
de ensayo con una solucidn fisiologica que contiene un antibidtico. La agitacion
desengancha las esporas del papel y se obtiene una suspension. De esta suspension se
toman partes alicuotas, que se colocan sobre un medio que contiene una alta concen-
tracion de agar, con el fin de permitir la manipulacion de las esporas.

A continuacién, las esporas son entresacadas de este medio una a una, bajo la lupa
binocular, con la ayuda de una aguja de vidrio cuya extremidad esta redondeada, y
depositadas en el medio de germinacién. Después de una incubacién a temperatura
adecuada, las esporas dan lugar a micelios homocarioticos, que son puestos como co-
leccion en tubos de ensayos. Estos micelios seran utilizados después para realizar los
cruzamientos.

En ciertos casos, particularmente cuando el porcentaje de germinacion es débil, las
esporas pueden ser sembradas por dilucion. Es decir, las suspensiones de esporas son
extendidas directamente sobre el medio de germinacion e incubadas. Los micelios son
entonces muestreados desde el comienzo de la germinacion y examinados. Es preciso
comprobar cuidadosamente que el micelio retenido se obtuvo por la germinacion de
una sola espora, ya que frecuentemente se da la circunstancia de que las esporas se
depositan por grupos y los micelios derivados de estos montones son heterocariéticos.

A partir de protoplastos

Las esporas surgen de la meiosis: la mezcla genética y las recombinaciones de los cromo-
somas parentales. La probabilidad de reencontrar los genotipos parentales en una espora
es muy escasa por no decir nula. La descendencia, que constituyen las esporas, corres-
ponderd por lo tanto al genotipo global parental pero con nuevas combinaciones genéticas.

Cuando se obtienen homocariontes por fabricacion de protoplastos, la situacion es dife-
rente: en este caso los dos genotipos parentales son separados, sin que haya recombina-
cion. Asi, se obtienen directamente los genotipos de cada homocarion de la cepa dica-
riética. En algunos casos concretos (cepas particularmente de gran calidad) esto puede
constituir una ventaja, pero en muchos otros, la ausencia de mezclas y recombinaciones
constituye un importante inconveniente.

La fabricacion de protoplastos se hace incubando el micelio en una solucién a base de
enzimas capaces de degradar la pared del hongo. Cinco gramos de micelio (peso hume-
do) son molidos por 30 segundos en un molino Polytron (eje tipo 10 TS). El producto se
incuba enseguida en 50 ml de medio PDBM (caldo de papa dextrosa, Difco, Detroit,
Michigan) se suplementa con manitol 160 g/l y con 10 g/l de Novozyme 234. La incuba-
cion se realiza durante 2 h a 32°C, bajo agitacion lenta (75 rpm).

Los protoplastos son colectados enseguida por filtracion a través de un nylon de malla
de 60mm (Spectrum Inc., Los Angeles, Cal.). Los protoplastos del filtrado son lavados
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dos veces en 10 ml de medio PDBM, después recuperados por centrifugacion (700 rpm,
5 min) y puestos en suspension en 500 ml de medio PDBM. Para regenerar, los protoplastos
son esparcidos sobre medio PDBM con 15 g/l de agar noble, después incubados a 25°C
durante 15 dias. La tasa de regeneracion obtenida es generalmente superior al 12.5 %
(Ming et al., 1992).

Debido a las perforaciones realizadas por el ataque enzimético, escapan porciones de
protoplasma rodeadas de membrana plasmica, que encierran de nuevo en su interior
uno o varios nucleos. Es necesario comprobar que el micelio regenerado es un micelio
homocariotico, porque los protoplastos pueden contener dos nicleos complementarios.

A partir de micelio molido

También se pueden obtener homocariones a partir de la molienda del micelio. En este
caso, el micelio es cultivado en medio liquido o en caja de Petri, colectado por filtra-
cién o con una escalpela, enseguida es molido en una solucion isotdnica (Leal-Lara,
1980). Para la regeneracion se usa un medio particular que contiene moléculas que
limitan la regeneracion de colonias miceliares. La regeneracion de colonias se hace
sobre un medio que contiene sorbosa (20 g/I) o triton X100 (1ml/l).

En el caso de la sorbosa, el efecto antiinvasor es obtenido si no existe ninguna otra
fuente de carbono (Awuah y Lorbeer, 1986). El medio usado en este caso se compone
de sorbosa 20g/I, MgSO, 7H,O 0,5¢/l, KH,PO, 0,46¢/l, K,HPO, 0,59/l, extracto de leva-
dura 2g/l, Bactopeptona 2g/I, solidificado con agar noble 15 g/I, después esterilizado por
autoclave durante 15 min a 120°C. Este medio corresponde al medio CYM (Raper y
Hoffman, 1974), en el que la glucosa es remplazada por 209/l de sorbosa. El triton X100
es agregado al medio de cultivo antes de esterilizacion a una concentracion de 1ml/l.

Una vez constituida la coleccion de homocariontes, es preciso determinar sus genotipos
para la incompatibilidad sexual. Esto se lleva a cabo confrontando los micelios con
patrones homocarioticos de genotipos conocidos —si es que se poseen—, o bien, con-
frontando los homocariontes entre ellos para repartirlos en grupos compatibles cuando
no se poseen patrones.

Las distancias genéticas

Antes de realizar los cruzamientos puede ser Gtil calcular las distancias genéticas (o las
distancias fenéticas) entre las diferentes cepas de la coleccion utilizada. Ellas permiten
agrupar las cepas en categoria y disminuir considerablemente el nimero de cruzamien-
tos, y por lo tanto el nimero de ensayos, que son particularmente costosos en tiempo y
en trabajo en todo programa de mejoramiento genético.

Las distancias genéticas se pueden calcular con isoenzimas (Iragabal y Labarere, 1993),

con fragmentos de restriccion (Iragabal et al., 1995) o con cualquier otro tipo de marca-
dores por anélisis de los ADN nuclear y mitocondrial.
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Las isoenzimas son polipéptidos que presentan la misma actividad enzimética, pero
tienen diferente peso molecular y diferente punto isoeléctrico. Pueden ser facilmente
separadas por electroforesis y reveladas por medio de coloraciones especificas.

El estudio sistematico de las isoenzimas de especies de los géneros Agaricus y Pleurotus
determind cuéles eran las que presentaban mayor variabilidad y eran més faciles de
revelar en las pruebas de rutina. Se hizo seguimiento de seis actividades enzimaticas,
tres oxidoreductasas (peroxidasas, toluidinofenol oxidasa y dopa-fenoloxidasa) dos
hidrolasas (butirato esterasas y acetato esterasas) y una alcohol-dehidrogenasa (Iragabal
y Labarere, 1993).

Estas isoenzimas dan numerosos marcadores fenéticos que permiten realizar cartas de
identidad especificas de cada variedad y determinar cuél es la distancia genética entre
las variedades. También permiten caracterizar sin ambigliedad las diferentes varieda-
des industriales, lo cual abre posibilidades de proteccion industrial.

Las isoenzimas dependen de la expresion del genoma, por lo que su estudio exige
condiciones de cultivo extremadamente rigurosas para obtener resultados reproduci-
bles. También se utiliza otra via, que consiste en estudiar directamente la estructura
del genoma sin depender de las condiciones de cultivo: se trata del analisis del
polimorfismo de los fragmentos largos de restriccion (RFLP). El principio del andlisis
consiste en extraer el ADN de una variedad, fragmentarlo gracias a las enzimas de
restriccion (que actian como cortadores reproducibles), separar estos fragmentos por
electroforesis y finalmente revelar ciertos fragmentos por hibridacién con una sonda
radioactiva.

En este proceso es importante disponer de una buena sonda, que haga aparecer un
polimorfismo con una intensidad radioactiva suficiente para que no haya ambigiieda-
des de interpretacion. Una sonda que da muy buenos resultados estd constituida por
una parte de la unidad del ADN ribosémico de Pleurotus spp. El anélisis RFLP se lleva
a cabo por la digestion, la electroforesis y las hibridaciones “southern” sobre muestras
de ADN total provenientes de cada aislado por evaluar. El peso molecular del fragmen-
to de restriccion detectado es evaluado por interpolacion gréfica usando una curva de
regresion, establecida con el logaritmo de la migracion contra el logaritmo del peso
molecular de IADN digerido con Hind Il (Iracabal et al., 1995).

Los estudios comparativos de las relaciones fenéticas entre cepas de P cornucopiae esta-
blecidas por datos de RFLP fueron similares a la relacion establecida con datos de
isoenzimas, pero se demostrd que el andlisis por isoenzimas podia sobreestimar algunas
diferencias gendmicas debiles y conducir a distancias fenéticas méas grandes que el
analisis por RFLP. El uso de sondas de rADN o sondas al azar para RFLP por lo tanto,
constituye un método confiable para caracterizar cepas y establecer relaciones fenéticas
entre cepas.

97



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

Para transformar los perfiles de RFLP o isoenzimaticos en andlisis numérico, los
fenotipos moleculares de cada aislado de Pleurotus spp. son codificados con ayuda de
un sistema binario, en el cual la presencia (“1”) y la ausencia (“0”) del fragmento
hibridado, en una posicién particular en el autoradiograma, se anota para cada cepa.
Todas las bandas son consideradas como fragmentos simples a menos que su grosor
relativo sugiriera de otra manera. Las variaciones en la intensidad del tefiido no son
tomadas en cuenta para la construccién de la matriz. Las relaciones entre las cepas
se calcula de acuerdo con los coeficientes de Jaccard (Sneath y Sokal, 1973) y se
definen como distancias fenéticas. La medida de la distancia entre aislamientos se
basa en la proporcion de desigualdades entre los fragmentos de ADN de acuerdo a:
F=1-[2 Ny /(n,+ n, ) 1. donde n_ es el nimero de fragmentos en comun entre dos
aislamientos y n,, n, son el numero total de fragmentos desplegados por cada aisla-
miento (Nei y Li, 1979). Entonces, el valor medio se calcula para todas las
endonucleasas probadas y se establece una matriz de distancias. Se debe notar que la
presencia de inserciones o deleciones que produzcan mutaciones pueden afectar
desproporcionadamente el analisis.

Los dendrogramas se construyen con una matriz de distancias por dos métodos para
construir arboles filogenéticos. Uno es el UPGMA (Unweighted Pair Group Method
using Arithmetic means clustering), el cual forma grupos por apareamientos sucesivos
de fenotipos de pesos moleculares similares de acuerdo con la magnitud de sus distan-
cias observadas (Sneath y Sokal, 1973). El paquete de software usado podria ser el
programa NT-SYS (Sistema Taxondmico Numérico por Programas de Estadistica
Multivariada) sobre una computadora Nixdorf-Siemens/Modelo PCD-4H (Rohlf et al.,
1982). El otro puede ser el método de “juntar vecinos”, el cual encuentra pares de
fenotipos moleculares que minimizan el largo total de las ramas a cada etapa del agru-
pamiento de los fenotipos, empezando con un arbol en forma de estrella (Saitou y Nei,
1987). Los célculos se pueden ejecutar con un programa de computo desarrollado por
el Prof. J. Sourdis (Departamento de Genética de la Universidad Agricola de Atenas,
lera Odos 75, 11855 Atenas, Grecia) con el mismo hardware. En razon del pequefio
nimero de muestras, los valores de distancia deben ser considerados como estimacio-
nes burdas, sin embargo, como el tamafio de las muestras es similar para todas las
especies, el mismo grado de error debe aplicarse.

Los cruzamientos

Los cruzamientos, o para ser mas exactos, las plasmogamias que conducen a la obten-
cion de nuevos individuos dicariéticos, se hacen de dos maneras, dependiendo esen-
cialmente de los objetivos que se desean alcanzar y también de los métodos de criba o
tamizado que se posean para seleccionar las nuevas variedades. Estos cruzamientos se
pueden hacer por el método denominado de los cruzamientos controlados, o bien por el
de hibridaciones al azar (figura 2).
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Figura 2. Diagrama del procedimiento para la hibridacién al azar.
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Cuando una variedad se obtiene por cruzamiento, suelen presentarse dos tipos de cru-
zamiento alternativos, segun las caracteristicas fenotipicas de la cepas de la coleccion:
los cruzamientos pueden estar hechos entre dos micelios derivados de una misma cepa
(cruzamientos intracepa) o entre micelios derivados de cepas diferentes (cruzamientos
inter-cepas).

Los cruzamientos controlados consisten en fusionar homocariontes dos a dos en una
caja de Petri. Después de la incubacion se forma un micelio dicariético sobre la linea
de contacto, se examina al microscopio para ver la presencia de fibulas (signo de la
dicariotizacion en el caso de la mayoria de los basidiomicetos, si bien no para los
Agaricales), y se pasa a la coleccion. A partir de estos dicariontes se preparara la semi-
lla que serd utilizada para hacer los ensayos de fructificacion.
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Los cruzamientos por hibridaciones al azar consisten en mezclar suspensiones de espo-
ras bastante concentradas y repartirlas directamente sobre un medio nutritivo (Valjalo
y Labarére, 1989). Luego se muestrean los micelios provenientes de esta germinacion.
La mayoria son dicarioticos.

Los resultados de estos cruzamientos constituyen lo que se llama la generaciéon F1. Los
individuos F1 son comprobados y evaluados por sus cualidades culturales y agrondémicas,
y a continuacion se seleccionan esporas a partir de estos individuos F1. Estas esporas se
cruzan entre ellas y dan lugar a la generacion F2, que serd examinada segun los mismos
principios.

La mayoria de las variedades son procedentes de cruzamientos controlados o de
hibridaciones al azar. Algunas otras provienen de mutagénesis seguidas de cruzamien-
tos; sin embargo, algunas variedades pueden obtenerse directamente a partir de tras-
plantes de especimenes recogidos en la naturaleza; se trata, no obstante, de excepcio-
nes. En algunos otros casos provienen de trasplantes de basidiocarpos particulares que
aparecen en algunos cultivos industriales cuando presentan caracteristicas interesan-
tes (color, tamafio, etcétera).

Una nueva via en el conocimiento de los hongos comestibles cultivados concierne al
estudio del ADN mitocondrial y su herencia. La composicion mitocondrial de un hon-
go parece ser que tiene influencia sobre su fenotipo y quizés sobre su estabilidad.

Entre los organismos superiores, las mitocondrias son transmitidas en el curso de la prime-
ra etapa de la fecundacion que es la plasmogamia. La clonacion de los genomas mitocon-
driales y el desarrollo de sondas han permitido conocer la evidencia de tipos mitocondria-
les diferentes en el interior de una misma especie y estudiar, de este modo, la transmision
de las mitocondrias.

Investigaciones recientes han mostrado que entre los basidiomicetos cultivados, el di-
carionte conserva el genotipo mitocondrial del homocarionte del cual se ha formado.
Esto es cierto tanto en P, ostreatus (Matsumoto y Fukumasa-Nakai, 1996) como en otros
hongos como Agrocybe aegerita (Barroso y Labarére, 1997). En las dos especies se en-
cuentran mezclas de mitocondrias Unicamente en la zona de contacto de los dos micelios.
Este elemento es importante porque parece ser que la expresion de ciertos genes nucleicos
depende del tipo mitocondrial que se desea tener en la variedad industrial.

La mutagénesis

En algunos casos particulares es necesario hacer mutagénesis. Estos son los casos donde
el caracter que se investiga no existe en la especie que se quiere mejorar. Es preciso ser
consciente de que una mutagénesis modifica siempre un gran namero de genes, y que
después hay por delante un trabajo muy largo de cruzamientos para eliminar las muta-
ciones indeseables.
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Un ejemplo de variedades obtenidas por mutagénesis es el de las variedades de P 0s-
treatus y P pulmonarius sin esporas. Entre estas especies no se encuentran en la natura-
leza formas que no produzcan esporas, y ya se sabe que las esporas de Pleurotus spp., que
se propagan abundantemente por las salas de cultivo, provocan alergias graves entre los
cultivadores.

Para obtener variedades sin esporas era preciso, pues, realizar mutagénesis. Para ello,
al micelio dicariotico (con el fin de seleccionar mutaciones dominantes) se le provo-
c6 una mutagénesis con rayos ultravioleta en ciertos casos, y con un agente mutageno,
la N-metil-N-Nitrosoguanidina, en otros. Después de la mutagénesis, los micelios se
pusieron en cultivo, en recipientes con unos 500 g de substrato, y después de la
fructificacion, los basidiocarpos fueron muestreados y seleccionados, y se midi6 la
produccién de esporas. De este modo, sobre una cantidad de 1,200 micelios de P.
ostreatus estudiados, cuatro mutantes fueron los que no fabricaron esporas y 13 tuvie-
ron una esporulacion reducida en un factor de variacion de 100 a 1000. En el caso de
P pulmonarius, sobre una cantidad de 1500 micelios, 14 mutantes presentaron una
esporulacion reducida en las mismas proporciones que para P. ostreatus (Imbernon y
Labarére, 1989).

Estos mutantes tuvieron una morfologia muy anormal y un rendimiento muy débil. Fue
preciso, pues, ejercer sobre estas variedades un trabajo encaminado a restablecer el
rendimiento y obtener una morfologia normal. Como los cruzamientos no eran posibles,
a la vista de la ausencia de esporas, nosotros utilizamos otra capacidad del micelio del
hongo, conocida bajo el nombre de fendmeno de Buller, que hace que sea posible trans-
ferir por anastomosis el nacleo de un dicarionte al micelio de un homocarionte compa-
tible. De esta manera, los nucleos de los dicariontes que llevan la mutacién sin esporas
son transferidos a los homocariontes silvestres, todo esto a través de varias generacio-
nes. Este procedimiento ha permitido restablecer una morfologia y un rendimiento nor-
males, conservandose el caracter sin esporas.

Los ensayos

Los micelios dicarioticos obtenidos al final de los cruzamientos son utilizados para
sembrar en los substratos deseados, los cuales son cultivados en las condiciones de
seleccion y criba determinadas de antemano al comienzo del programa de mejora
genética.

Los ensayos se realizan, en general, en recipientes con un contenido de substrato entre
0.25 kg y 1 kg, o con cantidades entre 2 y 3 kg. Después de la fructificacion, los basidio-
carpos obtenidos son muestreados y estudiados por sus caracteristicas fenotipicas. Los
micelios que proporcionan variedades que mas se aproximan a los criterios que se con-
sideran, son entonces conservados y eventualmente utilizados para un nuevo ciclo de
cruzamientos. En general, las nuevas variedades son obtenidas después de uno o dos
ciclos de cruzamientos.
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RECURSOS GENETICOS DE PLEUROTUS SPP.

La coleccion y la caracterizacion de los recursos genéticos en las especies de Pleurotus,
que se encuentran en la base de todo mejoramiento genético o de toda explotacion
industrial, comprenden cuatro tipos importantes: (i) la colecta de recursos genéticos,
(ii) su caracterizacion morfoldgica, fisiolégica y molecular, (iii) su almacenamiento con
diferentes métodos de conservacion y (iv) la realizacién de bancos de datos que pue-
dan ser utilizados por la comunidad cientifica.

Métodos de colecta de germoplasma

Pleurotus spp., asi como otros géneros de macromicetos, pueden ser aislados por medio
de la colecta de sus estructuras reproductoras visibles, es decir, los cuerpos fructiferos.
Estas estructuras son fuentes para el aislamiento de explantes de tejido o esporas sexua-
les. Muchos Pleurotus spp. fructifican esporadicamente, por esta razon el &rea que se va
a inventariar debe ser muestreada en varias ocasiones durante el afio de acuerdo con
las condiciones estacionales. En este caso, el muestrear para obtener una méxima bio-
diversidad puede tomar varios afnos.

Los colectores deben ser entrenados para colectar cepas e impresion de esporas, tomar
fotos, hacer notas sobre los especimenes frescos en el campo e identificar el hongo a
nivel de género o especie. Los cuerpos fructiferos son necesarios para la identificacion
del hongo y su potencial aislamiento de basidiosporas o explantes de tejido.

Para obtener cultivos axénicos, varios tipos de medios pueden ser utilizados. Ellos con-
tienen generalmente uno o varios antibioticos para eliminar las bacterias y un fungicida
para impedir el crecimiento de otros hongos.

Un fragmento de basidiocarpo es depositado sobre medio nutritivo APD, suplementado
después de esterilizacion por antibidticos (ampicilina 50 mg/l, estreptomcina 40 mg/l y
cloramfenicol 20 mg/l) y por un fungicida como el carbendazime (1 mg/l), el bénomyl
(Img/) o el prochloraz (3,5 mg/l). Las soluciones madre, 1000 veces concentradas
(ampicilina 50 mg/ml, estreptomicina 40 mg/ml, cloramfenicol 20 mg/ml, carbendazime
Img/mly de prochloraz 3,5 mg/ml) son preparadas en agua milliQ, esterilizadas por filtra-
cion 0,2 mM (Polylabo, Estrasburgo, Francia), después agregadas al medio APD (1mi/l),
posteriormente esterilizada. La solucion madre de benomyl (1mg/ml) se prepara en una
solucion de 50% de etanol 70° y 50% de acetona (v/v), después de esterilizacion se agrega
al medio APD (1ml/l). El carbendazime y el benomyl son activos sobre los ascomicetos
inhibiéndoles el conjunto de microttbulos que forman la tubulina (Allen y Gottlieb,
1970), mientras que el prochloraz inhibe la biosintesis de ergosterol (Trujillo et al., 1987).

Una vez obtenidos los cultivos axénicos, muchos hongos pueden ser multiplicados,

subcultivados y distribuidos, sirviendo como una fuente de germoplasma con poco gas-
to. Los aislamientos de Pleurotus spp. que son colectados en el campo deben ser cultiva-

102



La conservacion y el uso de los recursos genéticos de Pleurotus spp.

dos en el laboratorio desde sus estructuras reproductivas sexuales y asexuales. Esto es
necesario para caracterizarlos y probarlos para usos potenciales.

Caracterizacion del germoplasma

Mientras que una pequefia cantidad de especies de hongos comestibles provee de ce-
pas industriales o semiindustriales susceptibles de ser cultivadas para propositos ali-
menticios, un gran nimero de otras especies son utilizadas a nivel local ya sea por
cultivo o colecta. Estas especies subcultivadas contribuyen més o menos a la alimenta-
cion familiar y a la seguridad alimentaria; el conocimiento referente a sus usos y mane-
jo es frecuentemente localizado y especializado.

La biodiversidad es un recurso clave para el mejoramiento del cultivo de los hongos
comestibles, por lo que para asegurar la biodiversidad de una especie y obtener infor-
macion genética atil para futuros cruzamientos, es necesario usar marcadores neutros
asi como marcadores genéticos. Muchas especies de macromicetos tienen potencial
para un uso mas amplio y su promocién podria contribuir a la seguridad alimenticia y la
diversificacion agricola. Las cepas de hongos deben ser caracterizadas con criterios
morfoldgicos y fisioldgicos como analisis de isoenzimas, RFLP o PCR. No se debe olvidar
que, ademas del genoma nuclear, existe el genoma mitocondrial y que el anélisis mole-
cular puede involucrar estos dos tipos de genoma. Asi, la heterogeneidad de los perfiles
de restriccion del ADN mitocondrial ha sido usado en estudios taxonémicos y evoluti-
vos de eucariotes. En los hongos, el anélisis por RFLP del mtADN ha sido utilizado para
estimar las relacion entre cepas y especies (Gardes et al. 1991; Moulinier et al. 1992;
para una revision ver Barroso et al., 1995).

Caracterizacion morfoldgica y fisioldgica

La identificacion de cepas y especies de hongos comestibles puede ser realizada por
caracteristicas morfologicas 0 microscopicas como el color, el tamafio y la forma del
cuerpo fructifero, tamafio y forma de las esporas o caracteristicas fisiologicas como la
temperatura de fructificacion o de crecimiento micelial. Pero la mayoria de los carac-
teres morfoldgicos dependen de las condiciones ambientales y es dificil identificar es-
pecies cercanas o especies aisladas de diferentes biotipos.

Una de las ventajas méas grandes de la caracterizacion morfoldgica es su gran aplicabi-
lidad a las colecciones extensivas conservadas en herbarios. Cuando las cepas son con-
servadas como micelio vivo, la caracterizacién morfolégica de los hongos debe ser com-
pletada con técnicas moleculares adaptadas a taxonomia; particularmente los marca-
dores de ADN, los cuales tienen la ventaja de muestrear el genoma de manera selecti-
va 0 no selectiva y permitir la identificacion sin tomar en cuenta la fisiologia de los
cultivos y la influencia del ambiente.

Una buena caracterizacion fisioldgica del germoplasma colectado permite enseguida
una mejor explotacion de las cepas para el mejoramiento genético. Esta caracterizacion
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fisiologica se realiza en funcién del futuro uso de los hongos. Por ejemplo: se evalud el
crecimiento micelial y la produccién de basidiocarpos de cepas de Pleurotus spp. nativas
de la region del Soconusco, en cultivo artificial sobre pulpa de café (Hernandez-1barra
et al., 1995). Las caracteristicas de estas cepas pueden servir de bases para programas
de mejoramiento genético.

Caracterizacion isoenzimatica

Estudios por medio de electroforesis enziméatica han tratado de discernir entre las espe-
cies de Pleurotus (Magae et al. 1990; Iracabal et al., 1991; Zervakis y Labarére, 1992;
Zervakis et al., 1994). Ademas, los zymogramas, como patrones de RFLP, pueden consi-
derarse como “tarjetas de identificacion” utilizadas para el reconocimiento y protec-
cion industrial de cepas comerciales.

La variabilidad intraespecifica determinada por analisis de la actividad de varias isoenzimas
fue realizada en Agaricus bisporus con el fin de obtener un panorama general de la factibilidad
de usar marcadores de isoenzimas en estrategias de hibridacion. La factibilidad de un
marcador isoenzimatico fue determinada por andlisis del polimorfismo isoenziméatico y por
la variabilidad inter-cepas. Se demostrd que la actividad de las enzimas que mostraban
alta variabilidad inter-cepas podian ser retenidas para la estimacion de relaciones fenéticas
entre cepas para fines de establecer estrategias de hibridacion (Labarére et al., 1993).

Caracterizacion por RFLP

El anélisis de los Fragmentos Largos de Restriccién Polimdrfica (RFLP) de ADN
ribosémico nuclear provee informacion valiosa sobre la posicion taxonémica de cepas
colectadas y sus relaciones evolutivas, asi como sobre su variabilidad fenética (Hillis y
Dixon, 1991). Los RFLPs de rADN mitocondrial o nuclear han sido adoptados para el
delineamiento de especies y el analisis filogenético entre géneros de hongos. Ademas,
el uso de RFLPs en la sistematica de basidiomicetos ha demostrado la factibilidad de
este enfoque para la elucidacion de ambigliedades en los géneros Agaricus (Hintz et al.
1989), Armillaria (Andersonetal., 1987), Laccaria (Gardeset al., 1990) y Pleurotus (Vilgalys
y Sun, 1994; Iragabal et al., 1995).

Para usar los RFLPs en sistematica, es necesario seleccionar sondas capaces de detectar
variaciones fenéticas tanto en especies lejanas, como cercanas. En hongos, las unida-
des de rADN estéan repetidas, y por lo tanto son secuencias facilmente detectables que
muestran variabilidad a nivel de especie. (Walsh et al., 1990; Kohn et al., 1988) y al
nivel de cepas (Specht et al., 1984). Finalmente, las unidades de rADN parecen estar
especialmente adecuadas como marcadores moleculares porque estan compuestos de
secuencias génicas conservadas y de secuencias variables intergénicas, las cuales evo-
lucionan mas répidamente que muchas otras partes del genoma (Rogers et al., 1989).

En el caso de las especies de Pleurotus, se puede mencionar que parte de la unidad de
rADN nuclear de P cornucopiae, incluyendo la mayor parte de secuencias intergénicas,
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fue usado (figura 3) como sonda para hibridizar con ADN del taxa Pleurotus, digerido
con endonucleasas de restriccion (Iragabal y Labarere, 1994). Esta sonda revel6 un alto
nivel de heterogeneidad del rADN entre y dentro de las especies. El anélisis numérico
de los resultados, realizado con el uso de dos diferentes métodos para construir arboles
filogenéticos, distinguié claramente entre las especies definidas. Ademas, el anélisis de
rADN identificé fragmentos adecuados para identificacion de especies y taxa relacio-
nados.

Figura 3. Patron RFLP tipico producido por hibridacion de ADN de Pleurotus spp.
digerido por Hindlll, con la sonda rDNA (segun Iracabal et al. 1995).

Cepas de Pleurotus utilizadas: 1: P. cystidiosus (Grecia, Salamina), 2:P. cystidiosus (EUA,
Georgia), 3: P. cornucopiae (Alemania), 4: P. cornucopiae (Holanda), 5: P. cornucopiae (Fran-
cia), 6: P cornucopiae (Francia, Dordogne), 7: P. ostreatus (Espafia, Albabadejito),

8: P. ostreatus (Francia, Gironde), 9: P. ostreatus (Grecia, Fthiotida),

10: P. ostreatus. (Alemania). PM: Peso Molecular.

PM
|=<— 231kbp

Cepas 1 2 3 4 56 78 9 10

La sistematica basada en el analisis del polimorfismo del rADN concuerda con la siste-
matica basada en criterios morfoldgicos y fisiolégicos, asi como con métodos de incom-
patibilidad y bioquimicos. Da ademas, informacién adicional sobre la relacion y posible
origen de las especies individualmente. Ademas, la recuperacion de fragmentos RFLP
caracteristicos de una especie o de especies relacionadas hace posible la distincion de
taxa y de proveer marcadores moleculares eficientes para una identificacion rapida de
algunas especies dentro de un exdmen de rutina (Iragabal et al., 1995).
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Los RFLPs de ADN mitocondrial de 34 especies silvestres de P ostreatus de Europa,
Japén y Estados Unidos, mostraron considerable variacion intra-especifica, los cuales
fueron asignados a 22 tipos diferentes. Las distancias genéticas y los dendrogramas
mostraron que la variabilidad fenética inter-cepas estaba correlacionada con el origen
geogréfico de las cepas (Matsumoto y Fukumasa-Nakai, 1993).

Caracterizacion por RAPD

Los marcadores de Ampliacion Polimorfica de ADN al Azar (RAPD) fueron usados
para identificar cepas de Lentinula edodes (Sunagawa et al., 1995). Se usaron primers
sencillos de 10 bases para generar RAPD en L. edodes. La mayoria de los primers evi-
denciaron el polimorfismo en las 15 cepas estudiadas; los marcadores moleculares obte-
nidos por esta técnica pueden emplearse para estimar el polimorfismo intra-especifico
(Zang y Molina, 1995). La técnica RAPD fue usada para identificar cepas comerciales
del hongo comestible Agaricus bisporus (Kush et al., 1992).

Los Microsatélites Amplificados al Azar (RAMS) parecen ser altamente reproducibles
y permiten la deteccion de polimorfismo inter e intra-especifico en hongos (Hantula et
al., 1996).

Caracterizacion por PCR

Las investigaciones sobre PCR han estado principalmente enfocadas a la secuenciacion
nucleotidica de los Espaciadores Internos Transcritos (ITS) localizados entre el rADN
nuclear 18Sy el 28S, y han hecho posible determinar las relaciones filogenéticas entre
especies de hongos del género Ganoderma (Molcalvo et al., 1995). Més tarde, la region
ITS1 fue utilizada para la taxonomia de varias especies de Ganoderma de Polonia (Sokol
et al., 1999). Las regiones ITS1 y ITS2 han sido usadas exitosamente para el andlisis
filogenético de las especies de los géneros Tricholoma y Cortinarius (Mankel et al., 1999).

Se han usado primers que amplifican fragmentos especificos de genes de la subunidad
grande del ARN ribosomal para caracterizar hongos secos obtenidos de herbarios (Bruns
et al. 1990). Un fragmento de ADN de 370 bp de tamarfio fue amplificado con buenos
resultados usando PCR para identificar material viejo y seco de macromicetos (Wingfield
y Wingfield, 1993).

En afios recientes, las secuencias de genes mitocondriales se han empleado para fines
taxondmicos y filogenéticos en varios organismos eucariotes. Finalmente, se han obte-
nido arboles consensados mediante el uso de la secuencia nucleotidica mitocondrial
de las tres primeras subunidades de la citocroma C oxidasa (Cox I a Cox Ill) de varias
especies de Drosophila, las cuales fueron similares a las establecidas con secuencias de
los genes nucleares (Spicer, 1995).

En los hongos, un nuevo enfoque basado en amplificaciones por PCR y anélisis de
secuencia de los dominios variables de unidad pequefia del ADN del ribosoma mito-
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condrial (SSU rDNA), fue desarrollado por Gonzélez et al. (1997). El andlisis de la
secuencia de estos dominios en las especies de los géneros Agrocybe y Pleurotus parece
conciliar resultados Utiles en analisis taxonémicos y filogenéticos (Gonzélez y Labarére,
1998, 2000) y para la identificacion de micelio de hongos en ceparios y colecciones
(figura 4 y 5).

Figura 4. A: Representacion del gen de la subunidad pequefia del rARN
mitocondrial de Agrocybe aegerita (segin Gonzélez et al., 1998); B: Tamafio de
las amplificaciones PCR y de los dominios variables V4, V6 y V9 en Pleurotus
ostreatus (Gonzalez y Labarére, 2000). Los dominios variables V4, V6 y V9 estan
representados en gris claro. Las posiciones de los oligonucleo6tidos que permiten
amplificar los dominios variables en diferentes especies de basidiomicetos, se
indican sobre la figura.

V4U2 V4R2
480 pm=- 497 004 81012
VeU V6R VU2 VIR2
9941012 1242 51260 2973 pm=- 2992 3224 = 3242
A [_ V2! V6 | _Intron [ V9
0 553 722 1067 1238 1397 2768 2995 3215 3277
170 nt 172 nt 1371 nt 221 nt
VAU2  4eent VAR2
B - L4 V6U 17i 1t V6R VOU2 399 VOR2
104 nt > VO
83 nt 267 nt
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Figura 5. Relaciones entre 16 aislados de Pleurotus spp. basadas en las secuencias
de los dominios variables mitocondriales V4, V6 y V9 (Gonzélez y Labarére,
2000). Este arbol fue construido usando el método UPGMA. Los grupos y
subgrupos fueron definidos seguin Singer (1986).

P. cornucopiae
P. euosmus Sub-Género
Pleurotus
(Sistema hifal
. dimitico)
P. citrinopileatus
- A
P. dryinus Sub-Género
Lepiotarii
P. smithii
Sub-Género
P. cystidiosus Coremio-pleurotus
99
<3
P. rattenburyi
77
100 C
> P. lampas
<56 | - lamp
P. pulmonarius / P. sajor-caju
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) 92
P. eryngii
—
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(Sistema hifal B
P. ostreatus / P. florida monomitico)
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96
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Para amplificar las regiones variables que contienen respectivamente los dominios va-
riables V4, V6 y V9 de la SSU rADN mitocondrial, las reacciones de amplificacion se
llevan a cabo usando el par de primers siguiente:

V4U2: GTGCCAGAAGACTCGGTA y V4R2: TGCTCCGAGACCGACTAA
V6U: TTAGTCGGTCTCGGAGCA y V6R: TGACGACAGCCATGCAAC
VIU2: TGATGAACTAACCGTCTGT y VI9R2: CAGTACAAGCTACCTTGC

Las reacciones de PCR contienen 50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI [pH 9], 0.1% Triton
X-100, 0,2 mM de cada dNTPs, 2.5 mM MgCI2 y 3-5 mL de ADN purificado en un
volumen final de 25 ml. Después, se realizan 40 ciclos en un ciclador térmico PTC 100
(MJ Research) como sigue: EI ADN es desnaturalizado por 30 s a 95°C, la hibridacién
de los primers se obtiene a temperatura correspondiente a Tm-2°C (por ejemplo, 54, 54
y 52°C para la amplificacion de las regiones que cubren los dominios V4, V6 y V9,
respectivamente) durante 30 sy un paso de alargamiento (elongacion) es realizado por
30 s. Los productos de la PCR son entonces analizados en un gel de agarosa 1.5 % (p/v)
0 en un gel al 5% de poliacrilamida para electroforesis tefiidos con bromuro de etidio
para poder ser observados.

La purificacion de las amplificaciones de PCR se obtiene usando el kit de purificacion
Quiaquick PCR (QUIAGEN, USA). A un volumen de reaccion de PCR, se agregan
cinco volumenes de amortiguador PB. La solucidn es aplicada a una columna Quiaquick
y centrifugada (3,000><g, 1 min, 20°C). La columna es entonces lavada con 0.75 ml de
amortiguador PE y centrifugada como se describid arriba, después secada con otro paso
de centrifugacion (10,000=g, 1 min, 20°C). Finalmente, el ADN es eluido con la adi-
cion de 40 ml de agua destilada estéril, incubada por 1 min a temperatura ambiente y
recuperada por centrifugacion (10,000%g, 1 min, 20°C). En estas condiciones, todo
exceso de primer es eliminado y los productos de la amplificacion PCR pueden ser
usados en reacciones de secuenciacion.

La secuenciacion de productos de PCR se lleva a cabo usando el kit secuenciador
ThermoSequenase (United States Biochemical, Cleveland, Ohio) segin Sanger (1977)
con [a-33P] ddNTPs. Los primers V4U2, V6U y VOU?2 fueron usados para secuenciar
productos de PCR de los dominios variables V4, V6 y V9, respectivamente. Los produc-
tos de la secuenciacion son analizados en un gel de 6% poliacrylamida para electrofo-
resis y revelados después de exposicion a una pelicula Kodak X-omat LS (Gonzalez y
Labarére 1998).

Almacenamiento del germoplasma

En la literatura se han descrito varias técnicas para la conservacion del germoplasma
de hongos. Cuando se observa el equipo, la mano de obra y el mantenimiento, se con-
cluye que las técnicas tienen un costo alto en la mayoria de los casos. Con el fin de
establecer bancos de germoplasma en paises en desarrollo, es necesario implementar el
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uso de técnicas de bajo costo y evaluar su eficiencia en términos de la conservacion del
germoplasma (figura 6). Una descripcion completa de los métodos para la conservacion
de germoplasma de hongos fue publicada por Smith y Onions (1994), por lo que noso-
tros s6lo describiremos los métodos de bajo costo. El lector también puede referirse al
capitulo VI de este manual, donde son tratados estos temas.

Figura 6. Tres formas de conservacién de germoplasma de bajo costo.

Micelio

Y \

Aceite mineral Agua destilada Medio de cultivo

|
i

16,5°C 4°C

De acuerdo con la especificidad del ciclo de vida de los hongos, de los cuales la mayor
parte esta constituida por estados dicariéticos cuyo genoma se conforma de dos tipos de
nucleos haploides complementarios, la conservacion de recursos genéticos necesita
conservar la constitucion gendmica del estado dicariotico. Excepto la capa que porta
las esporas (himenio), el basidiocarpo es dicaridtico, mientras que la espora sexual es
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producto de la meiosis, generalmente homocariotica y corresponde a genotipos
recombinantes. La conservacion del genotipo original necesita hacerse con micelio
obtenido por subcultivo de la parte no fértil del basidiocarpo y no por germinacion de
esporas sexuales o vegetativas.

Agua destilada estéril

El método més simple es la conservacion en agua destilada estéril. Las cepas se conser-
van en tubos pequefios de 2-10 ml con agua destilada estéril. Se depositan muestras
dentro del agua, el tubo se cierra y se mantiene a 4°C o a temperatura ambiente si no se
cuenta con un refrigerador. En este Gltimo caso, se recomienda especialmente deposi-
tar una gota de aceite mineral en la superficie del agua para evitar la evaporacion.

Las muestras son pequefias piezas de medio de cultivo invadidas por micelio o prefe-
riblemente pequefias piezas de papel filtro invadido por el micelio. Para preparar las
muestras, las cepas se cultivan en papel filtro estéril o se depositan en una caja de
Petri con un medio de cultivo o en agar agua segun la cepa. Después del crecimiento
del micelio, se corta el papel filtro en pequefios fragmentos (de 33 mm) y se depo-
sitan 3 - 5 fragmentos dentro del agua destilada. Este método es usado con éxito para
conservar las especies de Pleurotus en el Laboratorio de Hongos Tropicales de Ecosur
(Dr. S&nchez Vazquez, México), especies de Armillariella en el INRA-Clermont Ferrand
(Dr. J.-J. Guillaumin), especies de Hebeloma en la Universidad de Lyon (Prof. Debeau),
0 especies de Agrocybe, Coprinus, Lentinula y Pleurotus en el Laboratorio de Genética
Molecular e Hibridacion de Hongos Comestibles (Burdeos, Francia). En este labora-
torio, las cepas se conservan en 1.8 ml en tubos de polipropileno de 48 mm de largo y
12 mm de didmetro. La eficiencia de esta técnica es verificada para las cepas de los
géneros citados arriba por lo que necesita ser estudiada para las cepas de otros géne-
ros y especies.

Subcultivo

El método més utilizado es la conservacion en medio nutritivo en tubos de ensayo
conservados a 4°C. La mayoria de las cepas de hongos pueden ser conservadas en me-
dios simples como el agar de malta (AM) o el agar de papa y dextrosa (APD); algunas
cepas necesitan ser conservadas en medios mas complejos 0 medios naturales. La con-
servacion se hace en tubos pyrex de 16><160 mm. Este método requiere de mucho
trabajo para transferir regularmente las cepas. Las cepas del género Pleurotus spp. pue-
den ser mantenidas por afios por este método, el periodo de conservacion antes de una
nueva transferencia es de 6 meses. La mayor desventaja debida a la frecuencia de las
transferencias es el riesgo de contaminacion y la seleccion de variaciones genéticas.
Este método requiere equipo simple y es barato.

Almacenamiento en aceite mineral

Como en los métodos precedentes, el almacenamiento en aceite mineral no requiere
equipo caro, ademas, en el caso particular de cepas de macromicetos parece ser ade-
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cuado para largos periodos de tiempo (Kobayashi, 1984; Perrin, 1979). Las cepas se
conservan en tubos de 30<90 mm. Son cultivadas sobre medio nutritivo solido inclina-
do directamente en los tubos de almacenamiento. El micelio es incubado a 25°C, hasta
que invade la superficie del medio. Enseguida se cubre con 15 ml de aceite mineral
(esterilizado en autoclave). Los tapones, roscados, no deben estar totalmente cerrados
para permitir la circulacion de aire. Los tubos son conservados en un lugar climatizado
a 16°C.

Bancos de datos

Una actividad importante, estrictamente relacionada con las colecciones de germoplasma
de Pleurotus spp., es el desarrollo de bases de datos con el establecimiento de un acceso
a internet para facilitar el intercambio de informacion.

Las bases de datos homogéneas pueden ser establecidas para tener un repertorio de
cepas por nombres de especies o por alguna caracteristica como el pais de origen, el
substrato original, el biotipo, la localidad, las aplicaciones, la produccién de metabolitos
0 enzimas, las caracteristicas genéticas y los caracteres moleculares. Las bases de datos
también pueden contener las formulaciones de medios o substratos naturales para cul-
tivar las cepas, la bibliografia sobre las cepas, las especies y el género, la localizacion de
especies similares en otras colecciones de hongos en el mundo, etcétera (figura 7).

Las bases de datos de Pleurotus spp. no solamente listan las especies conservadas en la
coleccidn, sino que colectan, diseminan y facilitan el intercambio de informacién que
las instituciones, investigadores y otras persona interesadas tienen sobre sus recursos
genéticos, en particular en cuanto a la caracterizacion, el uso y las tecnologias relacio-
nadas, ademas de que proveen una actualizacién sobre los datos estadisticos de colec-
ciones y programas.

Se deben definir formatos comunes, de tal manera que todas las colecciones introduz-
can los datos de sus hongos usando campos definidos. Los nombres de las especies
deben ser revisados y homogeneizados por un comité cientifico.

Bancos de recursos genéticos

La conservacion del germoplasma de Pleurotus spp. necesita el desarrollo de sistemas de
conservacion ex situ adaptados a las condiciones locales, y para mejorar la transferencia
de tecnologias. Las colecciones de Pleurotus spp. requieren un planteamiento general
de sus objetivos y del rango general de servicios que se proponen. Como todas las
colecciones ex situ, los ceparios de hongos exigen trabajo intenso: acceso rutinario,
conservacion. mantenimiento, monitoreo de la viabilidad. La conservacién y el manejo
de una coleccion de hongos necesita conocimientos no solamente de los hongos mis-
mos, sino también de su crecimiento, la caracterizacion, sus requerimientos para la
conservacion, las propiedades y las aplicaciones potenciales y la prevision de entrena-
miento y servicio al cliente.
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Figura 7. Ejemplo de ficha para describir cada cepa del Banco
Mundial de Recursos genéticos de Hongos (Aquitaine, Francia).

Gilobal Bank of M ushrooms Genetic Resour ces in Aquitaine (France)

& Blsqueda & Ordenar < b & Referencias & Fotografias
CepaNumero + ECS-0117
L ocalizacion 4+ ECOSUR GBMA Grecia Localizacion IV
Organismo + Pleurotus djamor

Basidiomicotina homobasidiomicete, Agaricales, Tricholomataceae

Sinénimos + P. ostreatoroseus
Nombre Comuin + Hongo del laurel (Mexico)
Caracteristicas + Caracteristicas

Medio decrecim. + PDA, APDL
TemperaturaCrec.  + 20-307C

Cond. Fruct. + 287C,80%h.r.

Historia + Colector, descriptor, fechas de aislamento y de transferenciaa otras colecciones
apellidos de | as personas que han transferido

Conservacion + Aguaestéril

Aislamiento + Tgido

Substrato + Substrato o huesped en que seaisl6 lacepa

Descripcién + Mating type, propiedades

SecuenciasNucleares @ Secuencias Nucleares conocidas para la cepay la especie

Secuencias Mt & Secuencia Mitocondriales conocidas parala cepay la especie
Nivel de Bioseguridad Enviado
2 2

Las colecciones de Pleurotus spp. proveen una informacion bésica sobre la diversidad,
mediante la coleccion y cuidado del germoplasma y por las investigaciones sistematicas
de recursos genéticos silvestres. El material colectado de esta manera debiera ser depo-
sitado en instalaciones que tengan la capacidad de manejarlos en el pais de origen.
Cuando los grupos de investigacion no tienen capacidad para mantener germoplasma
de hongos, el germoplasma aislado debiera ser depositado en otro laboratorio que actue
como centro regional para proporcionar entrenamiento y recursos.

Con el fin de minimizar la posibilidad de pérdida de cepas, las colecciones deben bus-
car la manera de tener duplicados o al menos tener seguramente resguardadas las
cepas mas importantes en diferentes edificios o idealmente en sitios diferentes. En la
medida de lo posible, cada cepa debe ser mantenida por al menos dos procedimientos.
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El mantenimiento seguro de las colecciones supone la cooperacion entre instituciones
y el desarrollo de técnicas y métodos para la multiplicacion del germoplasma existente,
ademas del almacenamiento de duplicados de colecciones en otras partes. Con un
sistema racional basado en la conservacion adecuada, la caracterizacion y la coopera-
cion, los costos podrian ser reducidos y el trabajo de conservacién colocado a un nivel
cientifico y financieramente sostenible en una fundacion. Esto seria el trabajo de base
para la utilizacion amplia de los recursos genéticos de Pleurotus spp., para alimentacion
y la agricultura, en el contexto de una conservacion efectiva. Para realizar tal sistema,
las opciones de conservacion deben estar disponibles, particularmente en los laborato-
rios que no tienen suficiente capacidad para asegurar la conservacion cotidiana de
recursos genéticos de hongos.

La mayoria de los micelios de los hongos declina su viabilidad en almacenamiento ex
situ. Tanto los genes como los genotipos pueden perderse, aun bajo condiciones ptimas
de almacenamiento, por lo que las muestras deben ser regeneradas constantemente. La
buena planeacion y la coordinacién de la regeneracion de las muestras minimizara la
cantidad de material que se puede perder.

La caracterizacion y la evaluacion del potencial del germoplasma de los hongos empe-
zaria con la obtencién de la informacion disponible y con un esfuerzo por juntar, pegar,
computarizar y hacer disponible la informacion existente y contenida en notas y repor-
tes. Al buscar esta base de datos, usualmente uno puede obtener una lista de los taxa
de hongos que existen en un huésped en particular en un pais. Los especialistas nece-
sitaran el acceso a sistemas de computo para adicionar las identificaciones y localiza-
cion de los especimenes y cultivos, asi como tener acceso a fuentes de identificacion.

Los genetistas y los cultivadores de hongos estan interesados en tener un nimero ma-
nejable de genotipos que posean o tengan la posibilidad de aportar las caracteristicas
necesarias para sus programas de hibridacion. La identificacion de esas datos, median-
te la caracterizacion y el establecimiento de colecciones principales, son medidas que
motivan un uso mas eficiente de las colecciones. Ampliar la base genética de los hon-
gos puede contribuir a incrementar la estabilidad y el rendimiento.

Habria que desarrollar o establecer colecciones de hongos nacionales/regionales estruc-
turadas en redes que incluyan a cientificos de varias regiones. Asimismo, se deberian
iniciar proyectos piloto, investigaciones y entrenamiento sobre colecta, técnicas de con-
servacion, caracterizacion de cepas y especies de hongos comestibles y de otros relacio-
nados. Esto aunado al establecimiento de base de datos de las cepas almacenadas. Por
otra parte, los grupos de trabajo existentes tienen que promover la colaboracion y la
complementariedad entre genetistas, investigadores, cultivadores y bancos de genes. Es
preciso que la conservacion esté ligada al uso y la identificacion para solventar las
limitaciones actuales en el uso de los recursos genéticos para la alimentacion y la agri-
cultura.
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Las redes deberian identificar oportunidades de mercado y desarrollar formas de apoyar
la distribucion de semilla a pequefia escala entre los productores, aprender de las expe-
riencias de comunidades y empresas de produccion de semilla a pequefia escala ya en
desarrollo en algunos paises. Esta cooperacion desarrollaria métodos de procesamiento
y de mercadotecnia, asi como tecnologias de bajo costo para el almacenamiento de los
hongos.

Discusion

El cultivo de los hongos puede promover el uso mas eficiente y el manejo de los recursos
locales, su uso como fertilizantes organicos con o sin tratamiento del substrato degrada-
do por los hongos. El cultivo de Pleurotus spp. tiene que ser adaptado a las condiciones
locales y se deben desarrollar técnicas simples para cultivarlos a pequefia escala. El
cultivo de hongos supone la existencia de programas de hibridacion y de fabricacion de
semilla. Las estrategias para los cruzamientos deben desarrollar cepas especificas adap-
tadas a ambientes y substratos locales. Seria conveniente que las universidades locales
aportaran apoyo logistico para realizar hibridaciones e impulsar el cultivo.

Para desarrollar y expandir la produccion local viable de Pleurotus spp. es necesario
hacer accesible el uso de nuevos hongos y variedades a los cultivadores. En tal situa-
cion, debe hacerse el estudio de las variaciones genéticas de aislamientos silvestres y el
tamizado (“screening”) de cepas que puedan ser usadas para programas de cruzamien-
tos. Por el lado aplicado, las cepas de hongos han de ser seleccionadas por su potencial
con base en criterios comerciales y por su habilidad para ayudar en la limpieza del
ambiente. El uso de cepas silvestres tiene la gran ventaja de que son seleccionadas
naturalmente y son altamente adaptadas a las condiciones ambientales locales.

La investigacion en el desarrollo de métodos mejorados de conservacion, en particular
técnicas confiables de bajo costo adecuadas a las condiciones locales, es un punto
importante. Las colectas sencillas en campo, de bajo costo, deberian ser promovidas por
universidades y otras instituciones para fomentar la educacion y el interés pablico.

La conservacion del germoplasma de hongos debe ser promovido y fortalecido por co-
operaciones intergubernamentales y regionales que tengan estructuras en el campo de
los recursos genéticos, y fundando y financiando mecanismos para la implantacion de
bancos de genes regionales. De esta forma, serd Gtil que los paises designen puntos
focales nacionales (Menini, 1998).

Las colecciones tiene que ser capaces de distribuir cepas listadas como disponibles. Los
convenios para la distribucién de cepas varian de acuerdo a las bases financieras y
politicas de los propietarios legales de la coleccion. Las que tienen distribucion restrin-
gida deben ser claramente especificadas.
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Es preciso establecer relaciones solidas entre cientificos y usuarios de los recursos
genéticos de los hongos (genetistas y cultivadores) para informar directamente y prio-
rizar el proceso entero de conservacion, incluyendo el inventario y la colecta. Ademas,
se necesita desarrollar bases de datos.

La identificacion correcta de las cepas confiere responsabilidad en las colecciones y
demanda atencion desde el primer momento. Cuando las cepas son recibidas ya con
nombre, la persona que hace la identificacion original debe ser anotada, y la coleccién
debe confirmar la identificacion. Uno de los mayores problemas de la ciencia de los
germoplasma de hongos, el cual parece especifico a los paises con poca tradicion
micoldgica, es la caracterizacion apropiada y la posicion taxondmica de cepas silves-
tres. Los especimenes dificiles o no descritos deben ser enviados a especialistas interna-
cionales. La mayoria de las especies nativas de esos lugares han sido definidas por
comparacion y analogia de especies previamente descritas en paises mejor estudiados,
lo que conduce a diferentes ambigliedades. Es necesario desarrollar competencia tanto
en taxonomia clésica, basada en descripciones morfolégicas, como en técnicas de taxo-
nomia molecular. La cooperacion entre taxonomistas y biélogos moleculares es esencial
para la identificacion de los hongos. Una red organizada de especialistas de ambas
ciencias podria convertirse en una fuerza eficiente para profundizar el conocimiento
sistematico e impulsar la investigacion y el entrenamiento de futuros especialistas.

Otro campo sobre la investigacion en hongos se refiere a la identificacion del valor
potencial del germoplasma para uso directo por cultivadores en programas in situ, el
incremento y el mejoramiento del uso de los recursos genéticos conservados para faci-
litar el progreso innovativo en cruzamientos mediante la identificacion de cualidades
Gtiles para introducirlas en programas de cruzamientos. Los usuarios deberian ser en-
trenados e involucrados en la colecta y la evaluacion de germoplasma. Los programas
de entrenamiento deben tomar en consideracion la necesidad de personal entrenado
para la ejecucion de los procedimientos para la conservacion de hongos y en los reque-
rimientos especificos de las especies. El conocimiento local y la practica jugaran un
papel crucial en el manejo de recursos genéticos.

Se pueden establecer bases de datos homogéneas para mantener un repertorio de nom-
bres de especies 0 de caracteristicas como pais de origen, substrato original o biotipo, la
localizacion, las aplicaciones, los metabolitos o enzimas producidos, las caracteristicas
genéticas y moleculares. Las bases de datos también pueden contener la formula del
medio o el substrato natural para cultivar las cepas, una bibliografia de las cepas, espe-
cies y géneros, asi como la localizacion de las especies similares en las colecciones
mundiales de hongos.

La produccion exitosa de hongos requiere experiencia practica y conocimiento cienti-

fico. En este sentido, el establecimiento de centros de ensefianza sobre la ciencia y el
cultivo de los hongos podria ser una manera de desarrollar programas amplios sobre
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hongos en regiones relativamente grandes. Los cursos de capacitacion tendrian que
contener conceptos basicos sobre morfologia de los hongos, preparacion de substratos,
cosecha, plagas y enfermedades, etc.

La investigacion en la ciencia de los hongos y el entrenamiento estdn fuertemente
correlacionados. La investigacion necesita realizarse para desarrollar conocimiento ba-
sico sobre Pleurotus spp., sobre los procedimientos para la conservacion racional y la
duplicacion de especimenes, sobre la modalidades y las tecnologias para conservar
genotipos, sobre la genética, los cruzamientos y el cultivo; asi como sobre taxonomia
clésica y la molecular. La investigacion sobre las cepas del género Pleurotus spp. debe
ser realizada en laboratorios especializados en el campo de la conservacién y la caracte-
rizacion de recursos genéticos y su uso en la alimentacion y la agricultura.

Los grupos de trabajo deben promover la colaboracion y la complementariedad entre
genetistas, investigadores, cultivadores y bancos de genes. Resultaria util que cada
grupo incluyera tanto investigaciones basicas como aplicadas que se relacionen con
actividades de entrenamiento. Deberia tomarse en cuenta que en el ambito regional,
el usar tecnologias de bajo costo, adaptadas al clima, a los recursos agricolas y a las
condiciones econdmicas tienen que fortalecer el potencial de los hongos.
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Una revision de técnicas de mantenimiento de cepas, con énfasis en las que se adaptan a Pleurotus spp.

INTRODUCCION

La semilla de los hongos comestibles se prepara a partir de micelio propagado en granos
de cereal esterilizado con vapor. Esta mezcla grano/micelio, también denominada in6culo,
es utilizada para sembrar substratos para el cultivo de hongos. La totalidad de la semilla
comercial se elabora con micelio proveniente de un cultivo almacenado, mas que de
esporas, porque cada espora es capaz de producir una nueva cepa y sus caracteristicas
son impredecibles.

La conservacion de las cepas que comercializa un laboratorio o utiliza una planta pro-
ductora de Pleurotus spp. es una actividad cotidiana de suma importancia porque da el
soporte elemental para producir una semilla de calidad de manera constante. Si la
conservacion falla, la calidad y la disponibilidad de las cepas se pone en entredicho.
Esto puede dar lugar a gastos de recuperacion innecesarios y elevados, o inclusive,
puede conducir a la pérdida definitiva del organismo.

La conservacion de cepas se refiere al mantenimiento en condiciones dptimas del ma-
terial genético proveniente de clones silvestres, hibridos, cepas comerciales, o cual-
quier otro material valioso para la empresa. Requiere de una metodologia confiable,
sencilla y lo més barata posible que asegure, no solo la conservacion de las caracteristi-
cas genéticas de las cepas, sino también su vitalidad.

Por esta situacion, la técnica de conservacion empleada debe estar establecida de ma-
nera perfectamente clara y definida para el laboratorio, para que no haya dudas ni
errores, aun cuando el personal que se encargue de la conservacion cambie.

LA OBTENCION DE LOS CULTIVOS

Cultivo del tejido

El cultivo del tejido es una de las formas méas simples de obtener un cultivo micelial.
Un tejido cultivado es esencialmente un clon del hongo. Un clon se define como un
duplicado idéntico de un organismo. Para obtener un clon, se procede de la siguiente
manera:

Se escoge un cuerpo fructifero limpio, fresco, libre de contaminantes visibles y de la
mas alta calidad en cuanto a tamafio, color, forma o cualquier otra caracteristica de-
seada. Se esteriliza la superficie del pileo o sombrero seleccionado con una solucion al
10% de hipoclorito de sodio. Se rompe cuidadosamente el pileo para exponer el tejido
interno, estéril del hongo (cuidando no tocarlo con las manos) (fig. 1). Después, con
una ansa o pinza estéril y fria se toma una pequefa parte de tejido blanco, lo mas
alejada posible de las [aminas, y se coloca en un medio de cultivo en caja de petri. Esta
operacion se puede repetir varias veces para preparar varias placas en diferentes medios
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a base de agar como APDL y APDL 4cido. Después se incuban las placas por 1 o 2
semanas, durante las cuales se revisa frecuentemente el crecimiento para eliminar las
placas que aparezcan contaminadas.

Si se usa un medio que contenga acido se puede minimizar el riesgo de contaminacién.
Por ejemplo, el agar &cido de papa-dextrosa-levadura (APDL) contiene acido lactico
para bajar el pH e inhibir el crecimiento bacteriano. Si los cultivos en APDL estan
contaminados, los cultivos que crezcan en APDL acido pueden servir como respaldo.
Las placas deben ser revisadas diariamente para observar el crecimiento y la contami-
nacion porque Pleurotus spp. crece rapido y, después de una semana el cultivo puede
cubrir la placa. Una vez que los cultivos han crecido, se selecciona aquel que esté puro
y tenga mejor apariencia. El cultivo seleccionado es transferido a un medio fresco para
revisar el crecimiento micelial y confirmar que sea normal y puro.

Los cultivos deben ser entonces probados en una “siembra de validacién”. Una siembra
de validacién involucra producir la semilla a partir del tejido y sembrarla en un substrato
para determinar la productividad y la calidad del hongo.

Cultivos multi y monospéricos

Los cultivos aislados de esporas difieren genéticamente del cultivo de tejidos. Los cul-
tivos que se originan de esporas son desconfiables e impredecibles ya que las esporas
cuando germinan resultan en muchas combinaciones genéticas diferentes. Estas com-
binaciones son deseables cuando se trata de desarrollar una nueva cepa, pero indesea-
bles cuando se trata de mantener una cepa especifica. No hay manera de predecir si el
potencial productivo de un cultivo de esporas es similar al de sus progenitores, a menos
que se prueben muchas lineas diferentes obtenidas por germinacion de esporas. Cien-
tos de cultivos deben ser probados antes de obtener uno con buen potencial productivo.
Como resultado de esto, un laboratorio pequefio probablemente no usaré la técnica del
cultivo de esporas delineado aqui para obtener cultivos micelianos.

Las esporas de Pleurotus se encuentran sobre las basidias, en la parte final de las ldminas
del sombrero. Para colectar basidiosporas, se suspende el pileo sobre un pedazo de papel
filtro estéril en una camara para coleccion de esporas también estéril (fig. 2). Las
basidiosporas caen de las laminas durante el transcurso del tiempo, dando lugar a una
huella impresa en el papel filtro. La impresion puede entonces ser cortada en tiras con
una tijera esterilizada con flama, colocada en viales de tapa-rosca y mantenida a 4°C
por largo tiempo. Las esporas pueden ser colectadas en cualquier papel simplemente
colocando el pileo (con las I[&minas hacia abajo) directamente sobre el papel, sin em-
bargo es muy probable que las impresiones colectadas de esta manera se contaminen,
por lo que es mejor suspender el pileo y aislarlo del ambiente.

Descripcion de la técnica para obtener cultivos de esporas
Con una pinza esterilizada a la flama se coloca uno o dos piezas de papel filtro cubierto
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de esporas en un tubo con agua destilada estéril y se mezcla bien. El agua se vuelve
ligeramente turbia por las esporas. Después, con una pipeta estéril se agrega 0.1 ml de
la suspensidn de esporas a varias cajas de Petri con el medio deseado y se distribuye la
suspensién sobre la superficie del medio con una varilla de vidrio estéril y fria. Las
placas se incuban a temperatura ambiente y se revisan diariamente con un estereoscopio.
Las contaminadas se descartan. Si se desea micelio de una sola espora, con ayuda de
un estereoscopio y una aguja se transfiere una sola espora germinada a medio fresco. Si
se desea un cultivo multiespérico, se espera a que las esporas germinen y se entrecrucen
para transferir después, a una nueva caja de petri o tubo, el area deseada.

Fuentes de cultivos

Existen en varias partes del mundo colecciones bioldgicas encargadas de la preserva-
cion de material genético de hongos asi como laboratorios de investigacion que conser-
van las cepas fungicas que son de interés propio, o laboratorios productores de semilla
comercial. En el apéndice A se presenta una lista con nombres y direcciones de algunos
de ellos, que por su ubicacion o importancia, pueden ser de utilidad para personas
interesadas en Hispanoamérica. Entre las empresas citadas, hay algunas que solo cuen-
tan con cepas puras de Pleurotus spp. para fines de investigacion. Algunas otras tienen
a disposicion del publico cepas de calidad comercial y algunos otros se dedican exclu-
sivamente a proveer de semilla (entre ellas Pleurotus spp.) a productores.

Pruebas de validacion de cultivos

No se conoce una prueba in vitro para determinar la productividad de un cultivo que ha
sido almacenado. Por esta razén, y dado que una cepa puede perder una o varias carac-
teristicas durante el almacenamiento, se debe efectuar una serie de pruebas de cultivo
para determinar las caracteristicas de la cepa recién recuperada. Estas pruebas involu-
cran la preparacion de la semilla con la consecuente evaluaciéon de la produccion y la
obtencién de datos como rendimiento, tamafio, color, forma, etc. Estas pruebas se ha-
cen también de manera rutinaria durante el proceso de formacion de una nueva varie-
dad. En este caso, primero se realizan pruebas pequefias y las lineas sobresalientes se
propagan para pruebas mas grandes con repeticiones. Todos los pardmetros de creci-
miento (substrato, temperatura, humedad, etc.) deben ser controlados tanto como sea
posible para minimizar el riesgo de un impacto ambiental adverso en el cultivo. Cuando
sea posible, una linea comercial debe ser incluida en la prueba para prop6sitos compa-
rativos.

TECNOLOGIA DE MANTENIMIENTO
Transferencia de agar a agar
Una vez que un cultivo es obtenido por el medio que sea, debe ser mantenido en un

estado productivo. EI mantenimiento del cultivo es un paso critico para la produccion
consistente de semilla de calidad predecible.
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La transferencia de agar a agar es el método méas popular: La propagacién vegetativa de
un hongo no es complicada, pero requiere de mucho trabajo, especialmente si se tienen
que conservar muchas cepas. Se usa una pequefia cantidad de micelio de un cultivo
madre para inocular multiples tubos inclinados de agar fresco (las cuales resultan ser
los cultivos hijos). Estos cultivos se revisan después de incubarlos mas o menos a 25°C
por siete-diez dias, para constatar que estén presentes las caracteristicas expresadas en
el cultivo madre. Un cultivo seleccionado entre estos se convierte entonces en el “nuevo”
cultivo madre, el cual se refrigera a 4°C. Después de tres o cuatro meses este cultivo es
transferido a tubos inclinados con medio recién preparado para repetir el ciclo.

En general, los cultivo de Pleurotus spp. mantenidos por este método se comportan bien
en pruebas de produccién. Se prefieren los tubos con tapa de rosca (la tapa no se cierra
herméticamente para permitir el intercambio de aire). Los medios contenidos en caja
de petri no se conservan tan bien en el refrigerador como los tubos. Esto es porque el
medio en caja de petri se reseca muy rapidamente, ademas de que debido a la mayor
superficie expuesta al aire, facilita las contaminaciones. Debido a la rapida tasa de
crecimiento de Pleurotus spp. los cultivos deben ser observados muy de cerca para no
permitir que sobrepasen el estado de madurez antes de ser almacenados. Dado que el
micelio del hongo continuara creciendo en el refrigerador, se debe almacenar cuando
aun tiene espacio para crecer dentro del tubo. Algunas lineas de Pleurotus spp. fructifi-
can en el medio, por lo que deberan ser almacenadas antes de que alcancen esta etapa.

Es posible conservar una cepa por largo o corto tiempo por medio de la transferencia
agar-agar. Al retirarla del almacenamiento, estard lista para preparar semilla inmedia-
tamente, ya que este método no requiere tiempo para que la cepa se recupere del
almacenamiento. Las piezas de agar se toman a aproximadamente 0.5 cm de distancia
del trozo original. EI tamafio del in6culo no debe exceder 9 mm? para minimizar la
transferencia de productos acumulados en el agar viejo. La transferencia debe hacerse
bajo un estricto programa y debe mantenerse un ambiente consistente para mantener
una maxima calidad. Se deben hacer observaciones frecuentes de la morfologia del
cultivo micelial para detectar anormalidades que se puedan presentar durante la
incubacion. Este método tiene dos inconvenientes: uno derivado del riesgo de conta-
minaciones durante las transferencias que son frecuentes, y dos, el riesgo de seleccio-
nar mutantes, generalmente con capacidades disminuidas.

A continuacion se mencionan, a manera de ejemplo, algunos de los medios de cultivo
que se usan frecuentemente para la conservacion y propagacion de cepas de Pleurotus
spp. Todas las formulaciones son para un litro.

a) Agar Extracto de levadura-Glucosa (AELG)

Extracto de levadura 5¢
Dextrosa anhidra 5¢
Agar 159
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Mezcle todos los ingredientes en un matraz de 2 | y tapelo con papel aluminio. Esterilice
15 minutos a 121°C. Vacie en placas cuando el medio esté a mas o menos a 45°C.

b) Agar Extracto de Malta (AEM)

Este agar se vende ya preparado por algunas casas comerciales. El fabricante recomien-
da generalmente disolver 33.6 g en un litro de agua y esterilizarlo de la misma manera
gue en el caso anterior.

¢) Agar de papa-dextrosa y levadura (APDL)
250 g de papas cortadas en piezas de 1.5 cm.
(No pele las papas, limpielas y cértele los ojos y las manchas)

Agar 20g
Dextrosa, Anhidra 10¢g
Extracto de levadura 15¢

Enjuague y escurra las tiras de papa dos veces con agua. La primera con agua de la
llave, la segunda con agua destilada. Cubra con 500 ml. de agua destilada. Coloque en
un recipiente de un litro las papas y en otro el agar concentrado en la mitad del agua
de su concentracién final. Coloque ambos frascos en el autoclave y opere un pasado por
vapor de 40 minutos. Después de completar el ciclo, el caldo de papas debe ser filtrado
con una tela de gasa doble. Deseche las papas y si es necesario, afore el volumen del
caldo caliente a 500 ml con agua destilada. Agregue la dextrosa y el extracto de leva-
dura. Después combine el agar caliente con el caldo de papa y agite suavemente para
formar 1 litro de APDL.

Para preparar medio en placas, esterilice el medio en autoclave durante 15 minutos a
121°C y vacielo en placas estériles cuando el agar aun esté liquido (45°C).

Para preparar tubos inclinados, distribuya 14 ml. de liquido en tubos de 20><150 mm. y
ciérrelos suavemente. Esterilice en autoclave por 15 minutos a 121°C. Al terminar,
apriete las tapas de los tubos y coléquelos de manera inclinada hasta que solidifiquen.

El APDL écido se prepara acidificando APDL (preparado como se sefial¢ lineas arriba).
Para ello, después de la esterilizacién en autoclave, se agrega estérilmente 1 ml. de
acido lactico al medio y se agita suavemente. Posteriormente se vacia a las placas.

d) Agar de Sabouraud dextrosa (SAB)

Peptona 10¢g
Dextrosa anhidra 209
Agar 15¢g

Se sigue el mismo procedimiento de preparacion que en el inciso a).
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Tasa de crecimiento

Las cepas de todos los hongos generalmente se comportan de diferente manera en cada
medio de cultivo. De un medio a otro puede variar su morfologia, su color, su tasa de
crecimiento, etc. Por lo mismo, cuando se recibe una cepa nueva, se deben hacer
ciertos estudios basicos de caracterizacion micelial y de conservacién para saber como
se comporta en cada medio y cudl es el método de conservacidén que mejor se adapta a
ella. A manera de ejemplo, en la tabla 1 se presenta la tasa de extensidn lineal de
algunas cepas de Pleurotus spp. en varios medios de cultivo y las figuras 3 y 4 presentan
la morfologia colonial de algunas cepas de esta especie.

Tabla 1. Tasa de extension lineal (mm/dia) de 6 cepas de Pleurotus spp.
sobre cuatro medios de cultivo en caja de Petri e incubados a 22°C.

Medios*
Especies Cepa AELG AEM APDL ASAB
P. djamor R22 3.54 ab? 0.84cd 3.04c 0.97d
P, eryngii WC515 2.58¢ 0.69d 3.35b 1.60c
P, pulmonarius WC 537 3.72a 1.62a 437a 1.80b
P, cornucopiae WC 608 3.42b 1.33b 3.44b 2.15a
P, ostreatus WC814 2.85¢ 0.97c 2.14d 0.83d
P, tuber-regium WC 823 1.40d 1.06¢ 1.27¢e 0.53e

t Abreviaciones de los medios con agar: AELG=Extracto de levadura glucosa; AEM=Extracto de
malta; APDL=Papa dextrosay levadura; ASAB=Sabouraud.

2 Promedios seguidos de la misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes de
acuerdo con la prueba Student (P=0.05).

Tabla 2. Comparacion de la tasa de extension lineal (mm/dia) de la cepa Pleurotus
tuber-regium WC 823*sobre cuatro medios en caja de Petri. Incubacién 22 y 30°C.

Tasa de crecimiento

Medio® 22°C (mm/d) 30 °C (mm/d)
AEL 1.40 & 494a
AEM 1.06b 247h
APDL 127a 5.01a
ASAB 0.53¢ 1.60c

1 Aislado de un esclerocio comestible en Nigeria.

2 Promedios con letra diferente en la misma columna son diferentes significativa-
mente de acuerdo a la prueba de student (P=0.05).

3 Abreviaciones de los medios con agar: AGEL=GIlucosa extracto de levadura;
AEM = Extracto de malta; APDL=Papa dextrosay levadura;
SAB=Sabouraud.
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Figura 1. Toma de tejido para cultivar un clon Figura 2. Forma de suspender un carpo6foro
de Pleurotus spp. para obtener su esporada.

Figura 3. Crecimiento de P. djamor R22 sobre Figura 4. Crecimiento de P. ostreatus WC814
cuatro medios de cultivo. MEA= Agar extrac- sobre cuatro medios de cultivo. Nomenclatu-
to de malta; PDYA= papa dextrosa y levadu- ra: misma que en figura 3.

ra; GYE= Glucosa levadura; SAB=

guTa o, CoTIteTTeuer eryogénico para enfria- Figura 6. Almacenamiento en nitrégeno li-
miento controlado y viales cryogénicos para quido. implementos requeridos: termo, ca-
almacenamiento en nitrégeno liquido. nastilla, cafias y viales.
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Almacenamiento en papel filtro

Las especies de Pleurotus pertenecen al grupo de hongos degradadores de madera. Esta
caracteristica les permite crecer bien sobre celulosa, y por lo tanto sobre papel filtro.
Para la conservacion de cepas por este método, se cortan pequefias piezas de papel filtro
y se esterilizan por calor himedo en una caja de petri. Cuando ya estan frias, se inocu-
lan con un pequefio fragmento de agar. La placa se coloca entonces en una bolsa de
plastico, la cual se cierra sin sellarse para permitir el flujo de aire. La incubacion se
realiza a temperatura ambiente por una o dos semanas hasta que las tiras de papel estén
colonizadas por el micelio. Después de la incubacidn, se colocan las tiras de papel en
tubos roscados con agua destilada estéril. Cada tubo se cierra fuertemente, se identifi-
ca con una etiqueta que lleva el nombre de la cepa, un namero y la fecha de siembra.
Finalmente se deposita en un refrigerador a 4°C. Cuando se necesita un cultivo, una
tira de papel es removida estérilmente del tubo y se coloca en otro tubo con medio
inclinado o en una caja de petri y se pone a temperatura ambiente. Los cultivos pueden
ser almacenados de esta manera por 1 o 2 afios. Se debe tener mucho cuidado en evitar
contaminaciones, para lo cual se recomienda observar frecuentemente la ausencia de
turbidez y revisar el olor. Este es seguramente un método barato de almacenamiento
que puede utilizar cualquier laboratorio.

Esporada

El almacenamiento de esporadas es usado en algunas ocasiones como un método de
respaldo para el mantenimiento de cepas; por ejemplo cuando se piensa en la eventua-
lidad de una degeneracion de la cepa original. En estos casos, se procede de la siguien-
te manera: las tiras de papel filtro con la esporada (Ver pérrafo “Cultivos multi y
monosporicos”) se transfieren a cryoviales estériles, los cuales se etiquetan con un na-
mero y la fecha de acceso. Estos cryoviales se almacenan en un refrigerador a 4°C en
gradillas de almacenamiento o en cajas. Las esporas permanecen viables por varios
afnos.

Aunque el almacenamiento de esporadas es muy sencillo, no se recomienda para un
laboratorio de produccion de semilla porque las esporas dan origen a cepas diferentes
de la cepa original. El uso de esporadas es muy Util para desarrollar nuevas cepa, sin
embargo acarrea riesgos como: 1) Contaminacion. En efecto, la esporada puede estar
contaminada y no hay manera de predecirlo hasta que las esporas estén sembradas en
agar, 2) Las cepas que se desarrollen requeriran una evaluacion para determinar su
viabilidad, y 3) La evaluacion de las cepas obtenidas requerird de un trabajo arduo y
meticuloso.

Agua destilada estéril

El almacenamiento de cultivos fangicos bajo agua ha sido usado como una técnica de
mantenimiento por muchos afos. Para esto se preparan piezas de micelio del hongo
deseado y se sumergen en volumenes de agua destilada estéril en tubos con tapa roscada.
Jones et al. (1991) reportaron que muchos hongos pueden ser almacenados en agua
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destilada estéril a temperatura ambiente por periodos de hasta 20 afios sin pérdida de
viabilidad o cambio en las caracteristicas morfolégicas. Este método de almacenamien-
to en cryoviales es uno de los mas utilizados en Ecosur con las cepas de Pleurotus spp.

El método involucra cultivar la cepa deseada sobre APDL hasta su madurez. Varios
trozos de agar son colocados en el fondo de un cryovial de 2 mm y cubiertos con agua
destilada estéril (aproximadamente 1.5 ml). El cryovial es tapado y etiquetado con un
namero de identificacién y fechado para después ser almacenado verticalmente en
cajas. Es aconsejable revisar los cryoviales después de una semana de almacenamiento
para identificar cualquier signo de contaminacién. La recuperacion de la cepa se hace
retirando asépticamente un trozo de agar del vial y colocdndolo en un medio en placa.
Este método es barato, relativamente facil y requiere poco espacio para almacenamien-
to en refrigeracion.

Almacenamiento con nitrégeno liquido

El almacenamiento de cepas en nitrégeno liquido es muy bueno, pero caro. Es el mejor
método de almacenamiento a largo plazo porque el crecimiento micelial es completa-
mente detenido a —196°C. Este método mantiene viable un cultivo madre por muchos
afnos. Solamente los cultivos de més alta calidad se deben seleccionar para un almace-
namiento a largo plazo. Desafortunadamente, este método es el mas caro. Los costos
iniciales por adquisicidén de equipo son altos y el nitrégeno liquido es un gasto constan-
te cada mes. La unidad de almacenamiento de nitrégeno requiere un constante moni-
toreo para ver el nivel de nitrogeno en la cdmara.

Este método involucra el llenado de un cryotubo (tubo especial disefiado para uso de
nitrégeno liquido) con un cryoprotector y sumergir en €l algunos trozos de agar o gra-
nos de semilla. Los cryotubos llenos son entonces colocados en una caja dividida o en
una “cafia” antes de almacenarlos en la cryo-unidad. El propdsito del cryoprotector es
minimizar el dafio a las células durante el ciclo de enfriamiento y congelacion. Hay
muchos cryoprotectores, pero el mas popular es el que se prepara con 10% de glicerol
en agua. Se mezcla 1 ml de glicerol en 9 ml de agua destilada en un tubo con tapa de
rosca y se esteriliza en autoclave por 15 minutos a 121°C.

El enfriamiento inadecuado dafiara el micelio de Pleurotus spp. y puede llegar a perder-
se la cepa. Para evitar esto, los cultivos deben ser enfriados cuidadosamente; es decir,
antes de colocar los cryoviales en la unidad (termo) de nitrogeno liquido, se debe
descender la temperatura de éstos a una velocidad controlada de -1°C/min durante 4
horas (hasta alcanzar una temperatura de menos 70°C). Las unidades de enfriamiento
lento de nitrégeno liquido son muy caras, por lo que una alternativa de bajo costo es
usar un contenedor cryogénico de enfriamiento a tasa controlada (figura 5), los cuales
estan disponibles en los catalogos de proveedores cientificos. Los cryoviales son coloca-
dos en un contenedor de enfriamiento que se suspende en alcohol isopropilico, y la
unidad entera es colocada en un refrigerador a -70°C. La Unica propiedad que tiene el
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alcohol isopropilico es que a -70°C desciende su temperatura a una tasa de 1°C/min,
con lo cual se consigue la velocidad requerida de enfriamiento. Después de cuatro
horas, los cryotubos congelados son almacenados en el termo de nitrégeno liquido (fi-
gura 6). Los cryotubos son etiquetados con un cryomarcador especial, porque de otra
manera la etiqueta desapareceria al sumergirse en el nitrogeno liquido. Con este méto-
do de almacenamiento se requiere el mantenimiento de un registro y un inventario
confiable para poder retirar del contendor con rapidez cualquier cryovial cuando sea
necesario.

Para recuperar una cepa, el crytubo es sumergido en un bafio maria a 37°C por uno o
dos minutos. Una vez descongelado, el contenido del cryotubo es vaciado en una placa
de APDL. Los trozos de agar son colocados en el centro de la placa con una aguja y la
placa es inclinada para permitir que el cryoprotector escurra del micelio. La placa debe
ser revisada uno o dos dias después para verificar la pureza y la apariencia.

Cuando se usa nitrégeno liquido (-196°C), se debe seguir la técnica adecuada para
evitar accidentes serios. Por ejemplo, si el nitrégeno escurre dentro de un cryotubo
durante el almacenamiento, el vial puede explotar cuando se coloque en el agua para
descongelarlo. Por esto, se deben usar guantes y una mascara protectora durante el
llenado de la cdmara o al extraer y descongelar los cryoviales.

Sectorizacion y otras anormalidades

La sectorizacion es cualquier tipo de crecimiento micelial que difiere en apariencia,
tasa de crecimiento, color u otra forma del aspecto tipico de una cepa dada. La
sectorizacion es frecuentemente observada como una zona mas rapida de crecimiento
cercana al borde de la colonia y que presenta un habito de crecimiento diferente del
resto de la colonia. Otras anormalidades que pueden aparecer en un cultivo son espon-
jamiento, micelio aéreo, textura gruesa o elastica, cambios de color como oscureci-
miento o ennegrecimiento del micelio, etc. La sectorizacion, o cualquier otro cambio
en el crecimiento vegetativo, puede afectar la productividad de la cepa. Por lo tanto,
es muy importante reconocer y evitar la propagacion de micelio anormal en el agar y
durante la produccion de semilla.

EL MANTENIMIENTO DE LOS CULTIVOS

Las precauciones

La sanidad en el laboratorio es de vital importancia en el mantenimiento de cepas. Los
desinfectantes efectivos y recomendables para el &rea de inoculacion son el etanol al
70% y el hipoclorito de sodio al 10%. Todas las superficies de trabajo y el interior de la
camara de transferencia o campana de flujo laminar debe ser limpiadas con uno de
estos desinfectantes; sin embargo nunca use estos dos al mismo tiempo. En efecto, el
manual CRC de seguridad en el laboratorio indica que el cloro nunca debe ser mezcla-

136



Una revision de técnicas de mantenimiento de cepas, con énfasis en las que se adaptan a Pleurotus spp.

do con alcohol etilico al 70%.

La preparacién de estos dos desinfectantes es muy sencilla. Para el etanol al 70%,
mezcle 700 ml de alcohol etilico 190 proof con 300 ml de agua destilada. Se recomienda
prepararlo de preferencia cada semana. En el caso del hipoclorito, mezcle 100 ml de
cloro para uso casero con 900 ml de agua. Haga la solucion fresca diariamente porque
pierde efectividad rapidamente. El cloro se consigue en las tiendas de abarrotes bajo
diferentes nombres comerciales como clorox, cloralex, etc. El ingrediente activo es
5.25% de hipoclorito de sodio.

Una lampara de luz ultravioleta puede ser instalada en la campana de flujo laminar.
Ella provee luz UV necesaria para descontaminar el area de trabajo y matar esporas y
otros organismos. Se deben tener especial cuidado con estas lamparas y seguir las indi-
caciones del fabricante, ya que el uso inadecuado puede dafiar la vista o la piel del
técnico laboratorista. Estas lamparas pueden usarse junto con los desinfectantes, pero
no los reemplazan. Nunca use la luz UV al momento de trabajar en una camara de
transferencia porque es muy dafiina tanto para los hongos como para los humanos.
Nunca deje cultivos dentro de la campana cuando esté saneando con luz UV.

Otras precauciones que se deben tomar en cuenta cuando se trabaja en la conserva-
cion de cepas son: El laboratorio debe estar fisicamente separado y aislado de las areas
de produccion. El aire debe ser filtrado y el filtro cambiado en base a un programa
regular. La temperatura del aire debe estar controlado entre 22 y 24°C. Se sabe que
Pleurotus spp. es capaz de tolerar temperaturas mas altas, pero el laboratorio debe estar
climatizado en lugares célidos, principalmente porque el micelio puede dafarse si la
temperatura excede 26°C o si cae bajo cero. El uso de higrotermdgrafos es muy reco-
mendable para monitorear la humedad y la temperatura del ambiente.

Las paredes de laboratorios recién construidos deben ser lavadas y pintadas con pintura
anticorrosiva de buena calidad. Si existen ventanas, se debe tener cuidado de sellar
cualquier espacio con hule espuma. No debe haber espacios o roturas que dejen pasar
animales o contaminantes. Las ventanas no deben ser abiertas para airear el laboratorio
y el uso de ventiladores no debiera ser permitido. Se prefieren los pisos de vinilo porque
funcionan muy bien y son faciles de limpiar. La limpieza de los pisos o cualquier otra
accion que pueda crear polvo no debe ser realizada durante la transferencia de culti-
vos. Por otra parte, debe dejarse suficiente tiempo para que el polvo del aire se asiente
antes de que los cultivos o la semilla se inocule. Es muy importante no exponer los
cultivos de los hongos a los aromas de las pinturas, o productos de limpieza que pueden
ser usados en las areas cercanas al laboratorio. ElI micelio puede ser severamente dafia-
do y aln degenerarse si se expone a substancias quimicas u odores toxicos.

El personal

Es altamente aconsejable que el personal que trabaje en el laboratorio tenga conoci-
mientos elementales de micologia (0 microbiologia) y esté entrenado en el uso de la
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técnica estéril porque el trabajo de conservacion de cepas requiere concentracion,
atencién a los detalles y una buena coordinacion de 0jos y manos.

El personal de laboratorio no debe trabajar o atravesar las areas de produccion antes de
entrar al laboratorio. Si se necesita que los empleados del laboratorio trabajen en el
area de produccion, se deben tomar precauciones especiales. El trabajo de laboratorio
debe ser realizado con ropa y zapatos limpios. Sin higiene adecuada y sentido comun,
seguramente que los contaminantes seran introducidos al laboratorio y a los cultivos.
Las reglas de sanidad también se aplican al equipo y éste solo debe operar en lugares
limpios.

Es mejor evitar problemas serios de contaminacion porque es mas facil evitar la conta-
minacion que eliminarla. El laboratorio de produccion de semilla debe contar con equipo
para uso exclusivo de esta area. No se debe introducir ni alimentos ni plantas al labo-
ratorio porque pueden traer consigo moscas, hongos, bacterias, acaros, etc. que pueden
contaminar el laboratorio y los cultivos. Finalmente, el personal no debe fumar en el
laboratorio porque el humo puede dafar los cultivos.
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Preparacion de la semilla

INTRODUCCION

El término semilla o blanco de hongo se refiere en este caso al micelio del hongo utilizado
para inocular un substrato dado. Es el material empleado para sembrar cuando se cul-
tivan hongos. Hay dos tipos de semilla: la semilla madre, master o primaria y la secundaria
o semilla para siembra (figura 1). La semilla primaria, también conocida como indculo
primario, proviene directamente del micelio del hongo cultivado sobre un medio a base
de agar, esto significa que para su preparacion el substrato empleado se inocula con un
trozo de agar. El substrato para producir la semilla secundaria, por el contrario, es ino-
culado con un primario de crecimiento activo. Muy frecuentemente, el substrato utili-
zado para preparar los primarios son granos, mientras que para los secundarios se utili-
zan desechos agricolas. Algunas veces el mismo material es usado como primario y
secundario. Para evitar confusién entre unos y otros, se pueden utilizar diferentes tipos
de recipientes, por ejemplo los primarios en botellas y los secundarios en bolsas de
plastico termoresistentes.

La produccién de semilla es una actividad compleja (Royse, 1997) y un negocio en si.
En muchos casos, una o dos grandes compafiias productoras de semilla satisfacen las
necesidades de los pequefios productores de un solo pais. Esto es recomendable, porque
los proveedores, en la medida de que se han especializado en producir semilla certifica-
da, suministran a los cultivadores semilla de calidad. Cuando esto no es posible, pe-
quefios productores de semilla pueden cubrir las necesidades de otros pequefios culti-
vadores de un area. Usualmente los productores grandes producen su propia semilla.

En el caso de los pequefios productores, la preparacion de la semilla puede hacerse en
su propia casa. Una pequefia habitacion puede ser acondicionada de tal manera que la
preparacion permanezca independiente. Se deberan tomar todas las precauciones para
mantener un ambiente higiénico. En muchos casos la inoculacion se hace en la noche,
cuando no hay mucho movimiento y no se tienen corrientes de aire dentro de la casa.

Sin embargo, es preferible que el productor de semilla tenga un entrenamiento formal
sobre preparacion de éstas antes de que inicie el negocio. Ademas, debe tener un area
demostrativa o de evaluacion, en donde la semilla sea valorada segln sus caracteristi-
cas productivas.

SUBSTRATOS PARA LA SEMILLA

Comunmente se utilizan granos de cereales para preparar semilla primaria o secundaria
de cepas del género Pleurotus spp. Estos granos son trigo, centeno, mijo y sorgo (figura
2) (Stamets y Chilton, 1983). Algunas veces también se usan granos secos de maiz, pero
deben ser molidos primero de una manera grosera, para que puedan ser mas facilmente
esterilizados y el micelio del hongo los penetre sin inconvenientes.
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Los granos deben estar libres de fungicidas. Se debe usar grano fresco y, en la medida de
lo posible, de alta calidad porque los granos viejos contienen esporas de bacterias y
hongos y obligan al productor a incrementar el tiempo de esterilizacion para matar los
organismos contaminantes.

Se pueden utilizar diferentes tipos de substrato para los primarios y para los secundarios,
aungue el mismo tipo suele funcionar bien. En la mayoria de los laboratorios se usan
granos de cereales para la elaboracién de primarios, y desechos agricolas, inclusive ase-
rrin, para la preparacion de secundarios. Algunos laboratorios usan palos de madera
impregnados con solucién nutritiva como primarios (Oei, 1991). El factor mas importan-
te a considerar en la eleccion del substrato para la semilla, ya sea para primaria o secun-
daria, es la habilidad del micelio del hongo para crecer en él. La disponibilidad, el costo
y la facilidad de preparacion también deben ser considerados.

RECIPIENTES PARA LA SEMILLA

Los recipientes utilizados para la preparacion de la semilla también pueden variar (figu-
ra 3). Deben tener una tapadera adecuada y ser resistentes al calor. En la mayoria de los
casos se usan botellas, como las de leche, o frascos de vidrio de boca ancha. Las botellas
de glucosa, que pueden ser obtenidas de manera gratuita en la mayoria de los hospita-
les, son ideales porque tienen tapones de hule con salidas de aire que pueden ser cerra-
das con algodon. Las botellas de dextrosa y las planas de whiskey, usadas comunmente
en las Filipinas (figura 4) son excelentes tanto para los primarios como para los secunda-
rios porque la semilla se dispersa facilmente de manera aséptica desde una abertura o
boca pequefa. Esta limita la exposicion a contaminantes y puede ser completamente
flameada por una lampara de alcohol al inocular con agar, al inocular secundarios o
cuando se inocula el substrato definitivo.

También se pueden usar bolsas de polipropileno como recipientes. Se recomiendan para
secundarios porque se transportan facilmente. En algunas partes se pueden conseguir
bolsas provistas de un parche filtro para intercambio gaseoso, que son fabricadas espe-
cialmente para productores de semilla. En este caso, la parte alta de la bolsa se dobla y
se asegura con un clip o grapa antes de la esterilizacion, y se sella con maquina después
de la inoculacién. Las mismas bolsas que se usan para poner el substrato definitivo para
fructificacion pueden ser usadas y arregladas con un cuello para sostener un tapon de
algoddn. Esto es mas conveniente porque el tapon de algodon sirve como respiradero y
es facilmente removido y vuelto a su lugar durante la inoculacion.

Los frascos de vidrio son reutilizables después de lavarlos, y como se indicé anteriormen-
te, pueden ser flameados para prevenir contaminaciones tanto durante la siembra con
agar, como en el substrato definitivo. Sin embargo, tienen el inconveniente de que se
pueden romper durante el transporte, por lo que requieren cuidado en el manejo. Las
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bolsas de plastico, por su parte, son desechables, con lo que evitan el tiempo de lavado
y son mas faciles de transportar. Debe observarse mucho cuidado y asepsia durante la
inoculacion porque no se puede utilizar una ldmpara de alcohol para proteger la bolsa al
abrirla.

El tamafio del recipiente depende de la preferencia del productor de semilla, asi como
de su disponibilidad. En la mayoria de los casos, se pueden usar frascos de %2, 1, 2, 4 y
hasta 10 litros, o bolsas de plastico. Recipientes méas grandes pueden ser dificiles de
esterilizar, ademéas de que existe el peligro de un pobre intercambio gaseoso que limite
el crecimiento. El costo del recipiente debe ser considerado porque agrega costo a la
semilla.

PREPARACION DE LA SEMILLA MADRE

La semilla madre es usada para inocular los secundarios, gque en su turno seran emplea-
dos como indculo del substrato que producira fructificaciones cosechables de Pleurotus
spp. El substrato madre, por otra parte es inoculado con un trozo de agar con micelio
proveniente de un cultivo en botella o en caja de petri.

Preparacion del grano

Para preparar la semilla madre (figura 5), los granos (centeno, sorgo o arroz) son lavados
abundantemente y después dejados en remojo toda la noche. Las semillas muertas y
aquellas que flotan sobre el agua son removidas cuidadosamente. Al dia siguiente, las
semillas son lavadas nuevamente y hervidas en agua por lo menos 10-15 minutos hasta
que se expandan sin romperse. ElI remojo puede ser suprimido, pero en este caso el
tiempo de coccion serd mayor. Cuando los granos se han hinchado y algunos empiezan a
romperse son removidos del calor y distribuidos sobre hojas de papel periédico para
eliminarle el exceso de humedad. Esto tomara alrededor de dos horas 0 menos si se usa
un ventilador eléctrico.

Esta parte es muy critica. Su ejecucion correcta evita semillas demasiado secas 0 muy
humedas que afectardn el crecimiento micelial. Si los granos quedan muy secos, el
crecimiento del micelio sera muy lento. Si los granos tienen mucha agua, el crecimiento
es también muy lento y finalmente se detendra cuando el agua se acumule en el fondo.
La humedad éptima para los granos es alrededor del 50%. Aunque hay formas muy
precisas de determinar la humedad, el técnico debe aprender a medirla por experien-
cia, una manera sencilla de tener éxito en estos procedimientos es tomar un curso
formal sobre produccion de semilla.

Una vez que los granos tienen la humedad adecuada, se colocan en botellas a ¥ de su

capacidad y se tapan con algoddén. Se pueden usar cucharones o vasos estandarizados
como medidas para ajustar un volumen determinado a cada frasco o botella. Algunos
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productores cuentan con un aparato semiautomatico que facilita el llenado rapido de
los recipientes con semilla. Como se indicé antes, las bolsas de polipropileno pueden ser
usadas y llenadas también a menos de % de su volumen.

Esterilizacion

En este punto los frascos o bolsas llenos estan listos para la esterilizacion en una autoclave
u olla de presién (figura 6) a 121°C con 1.05 kg/cm? de presion (15 libras/pulg?). El tiempo
de esterilizacion dependera del tamafio del recipiente dentro de la olla. Para frascos de
0.5-1 litro dos horas de esterilizacidon a 15 psi es suficiente. Los recipientes mayores (5-10
litros) pueden requerir hasta 4 horas de esterilizacion. Las botellas son enfriadas a tempe-
ratura ambiente antes de inocular con un trozo de agar micelio cada uno.

Las autoclaves y ollas de presion son generalmente importadas y distribuidas o vendidas
por proveedores de laboratorios cientificos. Aunque también pueden ser fabricados lo-
calmente y por lo tanto su costo sera menor.

Inoculacién con cultivo micelial

La inoculacién se hace bajo completa asepsia, de manera similar a como se prepara el
cultivo . Este paso puede hacerse dentro de una cdmara de transferencia casera (figura
7a) cuando no se tienen muchos recursos, pero de preferencia dentro de una campana
de flujo laminar (figura 7b) observando todas las precauciones de asepsia para evitar
contaminaciones. La camara asegura la transferencia o el aislamiento de cultivos puros
y es usualmente fabricada de madera y vidrio, con dos orificios para permitir el libre
acceso de las manos del operario.

El técnico, recién bafiado, debe usar ropa limpia o bata de laboratorio. Debe lavar sus
manos con alcohol al 70% y no debe hablar, ni silbar o cantar porque el aire que sale de
la boca transportara bacterias o esporas que pueden contaminar el substrato. Mejor aln
si la persona que siembra usa una mascara o tapaboca y trabaja con la ayuda de una
flama de lampara de alcohol que le permita proteger el material cada vez que abra un
recipiente para introducir o sacar el indculo. Todas estas precauciones deben ser obser-
vadas, especialmente si se usa una camara de transferencia casera en lugar de una
campana sofisticada de flujo laminar.

El micelio que se inocula puede provenir de una caja de petri o de un bote plano de
cultivo micelial (figura 8 a y b). Si el micelio crece sobre una caja de petri, se usa una
navaja o bisturi para cortar el agar en pequefios cuadros o trozos y transferirlos a los
granos estériles. Si se usan botellas planas en lugar de las cajas de petri (las cuales son
muy caras), se prefiere una aguja larga y plana de laboratorio terminada en una curva
en lugar del bisturi. Esta aguja puede hacerse en casa de manera sencilla, con un alam-
bre eléctrico grueso cubierto de hule de la siguiente manera: a un fragmento de alam-
bre de aproximadamente 30 cm de largo se le deja en un extremo la cubierta de hule
que lo protege y en el otro se pela, se aplana y se le da forma con la ayuda de una flama.

146



Preparacion de la semilla

Figura 1. Lasemillamadre (izquierda) inoculada con
un trozo de micelio y la semilla para siembra (derecha)
inoculada con semilla de grano.

Figura 2. Tipos de grano usados para preparar la semi-
lla (de izquierda a derecha): trigo, arroz, sorgo.
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Figura 4. Botellas planas de whisky y de glucosa usa-
das para prepara semilla de hongo.

Figura 5. Pasos para la preparacion de la semilla ma-
dre (de izquierda a derechay de arriba a abajo): escu-
rridoy aireado de los granos recién cocidos, embolsa-
do, inoculacién con un trozo de agar, incubacion.
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Figura 6. Esterilizacion con autoclave y con olla de Figura 7. Inoculacién en una cédmara de transferencia
presion. caseray en una campana de flujo laminar.

Figura 8. Cultivo micelial en caja de petri y en botellas Figura 9. Inoculacion con micelio en la superficie y en
planas. los lados.

Figura 10. Pelotas de micelio cosechadas y listas para Figura 11. Crecimiento micelial en la superficie de
ser licuadas. medio liquido.
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A

Figura 12. Semilla totalmente colonizada por el mice- Figura 13. Inoculacién de grano con semilla de grano
lio del hongo. (de grano agrano).

Figura 15. Micelio en crecimiento sobre aserrin suple-
mentado con diferentes materiales organicos (de arri-
ba a abajo y de izquierda a derecha): pulpa de coco,
harina de maiz, hoja de Leucaena, avena, salvado de
arroz y aserrin solo.

-
&

e aserrin.

SeWDUST+ IPIL LESES
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Figura 17. Llenado de los frascos con aserrin antes de Figura 18. Inculacion de aserrin con semilla de grano.
la esterilizacion.

Figura 19. Incubacion de la semilla para siembra pre- Figura 20. Semilla para siembra lista para uso.
parada con aserrin.

Figura 21. Frascos con semilla contaminada.
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Si lo que se inoculard son frascos, primeramente se aflojan las tapas para que sean
facilmente levantadas con una mano cuando el trozo de micelio esté listo para distribuirse
en cada uno de ellos. Lo mismo se hace con tapones de algodén, los cuales deben ser
sostenidos con el dedo mefiique y no colocados sobre la superficie de la mesa durante la
transferencia del indculo.

Los trozos de micelio se dejan caer sobre la superficie del recipiente. Aungue algunos
productores han desarrollado otra técnica, consistente en colocar el trozo en medio de
la masa de granos mediante la inclinacion ligera del recipiente durante la inoculacion.
Esto puede resultar en un crecimiento mas rapido, pero para los principiantes poner el
trozo en la superficie puede ser mas facil y puede evitar el ligero secado de la capa
superior de granos, como sucede cuando se inocula en el centro (figura 9). Los trozos
también pueden ser colocados a los lados, junto a la pared del recipiente. Esto permite
al micelio alcanzar los granos mas rapidamente que los ubicados en la superficie, porque
ahi el micelio tiende a crecer de manera aérea antes de asentarse sobre los granos de
sorgo. Esta situacion permite una mas rapida colonizacion y deja apreciar mejor el desa-
rrollo del micelio, como se ve en la misma figura 9.

La manera de preparar la semilla es una cuestién de preferencia personal o institucio-
nal. Un gran productor de semilla en Estados Unidos usa el proceso a granel, en el cual
los granos son esterilizados, enfriados e inoculados adentro de un mezclador rotativo;
después, el lote de semilla es transferido asépticamente a bolsas estériles de polietileno
que tienen un parche para respirar.

Inoculacién con inéculo liquido

El proceso de inocular la semilla madre con cultivo liquido se asemeja a la tecnologia
usada en la industria cervecera para el cultivo de levadura (Stamets, 1993). Es también
similar a la utilizada para el cultivo sumergido de micelio de hongo para alimento o para
antibidticos (Robinson y Davidson, 1959). En estos métodos, se llenan los recipientes
especiales para fermentacion aerobia con un caldo azucarado u otro medio liquido, para
luego ser inoculados con una pequefia parte de micelio de hongo. Después de varios
dias de incubacion, se obtiene una abundante masa micelial.

Para usarse como semilla, la masa resultante se muele y se agrega a los granos de sorgo
para la produccion de primarios junto con el liquido en que crecid. Cuando se siembra
con inoculo liquido se observa un crecimiento mas rapido porque éste se distribuye y
dispersa mejor entre los granos. El tiempo de colonizacion puede disminuir ain mas si
los granos se agitan después de inoculados.

En resumen, el procedimiento involucra primero la preparacion de un medio para culti-
vo liquido (preferiblemente en frascos de 1000-2000 ml). Puede ser el mismo que el
usado para cultivo en placa, sin el agar. Después de la esterilizacion e inoculacién con
un trozo de agar, los frascos son incubados en un agitador por varios dias, al final de los
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cuales se producen unas pelotitas de micelio (figura 10). Si los frascos no se agitan, una
capa de micelio se forma en la superficie del liquido. (figura 11). EI micelio junto con el
liquido es transferido asépticamente a una licuadora estéril, donde son licuados por 5-
10 segundos hasta que el micelio es groseramente fragmentado. El liquido que resulta
puede ser transferido a otro recipiente estéril que se usard para distribuirlo en pequefias
cantidades (alrededor de 30 ml por cada frasco de aproximadamente 1.9 litros de volu-
men con granos) para producir primarios.

El uso de indculo liquido no es ampliamente utilizado hoy en dia por la necesidad de
una técnica completamente aséptica; sin embargo, puede generar crecimiento de una
manera mucho mas rapida que con el uso de indculo de grano o de trozos de agar.

Incubacion

Los frascos con grano inoculado se incuban a temperatura ambiente sin moverlos por
cierto periodo de tiempo, segun del tamafo del recipiente, hasta que el micelio blanco
haya cubierto completamente todos los granos. Algunos productores de semilla agitan
los frascos ya inoculados al menos cada tres o cuatro dias para distribuir los granos y
permitir una rapida ramificacién del micelio en crecimiento. Cuando los granos ya han
sido cubiertos por el micelio y estan listos para la siembra, se agitan nuevamente para
separarlos individualmente antes de vaciarlos en el siguiente recipiente.

Los granos sin agitar pueden ser totalmente colonizados por el micelio en 2-4 semanas
después de la inoculacion, segun el tipo de recipiente (figura 12). A partir de entonces
estaran listos, ya sea para ser inoculados en un secundario o para ser sembrados en el
substrato definitivo, como sera descrito mas adelante.

PREPARACION DE LA SEMILLA SECUNDARIA EN GRANO (PARA SIEMBRA)

Los granos de sorgo pueden ser usados para producir semilla para siembra; sin embargo,
como se menciond anteriormente, el producto obtenido no serd semilla madre o prima-
ria porque los granos habréan sido inoculados con semilla primaria en lugar de hacerlo
con un trozo de agar (figura 13). A esto se le denomina inoculacion de grano a grano. El
crecimiento micelial sera definitivamente mas rapido en grano secundario que en el
primario, porque el micelio se habr& adaptado al substrato después de haber crecido
sobre el primario que se usé como indculo (figura 14).

Preparacion de la semilla de aserrin

La semilla de aserrin es particularmente Util cuando se usan recipientes mas grandes,
como columnas o camas de substrato, puesto que el aserrin es mas barato que cualquier
grano. También puede ser usado para inocular bolsas de un kilogramo por medio de
pinzas, con las cuales se toma una porcion de aserrin colonizado de micelio o si es
posible, puede ser distribuido y vaciado hacia el siguiente recipiente.
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El aserrin solo no es un buen substrato para cultivar micelio de cepas del género Pleurotus
spp. Generalmente, para producir micelio en mayor cantidad y mas rapidamente se agre-
gan al aserrin diferentes suplementos. La figura 15 muestra que la pulpa de coco (después
de que el agua de coco ha sido extraida), el harina de maiz, las hojas secas de ipil o guaje
Leucaena glauca, el harina de avena o el salvado de arroz son buenos suplementos.

Preparacion del substrato de aserrin

Para preparar el aserrin que servira como substrato para la semilla madre (figura 16 y
17), se mezcla 20% de salvado de arroz u otro suplemento con aserrin seco y se agrega
suficiente agua corriente a la mezcla para ajustar la humedad a 45-60% (de la misma
manera que cuando se usan granos, la experiencia ayudara a determinar el contenido
de humedad. En este caso, la humedad se determina apretando un pufio de la mezcla:
si no escurre agua entre los dedos y la forma de la mezcla permanece invariable después
de aflojar los dedos, entonces contiene de 45-60% de humedad). Posteriormente, se
llenan las bolsas de plastico resistentes al calor o las botellas con la mezcla de salvado de
arroz-aserrrin hasta 2/3 de la capacidad del recipiente y se golpean ligeramente para
hacer la masa compacta. Se limpia la boca de la bolsa o recipiente y se tapa con algodon
0, en el caso de frascos de boca ancha, se enrosca la tapa. Si se usan bolsas de pléstico,
se inserta un cuello en la parte superior de la bolsa para mantener un tapén de algodén.
Después los recipientes se esterilizan a presion por dos horas, se dejan enfriar y se inocu-
lan con grano primario.

Inoculacién de la semilla de aserrin con grano primario

Para inocular el substrato de aserrin que servird para producir la semilla para siembra, se
usa semilla primaria de crecimiento vigoroso, preferiblemente de botella o frasco. La ino-
culacion debe hacerse ya sea en una cdmara de transferencia o en una campana de flujo
laminar, de manera totalmente aséptica y en la misma forma descrita para la siembra de los
granos primarios. Los frascos se agitan y se abren al abrigo de una flama de alcohol, desde
donde se vacia una pequefia cantidad de ellos sobre el aserrin estéril (figura 18). Si la
semilla madre usada crecié demasiado (tres o cuatro semanas) y es dificil de agitar, se usa
una aguja o alambre largo estéril para separar los granos antes de la inoculacion. Un bote
de grano debe ser suficiente para inocular de 20 a 30 botes o bolsas de semilla de aserrin.

Incubacion

Los frascos o bolsas inoculadas se incuban a la temperatura apropiada (20-30°C segln la
cepa de Pleurotus spp. empleada) (figura 19). Al contrario de los granos, la semilla de
aserrin no se mueve durante todo el periodo de incubacién, pero es regularmente ins-
peccionada para detectar signos de contaminacion con hongos o bacterias. Si la conta-
minacion es detectada, el material se desecha inmediatamente.

Algunos laboratorios usan pequefios palos de madera en botes grandes o frascos para

preparar la semilla para siembra. Estos palos-semilla son particularmente Utiles en el
caso de la tecnologia en bolsas de un kilo con aserrin usada en algunos paises de Asia.
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ALMACENAMIENTO DE LA SEMILLA

En el caso de la semilla primaria, el almacenamiento no es un gran problema porgue la
misma persona que la prepara la usara para sembrar semilla secundaria. Por lo tanto
sabe bien cuanta semilla primaria necesita y cuando precisara la secundaria. De esta
manera, solo preparara la cantidad indispensable.

El problema es en el caso de la semilla para siembra, la cual se transporta a otros lugares
cuando es solicitada por los cultivadores de hongos. Ademas de esto, el productor de
semilla a veces produce méas semilla de la que empleara. Por ambas situaciones, se hace
necesario preservar o prolongar su viabilidad para evitar que se desperdicie.

La semilla, ya sea primaria o secundaria, debe usarse en su maxima vitalidad. En la
medida en que la semilla envejece, la tasa de crecimiento del micelio disminuye. Esto
es particularmente importante porque la semilla para siembra es utilizada para inocular
substratos semiestériles, los cuales requeriran un rapido crecimiento del micelio para
evitar las contaminaciones. Si el crecimiento del micelio es lento a causa de la edad o
por otra razdn, entonces, cualquier organismo presente en el substrato después de la
pasteurizacion crecerd mas rapido que la semilla y causara contaminacion en el substra-
to final.

Una opcidén para disminuir la velocidad de crecimiento del micelio y su envejeci-
miento es la refrigeracion. El micelio puede permanecer dentro de un refrigerador por
varias semanas, con lo que se disminuye su crecimiento y por lo tanto la pérdida de
vitalidad. El refrigerador deberd estar tan limpio como sea posible y su humedad rela-
tiva al minimo para evitar la condensacion dentro del recipiente que contiene la
semilla. Antes de utilizarla, debera permitirse que la semilla, ya sea primaria o secun-
daria, alcance la temperatura ambiente para que inicie su crecimiento inmediato en
el siguiente substrato.

Cantidad de semilla

La cantidad de semilla utilizada no afecta directamente el rendimiento. Sin embargo,
el uso de més semilla puede acelerar la colonizacion en el substrato. En el caso de bolsas
con substratos para fructificacion que hayan sido pasteurizados por vapor, el adicionar
maés semilla reducira el efecto de organismos competidores atn presentes en el substra-
to. Entre més grande sea la cantidad de semilla, més réapida sera la colonizacién. Como
resultado de esto, el crecimiento de los organismos competidores que hayan sobrevivido
al proceso de pasteurizacion se disminuye y el rendimiento sera regular.

Para el cultivo de Pleurotus spp. una botella de semilla de grano o de aserrin secundario
puede inocular 40 bolsas. Cada bolsa de mezcla u otro substrato debera rendir al menos
200 gramos de hongos frescos (100% de eficiencia biolégica, EB) en tres meses de pro-
duccioén.
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PROCEDIMIENTO DE CONTROL DE CALIDAD POR MANEJO DE SEMILLA
POR PRODUCTORES Y CULTIVADORES

La mayor fuente de contaminacién para el micelio del hongo en crecimiento es el grano
0 el substrato utilizado para preparar la semilla. Sin embargo, con equipo e instalaciones
modernas para esterilizar y mantener las condiciones estériles es posible reducir la con-
taminacién por hongos o bacterias hasta 0.1% o menos del nimero de unidades de
semilla. El control de calidad en la elaboracion de semilla consiste en la inspeccion
constante para eliminar todas aquellas unidades visiblemente contaminadas o que ex-
hiban diferencias inaceptables en apariencia o en crecimiento.

La semilla de hongo, ya sea preparada dentro de un proyecto familiar casero o en una
escala industrial que usa equipo moderno, debe llegar en excelentes condiciones cuan-
do se distribuye a los cultivadores (figura 20). El productor de semilla debe examinar su
material en proceso constantemente y desechar bolsas o frascos contaminados (figura
21). Las semillas contaminadas son reconocidas por el diferente crecimiento pigmenta-
do (usualmente verdaceo 0 negro) que aparece, ya sea en la parte superior o en todo el
substrato. La localizacién y la apariencia de estos crecimientos indeseables pueden indi-
car el origen de la contaminacion.

Cuando se cultivan hongos a pequefia escala, no es necesario preparar su propia semilla.
Generalmente es posible tener acceso a proveedores comerciales de semilla que pueden
proveer de la cantidad necesaria. La semilla debe ser solicitada con anticipacion para
obtenerla en la edad adecuada.

Los productores de semilla deben tener una instalacion de prueba donde puedan eva-
luar las caracteristica de produccién de cada lote de semilla. Deben visitar a los culti-
vadores para observar sus problemas directamente, y asi los derivados de la produccion
de semilla sean corregidos con rapidez.

La semilla contaminada, vieja, o sin crecimiento nunca debe ser vendida a los cultiva-
dores, porque generalmente éstos confian en el productor de semilla y si no lo conocen
pueden convertirse en victiman de sus errores, incluyendo sobreproduccion. Por lo mis-
mo, ellos deben ser capaces de reconocer una buena semilla y, mejor aun, debieran
preparar su propia semilla.
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INTRODUCCION

Los hongos del género Pleurotus spp. se encuentran bien representados en la naturaleza
y muy ampliamente distribuidos por grandes areas del planeta a través de numerosas y
variadas especies. Es tipico de cada una de ellas presentar caracteristicas propias de
adaptabilidad a las fuentes nutritivas disponibles y a la climatologia del lugar.

Las diferentes especies naturales de Pleurotus actian principalmente como saprdfitas al
crecer y fructificar directamente sobre troncos de madera. La base de tal facilidad de
desarrollo estriba en la capacidad oxidativa e hidrolitica que les confiere la secrecion
de un amplio espectro de enzimas, los cuales actlan con alta especificidad sobre las
estructuras lignocelulésicas predominantes en esos medios (Rajarathnam y Bano, 1987).

Observada esta caracteristica natural, y dada la abundancia de numerosas fuentes o
recursos lignocelulésicos, en cierto momento resulté evidente plantearse la posibilidad
de elaborar substratos artificiales para obtener estos hongos fuera del entorno natural.
Tales momentos ocurrieron hacia finales de los afios cincuenta y a lo largo de la década
de los sesenta cuando en algunos paises centroeuropeos (Hungria, Checoslovaquia,
Suiza, etc.) y asiaticos (India), asi como en Norteamérica, comenz6 a detectarse un
interés incipiente por estos hongos. Al observarse que la demanda superaba las produc-
ciones aisladas que obtenian por entonces algunos aficionados, bien por via natural o
por cultivo artesanal sobre troncos de madera inoculados, comenz6 a desarrollarse un
notable interés cientifico por la obtencion de substratos artificiales a escala de laborato-
rio. De esta manera se continu6 con los intentos muy aislados de las primeras décadas
del siglo pasado.

Tras estas iniciativas, ya en la década de los setenta, el cultivo de Pleurotus spp. experi-
mentd un notable impulso en los paises pioneros y comenzo6 a expandirse a otros. En el
transcurso de los Ultimos veinte afios, la expansion e implantacion de esta actividad no
ha cesado de evolucionar a un ritmo importante de crecimiento permanente por todo el
mundo. Como consecuencia de ello, el cultivo de los hongos Pleurotus spp. se ha enca-
ramado con rapidez al tercer lugar de las cifras de produccion mundial de hongos co-
mestibles cultivados, tras el histérico A. bisporus, que cuenta con mas de tres siglos de
trayectoria productiva, y el shiitake.

Tal grado de expansion ha ido en paralelo a una activa labor de investigacion en todas
las ramas de esta especialidad, pero de manera singular en lo que respecta a la prepara-
cion de substratos artificiales de cultivo. Si bien la investigacion no ha propuesto toda-
via ese mejor método que garantice la obtencion de un substrato altamente selectivo y
especifico para el desarrollo del Pleurotus spp., hoy en dia, aunque con diferente grado
de seguridad, se dispone de mas de media docena de técnicas de elaboracion de
substratos. La eleccion de cualquiera de ellas puede obedecer a una serie de razones
especificas para cada situacion; aunque tal decision se suele basar por lo general, en la
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adaptabilidad de la técnica elegida a las pretensiones profesionales de la iniciativa, las
que pueden ir desde aquellas de caracter artesanal o de proporciones modestas de
produccién hasta las que suponen planteamientos de gran envergadura industrial y
comercial.

MATERIAS PRIMAS: ALGUNAS FUENTES DE APROVISIONAMIENTO, COMPOSICION QUIMICA Y
CRITERIOS DE SELECCION Y EVALUACION

Numerosas actividades agricolas, agroindustriales y forestales a lo largo y ancho de todo
el mundo estan basadas en el sistema de produccién continua de cantidades ingentes
de biomasa vegetal que es la fotosintesis. Durante el desarrollo de las actividades pro-
ductivas de la mayoria de los cultivos agricolas, asi como en las industrias basadas en
algunos de esos cultivos, se generan de manera colateral grandes cantidades de mate-
riales que, por lo general, tienen la consideracion de subproductos de la actividad cen-
tral y carecen de importancia econémica. Dentro de la amplia gama de estos subpro-
ductos agricolas o agroindustriales predominan los de naturaleza lignocelulésica.

Los materiales elegibles para ser utilizados en la preparacion de substratos para cultivo
de Pleurotus spp. deben poseer, de partida, el mayor y mejor nimero posible de propieda-
des positivas tales como:

= Buena disponibilidad en cantidad y continuidad

= Buen conocimiento de sus caracteristicas fisico-quimicas
= Regularidad en su composicion fisico-quimica

= Precio ventajoso de adquisicion

= Localizacion fécil y cercana

= Facilidad de transporte y manejo

A continuacién se realiza un recorrido por las actividades agricolas y agroindustriales
méas comunes por todo el mundo con el fin de destacar algunos de los materiales resi-
duales més interesantes que generan. Se adjunta la composicion fisico-quimica ele-
mental de cada uno de los materiales consignados con el fin de poder establecer una
clasificacion y unos criterios de evaluacion sobre su naturaleza nutritiva potencial a la
hora de emplearlos en la preparacion de substratos

Se ha seguido la técnica analitica global Weende como conjunto de procedimientos
que proporcionan porcentualmente los componentes generales de la materia seca: pro-
teina, grasa, minerales y carbohidratos totales. Se menciona brevemente cada uno de
los procedimientos, sin detallarlos, por ser bien conocidos: el porcentaje de nitrdgeno
total, por el método Kjeldahl (la expresion N>6.25 proporciona el tanto por ciento de
proteina bruta); el porcentaje de grasa bruta, por el método de arrastre de la grasa con
éter dietilico; el porcentaje de minerales o cenizas brutas, a través de la calcinacion de
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la muestra seca a 540°C; y, finalmente, los carbohidratos totales se determinan como dos
fracciones: el porcentaje de fibra bruta, como la diferencia de pesos entre el residuo de
muestra seca tras el tratamiento en caliente con acidos y alcalis diluidos y el de su
calcinacion en relacién a la materia seca original, y el extracto libre de nitrégeno, como el
calculo numérico que sumado a los porcentajes de las determinaciones anteriores, com-
pleta el cien por ciento de la materia seca. Se asume que la materia organica es la
resultante de descontar a la materia seca el contenido de cenizas. Para obtener el calculo
de la relacién C/N se ha aplicado la expresién C (%)=0.58><materia organica (%).

Los datos analiticos fisico-quimicos que se adjuntan han sido realizados en el CIES
(Centro de Investigacion, Experimentacién y Servicios del Champifion, Quintanar del
Rey, Cuenca, Espafia) y reflejan los valores medios 0 méas frecuentes que se han encon-
trado en los materiales analizados. Se toma en cuenta la mayor 0 menor variabilidad
gue puede darse en muchos casos segun variedad, forma y condiciones de cultivo,
manipulaciones posteriores, etc., las cifras que se aportan tienen una intencion orien-
tativa. Cuando los datos analiticos consignados proceden de otra fuente, se hace la
cita correspondiente.

El principal grupo de materias primas de base o de volumen utilizados en la elaboracion
de substratos para las diferentes especies de Pleurotus lo forman las pajas de cereales
recogidas en los rastrojos tras el cosechado de los granos. Las pajas son un material de
facil disponibilidad en cualquier parte, dado que el cultivo de cereales estd implantado
por todo el mundo de manera generalizada. Son materias con un alto predominio de
lignocelulosa y con un contenido en nitrogeno por debajo del 1%. Aunque suele ser
corriente emplear la paja de cereales como ingrediente Gnico o en mezclas de dos 0 mas
pajas diferentes, también suele ser habitual utilizar algiin otro material organico de
mayor contenido en nitrogeno como aditivo enriquecedor para elevar ligeramente el
contenido global de nitrogeno y rebajar en parte la relacion C/N. En la tabla 1 se
adjunta la composicion quimica de las principales pajas de cereales.

Tabla 1. Composicién quimica de la paja de algunos cereales (%, sms)

Material Materia N Grasa Fibra Extracto  Cenizas C/N
organica total bruta bruta libre de N
Paja de trigo 93.4 0.47 14 38.9 50.1 6.6 115.2
Paja de cebada 94.4 0.46 1.6 41.8 49.8 5.6 119.0
Paja de centeno 96.0 0.56 1.7 42.8 48.1 4.0 99.4
Paja de avena 925 0.58 1.8 31.1 56.0 7.5 925
Paja de maiz 93.2 0.57 1.4 40.5 47.7 6.8 94.8
Zuro de maiz 95.9 0.78 0.8 30.3 59.9 4.1 71.3
Paja de arroz 84.3 0.69 1.9 35.7 42.4 15.7 70.8
Tallo de sorgo 93.1 1.11 2.6 33.6 49.9 6.9 48.6
sms: sobre materia seca.
Fuente: CIES.
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Otro grupo interesante de materiales de base corresponde a los tallos, hojas o restos de
cultivos de plantas destinadas a un uso o aprovechamiento industrial (algodén, colza,
girasol, tabaco, lino, kenaf) o derivados de cultivos de algunos frutos (sarmiento de vid,
raspon de uva, hojas de platanera). Los carrizos o juncos y el jacinto de agua, que
crecen espontaneamente, asi como los residuos de la cafia de azUcar en el campo, pro-
porcionan también buena materia para elaboracion de substratos. Estos materiales pre-
sentan un alto predominio en lignocelulosa y un contenido en nitrdgeno, en general,
ligeramente superior a las pajas de cereales, lo que les hace también bastante aptos para
ser empleados individualmente o en mezclas. En el caso concreto del residuo de cafia
de azUcar, con un bajo contenido de nitrégeno, es necesario algun tipo de suplemento
enriquecedor. El precio de estos materiales suele ser muy bajo o incluso gratuito. La
tabla 2 contiene la composicion analitica de algunos de estos materiales.

Tabla 2. Composicion quimica de algunos restos lignocelulésicos de cultivos
para uso industrial o de plantas espontaneas (tallos, hojas, etcétera) (%, sms)

Material Materia N Grasa Fibra  Extracto Cenizas C/N
organica  total bruta bruta librede N

Paja de colza 96.1 0.73 — 52.3 — 3.9 76.3
Paja de soja (1) 94.3 0.72 1.2 46.3 422 5.7 76.0

Paja de lino (1) 924 1.24 35 45.8 355 7.6 43.2
Paja de algoddn (1) 955 1.01 1.0 47.6 40.6 45 54.8
Residuo de cafia de azlicar (2) 92.0 0.35 — — — 8.0 128.0
Carrizo o junco fresco (3) 88.1 1.24 2.8 38.8 38.8 11.9 41.2
Hojas de platano (3) 92.4 2.37 3.1 214 53.1 7.6 22.6
Tallos de girasol 924 0.41 0.6 49.2 40.0 7.6 130.0
Vasillo de girasol 83.2 1.05 0.6 19.9 56.1 16.8 45.2
Hojas de tabaco 79.2 3.53 — 14.6 — 20.8 13.0
Kenaf 94.3 0.75 11 40.8 47.7 5.7 72.9
Jacinto de agua (4) 83.4 1.74 — 18.0 — 16.6 27.8
Sarmiento de vid 96.8 0.71 0.9 49.0 425 3.2 79.1
Raspon de uva 93.2 1.03 0.7 32.1 53.9 6.8 52.5

Fuente. CIES, excepto: (1) Stamets y Chilton, 1983; (2) Klibansky et al., 1993; (3) Piccioni, 1970y (4) Sharma et
al., 1996.

Un tercer grupo de materiales aprovechables en el cultivo de Pleurotus spp. lo constitu-
yen varios subproductos derivados de algunas agroindustrias como las oleaginosas, las
destilerias, las azucareras y otras mas. Tales subproductos suelen ser cascarillas de semi-
llas, harinas, tortas, orujos, pulpas o bagazos.

Las industrias extractivas de aceites de semillas oleaginosas proporcionan una serie de

materiales muy variados. En los casos en que la industria realiza un descorticado previo de
la semilla para mejorar el rendimiento en aceite, se proporcionan como subproductos las
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cascarillas, los cuales son materiales de gran interés, solos 0 en combinacién, como substratos
para Pleurotus spp. Destacan las de algodén, girasol y cacahuate, de precio muy moderado.

Tras la extraccion por disolventes, los residuos de las semillas oleaginosas son harinas
practicamente agotadas de grasa (1-2%), en general muy ricas en proteinas (30-50%) y
pobres en celulosa (5-15%). Cuando las semillas sufren un proceso de extraccién a
presion, se obtienen unas tortas oleaginosas con un contenido proteinico algo menor y
un contenido en celulosa y grasa ligeramente mayor que las harinas. Tanto las harinas
como las tortas son materiales muy cotizados en alimentacién ganadera y, por ello de
poco interés econdmico como ingredientes directos para substratos de Pleurotus spp. Por
esta razon no se han adjuntado datos analiticos detallados. Algunas de estas harinas
(girasol, algodon, soja), aplicadas en polvo como suplemento a un substrato (paja de
arroz) tras la colonizacion del Pleurotus spp., han incrementado los rendimientos entre
un 50 y 100% en comparacion con el substrato no suplementado (Bano et al., 1993).

Mencionada aqui la practica de la suplementacién con materiales ricos en nitrégeno y
carbohidratos sobre substratos colonizados, hay que decir que tal préactica no esta exen-
ta de riesgos. Entre los mas importantes estan la posibilidad de favorecer el desarrollo de
microorganismos competidores, asi como la de ocasionar incrementos peligrosos de tem-
peratura en el substrato, no siempre faciles de controlar si no se dispone de medios
adecuados. Estos problemas disminuyen cuando la préctica de la suplementacion se
lleva a cabo con nutrientes de liberacion retrasada, es decir, disponibles una vez que el
micelio ha colonizado totalmente el substrato. Con ellos se pueden lograr incrementos
de rendimiento muy significativos (Royse y Schisler, 1987; Royse y Bahler, 1988).

Una notable singularidad en el aprovechamiento de harinas de semillas oleaginosas en
substratos de Pleurotus spp. es la pepita o semilla de uva. Esta semilla se obtiene cuando
la industria de alcohol etilico de orujo de uva la separa de los hollejos y del raspon, una
vez agotados tras la destilacion. El precio de esta semilla es bastante asequible, y cuan-
do se ha molido muy finamente proporciona una harina untuosa al tacto, con un conte-
nido muy importante de grasa (11-15%, de la cual el 70% es &cido linoleico) y fibra (50-
60%), y un interesante contenido en nitrogeno (1.9%). En Espafia, Gurelan S.C. ha
acreditado un buen funcionamiento de la combinacion paja de trigo o cebada mas
harina entera de pepita de uva, y carbonato célcico como neutralizante. Si se utiliza el
material agotado de la industria extractiva de aceite, esta harina de pepita de uva es
mucho més pobre en grasa (1-2%), pero interesante por su alto contenido en fibra (50%).
Ademas, su precio de compra le hace muy econémica.

Los residuos agroindustriales como la pulpa de café y los bagazos de maguey tequilero y
cafia de azlcar serén tratados en el apartado de fermentacion en el medio natural.

Los residuos de algodén, cascarilla de arroz y los orujos de uva y de aceituna también
poseen un notable interés, solos 0 en combinacion, especialmente los primeros.

163



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

La tabla 3 muestra datos analiticos de varios de los materiales mencionados. En gene-
ral, se caracterizan por poseer un contenido de nitrégeno superior a los grupos anterio-
res, entre 1-2%, una buena proporcion de lignocelulosa, y un moderado pero interesan-
te contenido en grasa, el cual es un principio nutritivo casi ausente en los otros grupos
anteriores. Practicamente todos ellos funcionan bien individualmente como substrato,
especialmente en formato de envases pequefios.

Tabla 3. Composicion quimica de algunos subproductos agroindustriales (%, sms)

Material Materia N Grasa Fibra  Extracto Cenizas C/N
organica  total bruta bruta libredeN
Bagazo de cafia de azlcar (1) 97.5 0.18 0.4 51.9 44.0 25 314.2
Pulpa de café — 0.59 — — — — —
Maguey (2) 91.1 0.36 2.8 324 53.6 8.9 146.8
Residuo de algoddn 86.9 1.29 15 52.8 245 13.1 39.1
Céscara de semilla de algodén 97.0 1.00 3.1 47.0 40.6 3.0 55.7
Caéscara de cacao (3) 92.2 2.79 5.3 16.1 53.3 7.8 19.2
Caéscara de girasol 96.1 0.96 3.4 53.4 33.3 3.9 58.0
Caéscara de cacahuete (3) 924 2.44 9.7 26.3 41.2 7.6 22.0
Cascarillade arroz (4) 825 0.63 1.3 48.1 29.2 17.5 75.9
Semillade uva (harina integra) 96.9 1.92 13.2 58.9 12.8 3.1 29.3
Semillade uva 96.3 1.87 1.3 49.6 33.7 3.7 29.9
(harina desgrasada)
Orujo de uva (alcoholeria) 93.2 1.93 4.9 26.7 495 6.8 28.0
(hollejo + raspon)
Orujo de uva (alcoholeria) 95.1 1.87 8.6 28.6 46.2 4.9 29.5
(hollejo + raspdn + semillas)
Orujillo de aceituna (agotado) 97.7 0.85 1.0 56.5 34.9 2.3 66.7
Orujillo de aceituna 93.2 1.06 6.9 47.6 321 6.8 51.0
(no agotado)

Fuente: CIES, excepto: (1) Stamets y Chilton, 1983; (2) Flores, 1975; (3) Piccioni, 1970y (4) Gonzalez et al., 1987.

Los henos procedentes de praderas naturales o derivados de graminaceas (festuca, poa,
vallico) o leguminosas (trébol, esparceta, alfalfa) son materiales que pueden ser em-
pleados formando parte de mezclas pajosas. En aquellas latitudes donde estos materiales
son abundantes y espontaneos representan una fuente muy interesante por aprovechar.
En otras circunstancias pueden ser materiales un poco caros. La tabla 4 recoge sus
caracteristicas analiticas generales.

Las pajas de leguminosas (guisante, judias, veza, garbanzo, etc.) constituyen materiales
de caracteristicas bastante proximas a los henos anteriormente descritos. El aprovecha-
miento en ganaderia hace que sus precios puedan resultar a veces un poco caros. La
tabla 5 refleja la composicién quimica de estas pajas.
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Tabla 4. Composicion quimica de algunos de los henos mas comunes (%, sms)

Material Materia N Grasa Fibra  Extracto Cenizas C/N

organica  total bruta bruta librede N
Pradera natural 93.0 1.76 1.5 35.5 45.0 7.0 36.0
Alfalfa (Medicago sativa) 91.1 2.69 3.7 38.5 32.1 8.9 19.6
Festuca de los prados (F. eliator) 91.7 1.29 2.2 35.1 46.4 8.3 41.2
Fleo (Phleum pratense) 94.4 1.46 2.3 34.3 48.7 5.6 375
Grama (Dactylis glomerata) 91.2 1.37 2.4 34.7 455 8.8 38.6
Poa de los prados (Poa pratensis) 92.8 2.11 2.8 28.1 48.7 7.2 255
Trébol rojo (Trifolium incarnatum)  91.3 2.36 2.8 32.0 41.7 8.7 22.4
Trébol blanco (Trifolium repens) 91.3 2.74 4.1 28.0 42.1 8.7 19.3
Vallico (Lolium perenne) 91.5 1.60 2.7 30.5 48.8 8.5 33.2
Esparceta (pipirigallo) 92.7 2.50 2.9 354 38.8 7.3 215
(Onobrychis sativa)

Fuente: Piccioni, 1970.

Tabla 5. Composicion quimica de las pajas de leguminosas (%, sms)

Material Materia N Grasa Fibra  Extracto Cenizas C/N
organica total bruta bruta librede N
Paja de guisantes (Pisum sativum) 944 1.55 2.0 47.2 35.6 5.6 35.3
Paja de haba (Vicia faba) 93.0 1.92 1.9 44.2 35.0 7.0 28.1
Paja de judia (Phaseolus vulgaris) 92.7 1.32 1.8 36.6 46.0 7.3 40.7
Paja de lenteja (Lens esculenta) 91.9 2.66 2.1 40.6 32.6 8.1 20.0
Paja de veza (Vicia sativa) 93.1 1.62 2.2 47.0 33.8 6.9 33.3
Paja de altramuz (Lupinus spp.) 95.3 1.23 1.6 49.3 36.8 4.7 44.9
Paja de garbanzo (Cicer arietinum) 945 1.54 2.0 485 345 5.5 35.6

Fuente: Piccioni, 1970.

La molienda industrial de los granos de cereales proporciona algunos subproductos como
los salvados. Estos materiales son de notable interés para integrarse en cantidades dis-
cretas en ciertas formulaciones o mezclas de substratos, porque las enriquecen ligera-
mente de nitrégeno y les aportan grasa y fibra. Es posible que el precio sea un inconve-
niente cuando se cotizan en alimentacion animal. La tabla 6 adjunta la composicién
analitica de estos salvados.

Los serrines de arboles de madera blanda (4lamo, chopo, sauce, tilo, abedul) o de made-
ra dura (encina, haya, arce, fresno) suelen ser aprovechados para cultivo de Pleurotus
spp. en algunas latitudes en los que éstos son de adquisicion facil y econémica. Cuando
la elaboracién del substrato se basa en la utilizacion de serrines, materiales muy pobres
en nitrdgeno y con una elevada relacién C/N, es muy frecuente recurrir al uso de salva-
dos de cereales (arroz, trigo, etc.) para equilibrar nutritivamente el substrato.
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Tabla 6. Composicion quimica de algunos salvados de cereales (%, sms)

Material Materia N Grasa Fibra  Extracto Cenizas C/N
organica  total bruta bruta librede N
Salvado de trigo 92.9 2.57 4.9 14.1 57.9 7.1 21.0
Salvado de centeno 94.6 2.69 4.3 7.4 66.1 5.4 20.4
Salvado de cebada 94.1 2.17 3.6 15.4 61.6 5.9 25.2
Salvado de avena 935 1.33 3.6 224 59.2 6.5 40.8
Salvado de arroz (entero) 88.5 2.32 18.3 11.8 43.9 115 22.1
Salvado de arroz (desgrasado) 87.8 3.17 3.0 13.1 51.9 12.2 16.1
Salvado de maiz 97.3 1.74 8.2 9.8 68.5 2.7 324

Fuente: Piccioni, 1970.

RECORRIDO HISTORICO POR LA UTILIZACION EXPERIMENTAL DE SUBPRODUCTOS LIGNOCELULOSICOS.
ALGUNAS FORMULACIONES USUALES

El comienzo y posterior desarrollo del cultivo profesional de Pleurotus spp. se relaciona
con una serie de trabajos experimentales sobre la utilizacion de diferentes materiales
como substratos de cultivo. Tales experiencias comenzaron a tener carta de continui-
dad a finales de la década de los cincuenta.

En la tabla 7 se expone una cronologia bibliogréfica de algunas de esas experiencias con
el fin de presentar una idea de la diversidad y amplitud de materiales utilizables hoy en
dia en la elaboracién de substratos para cultivar Pleurotus spp. Para cada una de las
citas, se hace referencia al nombre vigente de la especie de Pleurotus cultivada (entre
paréntesis el nombre que menciona el trabajo citado), el tipo de substrato utilizado, los
rendimientos obtenidos y el autor o autores de la experiencia. Para expresar los rendi-
mientos o productividad de un substrato, el concepto més generalmente aceptado es la
eficiencia bioldgica, que es la relacion, en porcentaje, entre el peso fresco de hongos
producidos y el peso seco de substrato empleado. La calidad productiva de un substrato
se percibe como aceptable a partir de eficiencias bioldgicas de 50% (Patra y Pani, 1995).

En Europa, algunos de los principales paises productores han desarrollado formulaciones
estandar muy ligadas a los materiales propios de estas areas, con destacado protagonismo
de las pajas de trigo, cebada y maiz (cafias o zuros), ocasionalmente enriquecidos con
algunas harinas protéicas (alfalfa, soja, plumas).

= En lItalia, Ferri (1985) recomienda que el contenido de N del substrato esté com-
prendido entre el 0.6 y 1.2% de la materia seca total, y expone una amplia muestra
de combinaciones aplicadas al cultivo de P ostreatus:

Paja de trigo (50%) + Zuro de maiz (50%)
Paja de trigo (60%) + Zuro de maiz (40%)
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Paja de trigo (50%) + Zuro de maiz (40%) + Serrin de chopo (10%)
Paja de trigo (85%) + Cascarilla de arroz (15%)

Paja de trigo (90%) + Harina de soja (10%)

Paja de trigo (80-90%) + Harina de alfalfa (20-10%)

Paja de trigo (100%)

Zuro de maiz (100%)

e En Francia, Laborde (1989) propone la siguiente combinacion para P. ostreatus:

Paja de cebada 250 kg

Yeso agricola 25 kg

Harina de plumas (13 % N) 7.5 kg
Agua 718 L

Benlate 300 gr

< En Hungria, el uso de variedades hibridas de Pleurotus spp., da muy buen resultado
con el siguiente substrato:

Zuro de maiz (triturado, 1-2 cm)
Harina de plumas (0.5%)
Carbonato célcico (1%)

= En Estados Unidos, los ingredientes béasicos para substratos de Pleurotus spp. son com-
binaciones de paja de trigo (70%) y zuro de maiz (30%) (Royse y Schisler, 1987), asi
como paja de trigo, cascarillas de semilla de algodon o mezclas de ambos (Royse,
1997).

METODOS UTILIZADOS EN LA PREPARACION DEL SUBSTRATO

El substrato para el cultivo del champifion A. bisporus es un tipo especial de composta que
se obtiene a través de un proceso fermentativo de materiales lignocelulésicos activado
con fuente de nitrégeno que le proporciona al hongo una selectividad quimica (con conte-
nidos finales de N=2-3% y C/N=16-19) y una selectividad bioldgica (con un contenido rico
de una microflora de bacterias, actinomicetos y hongos termdfilos).

Por analogia con este proceso, se ha intentado producir empiricamente substratos para
el cultivo de Pleurotus spp. utilizando el mismo procedimiento y las mismas materias
primas. Aungue a veces ha funcionado, este sistema proporciona bastantes fracasos. En
la actualidad se sigue estudiando para optimizarlo. Por ejemplo, Villa et al. (1999) logra-
ron obtener eficiencias bioldgicas del 68-72% al preparar una mezcla 1:1 de olote de
maiz y pulpa de café, a la cual adicionaron 2% de cal y sometieron a un composteo de
siete dias. Una mezcla adicional preparada por composteo también durante siete dias y
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que ha dado mejores resultados (EB=125%) es la de paja 70% y pulpa de café 30% (G.
Huerta. Com Pers). En ambos casos se agregé 2% de cal a la mezcla y se ajusto la
humedad del substrato a 70% al inicio del composteo.

A diferencia, de A. bisporus, las especies del género Pleurotus no exigen un substrato
con selectividad quimica, ya que puede crecer en medios nutritivos con una relacién C/
N comprendida en un rango amplio de valores de, al menos, entre 30 y 300. Si necesita
en cambio una selectividad bioldgica. La flora acompafiante, cuando existe, debe ser
protectora y no competidora de Pleurotus spp. (Muez, 1994).

Por todo lo indicado anteriormente, se comprende que con una relacion C/N tan versa-
til, casi cualquier subproducto vegetal, o combinaciones de dos o0 méas de ellos, es utili-
zable para el cultivo de Pleurotus spp.

A la vista de todo esto, la preparacion de substrato para cultivo de Pleurotus spp. se ha
venido abordando desde muy diversos métodos en la no muy larga historia de esta espe-
cialidad. La eleccién de cualquiera de esos métodos suele estar relacionada, en princi-
pio, con los fines de la actividad, bien sean cientificos o comerciales. Dentro de los fines
comerciales, hay que considerar la dimension de la iniciativa que se pretende, para lo
cual se puede elegir desde procedimientos sencillos y econémicos, de indole puramente
manual o artesanal, hasta aquellos que pueden llegar a suponer unos niveles tecnol6gi-
cos de cierta sofisticacion y unas inversiones econdmicas elevadas.

Tabla 7. Algunos ejemplos de especies de Pleurotus y substratos
de cultivo, con expresion de su eficiencia bioldgica

Especie* Substrato E.B (%) Referencia
P, ostreatus Serrin resinoso 37.0 Block et al. (1958)
Harina de avena (5%)
Cascarilla de arroz 38.0
Harina de avena (2%)
P, ostreatus Paja (93%) 113.0 Kalberer (1974)
Hierba de pasto (harina) (7%)
P. pulmonarius Hojas de platanera 123.2 Jandaik y Kapoor (1974)
(P sajor-caju) Harina de avena (2%)
Hojas de platanera 114.0
Paja de arroz 89.0
Harina de avena (2%)
Paja de arroz 86.8
P, ostreatus Paja de arroz 79.2 Hashimoto y Takahasi (1974)
Papel de periddico 75.2
Cascarilla de arroz 56.1
Serrin de pino (suplementados 44.8
con salvado de arroz)
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Especie* Substrato E.B (%) Referencia
P, ostreatus Residuos de algodén 63.5 Leong (1982)
(P florida)
P, ostreatus Maguey tequilero 65.0 Guzman-Davaloset al. (1987)
(P florida) (no fermentado)
P, ostreatus 60.0
P pulmonarius Paja de arroz 108.0 Madan et al. (1987)
(P sajor-caju)
Paja de arroz (50 %) 105.0
Tallo de mora (50 %)
Tallo de mora 101.0
P pulmonarius Cascarilla de cacahuete 120.0 Bahukhandiy Munjal (1989)
(P sajor-caju)
P sapidus 114.0
P, ostreatus 100.0
(P, florida)
P, ostreatus 92.0
P pulmonarius Residuo de algodon 145.0 Kulkarni (1989)
(P sajor-caju)
P, sapidus 104.0
P, ostreatus 97.0
P citrinopileatus 88.0
P djamor 82.0
(P, flabellatus)
P eous 79.0
P ostreatus Pulpa de café (5 dias fermentada) 175.8 Martinez-Carrera (1989)
(P, florida)
P. ostreatus 159.9
P opuntiae 143.8
P pulmonarius 128.1
(P sajor-caju)
P, ostreatus Bagazo de cafia de azlicar (50%) 96.9 Martinez-Carreraet al. (1990)
Pulpa de café (50%)
Bagazo de cafia de azlcar (50%) 66.0
Paja de cebada (50%)
P, ostreatus Maguey tequilero 84.0 Soto-Velazcoet al. (1991)
(P florida) (20 dias fermentado)
P ostreatus 78.0
P, ostreatus Bagazo de cafia de azlicar (66.6%) 105.0 Soto-Velazcoetal. (1991)
(P florida) (15 dias fermentado)
Espiga de maiz (33.3 %)
P ostreatus 60.0
(P, osteatus x Jacinto de agua 125.7 Klibanski et al. (1993)
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Especie* Substrato E.B (%) Referencia
P, pulmonarius)
(hibrido) Agroresiduos de cafia 103.3
de azlcar (50%)
Jacinto de agua (50%)
Agroresiduos de cafia de aztcar 52.9
P, ostreatus Fibra de coco (33.3) 152.2 Gonzélezetal. (1993)
(P florida) Pulpa de café (66.6 %)
(mezcla 3 dias fermentada)
Fibra de coco (50%) 120.5
Pulpa de café (50%)
(mezcla 5 dias fermentada)
Fibra de coco (no fermentada) 88.6
P, ostreatus Pulpa de café 170.0 Bermudez et al. (1994)
(P florida)
P, ostreatus Paja de arroz 84.6 Paniy Mohanty (1998)
(P florida)
P pulmonarius 83.3
(P sajor-caju)
P, ostreatus Paja de arroz (50%) 80.0
(P florida) Jacinto de agua (50%)
P, pulmonarius 78.3
(P sajor-caju)
P ostreatus Jacinto de agua 52.0
(P .florida)
P. pulmonarius 50.0

(P sajor-caju)

* Nota: Los nombres entre paréntesis indican la especie originalmente citada en cada referencia.

Operaciones preliminares de tipo general
Independientemente del método que se elija para lograr una correcta preparacion del
substrato, existen una serie de operaciones de pretratamiento que por lo general, sue-

len ser comunes a la mayoria de los métodos mas empleados.

Al comienzo de la preparacion del substrato para cultivar Pleurotus spp. se requiere, por
lo general, triturar, moler o picar las materias primas de base (pajas, hojas, henos, ta-
llos). Algunos materiales de volumen procedentes de ciertas agroindustrias (pulpa de
café, bagazo de maguey) necesitan ser fermentados previamente para homogeneizarlos,
estabilizarlos y, en definitiva, hacerlos mas manejables. En cambio, otros materiales
(cascarillas de semillas, harinas) pueden ser directamente utilizados tras el suministro,
sin necesidad de modificarlos fisicamente.
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La operacion de troceado o picado resulta mas eficaz, y se ejecuta con mayor rapidez, con
los materiales en seco. Es altamente aconsejable que todas las materias primas se encuen-
tren en buen estado. En este sentido, conviene, por ejemplo, desechar pacas de paja dema-
siado deteriorada, o aquellas que se hayan empacado a alta presién en condiciones hime-
das. Otros materiales que estén parcialmente deteriorados 0 muy contaminados deben ser
desechados igualmente. Cuanta mas exigencia de calidad se dé en la seleccion de mate-
rias primas, menos problemas de microbiologia patoldgica apareceran posteriormente.

El tamafo de las particulas y el contenido de agua son dos decisiones primarias que
debe tomar el operador, y de cuyo resultado depende el delicado equilibrio que hay que
mantener con las tres fases, sélida, liquida y gaseosa, en todo el substrato. Un tamafio
de particulas de 2 a5 cm y un contenido de humedad en torno al 70-75% son los valores
maés citados y los que proporcionan la mejor estabilidad y proporciones entre las tres
fases comentadas. Ademas del tamafio recomendado, conviene que las particulas que-
den desgarradas longitudinalmente. Un tamafio de particula mayor, sobre todo a partir
de 15 cm, no facilitaran una buena integracién del agua a afadir, mientras que, por el
contrario, si las particulas son de un tamafio muy fino, se corre el riesgo de compactar de
manera excesiva el substrato.

Para tratar de humectar la paja correctamente existen varios sistemas, segun el tamafio
0 tipo de explotacion:

= Si la explotacion es de tamafio pequefio, resulta eficaz efectuar una inmersion total
de la paja en agua durante unas 48 horas, utilizando para ello recipientes de tamafio
adecuado a la cantidad de material a manejar. El exceso de agua se drena, y con ello
se arrastran algunos materiales solubles que normalmente favorecen el desarrollo de
los organismos competidores mas habituales.

= Para explotaciones de tamafio mediano o grande se puede optar por varias solucio-
nes, entre otras, las siguientes:

* La paja picada se mezcla con agua dentro de un estanque o piscina de muy poca
profundidad. Una pala puede ir pisando la paja repetidamente, dos o tres veces
por dia, para facilitar la absorcion del agua. En 1-2 dias la paja puede estar bien
impregnada.

* La paja puede ser humectada utilizando una maquina de hidratacion estatica
conectada a un molino picador. Una vez picada, la paja pasa del molino a un
sistema de tornillos sinfin de la mé&quina hidratadora, y durante el recorrido por
dichos tornillos tiene lugar la humectacion.

* En algunas explotaciones modernas, la humectacion de la paja picada se consi-
gue con gran rapidez y eficacia utilizando maquinaria de hidratacion al vacio, la
cual puede desarrollar cierta energia mecanica para vencer la resistencia natural
de las pajas al hidratado.
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Pellets de paja

Este procedimiento, extraordinariamente simple, fue iniciado en Espafia por Gurelan
S.C. (Muez, 1994). La materia prima esta compuesta por pequefios cilindros (2 cm de
longitud y 0.5 cm de didmetro) hechos a base de paja picada y molida, con una maquina
granuladora. La confeccidon del granulo genera altas temperaturas sobre la paja en el
momento de ser fuertemente comprimida, por lo que, de hecho, se produce una pasteu-
rizacion. Un importante requisito de partida es que la paja utilizada para la elaboracion
del pellet sea seca y sana. La paja en forma granulada ocupa muy poco volumen, lo cual
facilita su transporte en grandes cantidades.

El cultivador, una vez aprovisionado de estos pellets, tiene que confeccionarse el substrato
de cultivo a través de una hidratacion adecuada de este material. Para ello se aconseja la
utilizacion de recipientes amplios en los cuales se realizard el amasado de la paja. El tama-
filo manejable de una operacion de este tipo es el empleo de 50 kg de pellets y 100 L de agua
a la que previamente se le han afiadido 3 gr de Benlate (50% de benomyl) con fines protec-
tores contra contaminaciones fingicas. Cuando la paja esta hinchada, se envasa en sacos
microperforados de unos 10-12 kg de peso, con una dosis de siembra de un 3% de micelio.

Una alternativa al procedimiento anterior es colocar los pellets en un recipiente o pila de
plastico con el fondo perforado con agujeros de 3 a 5 mm de diametro. Una vez colocados,
se lleva a cabo el lavado de los pellets con agua en régimen continuo hasta que los liquidos
salgan claros y limpios. Luego se escurre la masa hidratada y lavada, se prensa hasta
dejarla con un contenido de humedad en torno al 70%, se siembra y se ensaca. La elimi-
nacion de materiales solubles arrastrados por el lavado disminuye considerablemente los
riesgos de contaminacion de competidores, de modo que si las operaciones se hacen con
una higiene muy estricta podria evitarse el afiadido final de fungicida a la masa. El incon-
veniente de esta variante es su alto consumo de agua, lo que la hace poco viable, a menos
que se disponga de ella en suficiencia y a un precio razonablemente econdmico.

La sencillez de este procedimiento, de una alta componente manual, se presta bien para
iniciativas de produccion de pequefio o, a lo sumo, mediano tamafio. Aunque la selectivi-
dad a Pleurotus spp. no es del todo buena, el substrato funciona, especialmente si la paja es
de buena calidad. Como inconvenientes claros hay que citar el precio de los pellets, nor-
malmente bastante alto, asi como la posible adulteracién y contaminacién de dichos pellets
si la empresa fabricante no ha hecho una seleccion escrupulosa de la calidad de las pajas
empleadas. Durante las labores de preparado, siembra y envasado del substrato es alta-
mente aconsejable extremar los niveles de higiene y limpieza en el recinto, utillajes, etcé-
tera, y emplazar estas operaciones en un area aislada y alejada de focos de contaminacion.

Esterilizacion y semiesterilizacion térmica

La esterilizaciéon es uno de los procedimientos que mas temprano comenzaron a usarse
en la preparacion de substratos para cultivo de Pleurotus spp. porque esté ligado estre-
chamente a la investigacion y experimentacion en este campo.
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El procedimiento consta preliminarmente de una preparacion en crudo del material o
mezcla seleccionados. El substrato, convenientemente picado, hidratado y homogenei-
zado, se coloca en pequefios contenedores de polipropileno, quedando asi dispuesto
para que se le aplique el tratamiento térmico. El tratamiento de esterilizacion general-
mente se lleva a cabo en un autoclave, con vapor a 121°C durante una hora o dos segin
el tamafio del contenedor. Concluida esta operacién, y una vez que el material se ha
enfriado, se debe realizar la siembra del micelio en condiciones muy asépticas, ya que
en esos momentos el substrato es muy susceptible a la contaminacion.

Como se ha comentado, este procedimiento es tipico y casi exclusivo de los trabajos de
investigacion. Resulta muy apto por ejemplo, para conocer de forma preliminar el com-
portamiento de substratos a base de materiales (0 mezclas) de cierto caracter novedoso,
0 para comprobar respuestas de diferentes cepas o variedades ensayadas. Comercial-
mente, la esterilizacion s6lo es rentable en lugares donde estos preparados a pequefia
escala se coticen a muy buen precio, a nivel de pequefio capricho gastronémico, 0 como
regalo ornamental y condimentario como ocurre en China y Japon.

Se habla de semiesterilizacion cuando las temperaturas drasticas de esterilizacion se
rebajan sensiblemente, situandose en niveles inferiores a los 100°C. Esta variante se
aplica para cantidades de preparado que superen las dimensiones reducidas de trabajo
del sistema de esterilizacion, ya que el substrato puede ser alojado y tratado en masa, en
el interior de cdmaras de varias toneladas de capacidad. El margen de tratamiento de
semiesterilizacion estd comprendido aproximadamente entre 70 y 100°C. Si el trata-
miento elegido esta por la zona de los 70°C, la duracién debe ser de 6 a 24 horas, y si las
temperaturas que se aplican estan por la cota superior (p.e. 95°C) basta con 1 o 2 horas
(Ferri, 1985). La semiesterilizacion elimina los patégenos que puedan portar las mate-
rias primas del substrato, pero no protege de contaminaciones eventuales posteriores.
En la actualidad, es una practica poco utilizada.

Tratamiento con agua caliente. Cocido y lavado de la paja
Es un procedimiento sencillo y practico, descrito por Kurtzman (1979) de la siguiente
manera:

La paja, convenientemente picada y preparada, se somete a un remojo en agua ca-
liente y limpia, a 70-80°C, durante 15 minutos. Se debe realizar un par de lavados o
aclarados més con agua caliente, hasta que los liquidos terminen saliendo claros. Este
sistema es rapido. Humedece y pasteuriza al mismo tiempo y no necesita ni vapor ni
ninguna otra manipulacion por separado. Durante el remojado, la paja suele tomar 3-
4 veces su peso en agua. Si se utiliza paja de arroz, el agua adquiere una tonalidad
café. Los lavados arrastran grandes cantidades de materiales solubles que favorecen
el desarrollo de microorganismos contaminantes. Este tipo de tratamiento, no solo
pasteuriza la paja sino que elimina nutrientes que podrian perjudicar a Pleurotus spp.
Una vez escurrida y enfriada a 25°C, la paja se siembra y se envasa. Si las operaciones
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de lavado se hacen debidamente, se obtiene una buena selectividad y un rendimiento
aceptable. Este es un procedimiento de produccion de substrato de alto consumo de
agua y aplicable a niveles artesanales. Como consecuencia, puede resultar caro segin
las circunstancias.

Una variante de este principio es igualmente aplicable cuando el substrato de base no
sea la paja sino cualquier otro material que no precise o0 no se le quiera hacer un lavado
de materiales solubles. El substrato, con una estructura fisica previamente conseguida,
se somete directamente a una inmersién en agua caliente. Las temperaturas que habi-
tualmente se citan van desde minimos de 60°C hasta maximos de 80°C, y los tiempos de
tratamiento suelen oscilar entre 30 y 60 minutos. Es normal que a mayor temperatura de
tratamiento se mantenga un menor tiempo y viceversa. El escurrido, enfriado, siembra y
envasado del substrato deben ser realizados con rapidez y en un ambiente de gran exi-
gencia higiénica para evitar posibles contaminaciones.

Pasteurizacion
La pasteurizacion es uno de los procedimientos mas usados y de los primeros que comen-
zaron a aplicarse con fines comerciales.

Tras las operaciones preliminares de preparado, el substrato es alojado, en cajas o dis-
puesto en masa, dentro de una sala 0 cdmara de pasteurizacion similar a las utilizadas en
el tratamiento del compost para cultivo del champifién. Dentro de esta cdmara, el subs-
trato se somete a un tratamiento térmico aerobio con ayuda de vapor.

Las dimensiones mas comunes de una camara de pasteurizacién comercial suelen ser 3-
5 m de ancho, 2.5-3 m de altura, y una longitud variada segun el tamafio o las caracte-
risticas de la explotacion, usualmente entre 20 y 30 m. El espesor de la capa de substrato
en el llenado de la camara suele ser de 1.5 a 2 m. El ventilador de la camara debe ser de
potencia elevada de modo que proporcione una presion de 90-180 mm de columna de
agua y un caudal de servicio de, al menos, 100 m¥t/h durante el tratamiento térmico, y
de 200 m®¥t/h durante el enfriado (Ferri, 1985).

Los pioneros de este tipo de pasteurizacion, Zadrazil y Schneidereit (1972), prescribie-
ron un tratamiento de 60 a 100°C durante unas horas. En general, el procedimiento de
pasteurizacion en camara que se viene llevando a cabo a nivel comercial suele mante-
ner en la masa de substrato unas temperaturas comprendidas entre 60 y 80°C durante
unos tiempos que suelen variar entre 6 y 12 horas.

La pasteurizacion asi realizada no proporciona una proteccion natural del substrato con-
tra las contaminaciones fungicas, especialmente si se trata de Trichoderma spp. Por esta
razén, en este procedimiento se ha ido imponiendo como complemento el uso de fungicidas
para conseguir una cierta proteccion artificial. En los Gltimos tiempos ha sido practica
normal incorporar un fungicida (p.e., Benlate, en dosis de 150 g de producto comercial
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por tonelada de substrato), distribuido homogéneamente por la masa antes de comenzar
el tratamiento de pasteurizacion.

Una variante de la técnica de pasteurizacion es un procedimiento xerotérmico (Lelley y
Janssen, 1993), muy practicado en Hungria, que describimos brevemente a continua-
cion: la paja, generalmente de trigo, bien troceada, se introduce en seco dentro de un
pequefio tanel o camara de tratamiento (no mayor de 25 m?). Dentro del tanel, el
tratamiento térmico consiste en proporcionar unos 100°C a la masa de paja seca durante
una hora. Acabado el tratamiento, la paja es conducida por medio de tornillos sinfin
hacia el punto de siembra y envasado. Durante el recorrido, la paja es hidratada ade-
cuadamente enfriandose al mismo tiempo. Este tratamiento no protege al substrato con-
tra el ataque de los competidores, por lo cual, durante el afadido del agua a la paja, se
le aporta unas 100-200 ppm de benlate.

Fermentacion aerobia

Es un procedimiento de preparacion de substrato que profundiza en el sistema anterior
de la pasteurizacién simple. Trata de reforzar la escasa proteccion que posee frente a las
contaminaciones sin necesidad de recurrir al uso de fungicidas. Este procedimiento
supone la realizacion de dos etapas consecutivas: la pasteurizacion convencional y una
fermentacion termofila de acondicionamiento.

La intensidad de las temperaturas aplicadas en el substrato y el tiempo de tratamiento
en cada una de las etapas estan bien lejos de la unanimidad. Debido a ello, esta técnica
se aplica con diferentes variaciones: Ferri (1985) propone varios ciclos: a) subida de la
temperatura de la masa, en 6-12 horas, hasta 60-65°C y mantenerla 24 horas, para con-
tinuar después con un rango de 50-55°C (48-72 h), y finalmente enfriar a lo largo de 6
horas; b) subida de la temperatura del substrato hasta cerca de 70°C (2 h) y luego un
mantenimiento de 55°C (72 horas), para terminar con un enfriamiento de una duracién
en torno a las 12 horas; y c) subida a 68-70°C y mantenimiento de este nivel térmico
durante 12 horas, seguido de una reducciéon a 50-55°C (24 horas), y finalizacion del
proceso con un enfriamiento hasta 25°C. Olivier et al. (1991) hablan de una pasteuriza-
cion larga en la que el tratamiento de desinfeccion es de 60°C durante algunas horas,
seguido de un mantenimiento posterior de 50°C durante varios dias.

La base de la proteccion bioldgica del substrato esta en la conducciéon adecuada de una
fermentacion bacteriana tras la pasteurizacion. Los fundamentos de esta forma de ope-
rar se dieron a conocer por primera vez por medio de la técnica HTTV, registrada en
Hungria en 1970 y patentada en Francia en 1971 (Heltay, 1986). Gyurko (1979) analizo
y valoré microbiol6gicamente substratos de Pleurotus spp. y sefialé que la accién preser-
vadora contra los mohos se desarrolla en el substrato como consecuencia de la actividad
de las bacterias termofilas, las cuales consumen carbohidratos facilmente disponibles y
producen, ademas, antibidticos contra tales mohos. Examinando la multiplicacion de
bacterias en diferentes capas del substrato durante el tratamiento térmico, concluyd
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que la multiplicacion de bacterias termdfilas, y por lo tanto su efecto protector, depende
en gran manera del grado de aireacion del substrato. EI mecanismo de la selectividad lo
protagonizan bacterias del género Bacillus (B. macerans, B. subtilis, B. mesentericus, B.
polymyxa, etc.), particularmente activas y eficaces (Flick, 1982). Stanek y Bis’ko (1982)
observaron que la adicion de B. macerans a los substratos antes de la fermentacion da
como resultado un descenso de la influencia negativa de mohos contaminantes (p.e.
Trichoderma spp.) y un incremento de los rendimientos de P ostreatus de 30-100%. Mas
recientemente, Stolzer y Grabbe (1991) han vuelto a tratar los contenidos esenciales de
la fermentacién bacteriana como mecanismo para obtener la selectividad biol6gica de
un substrato. El principio del tratamiento del substrato consiste en un control sofistica-
do de la sucesion microbioldgica, de tal manera que la preparacion del substrato debe
ser interrumpida, para proceder a sembrarlo, en el momento exacto en que se da una
composicion éptima de nutrientes para Pleurotus spp. Debido a la complejidad de los
procesos bioguimicos implicados, los resultados que se obtienen, por ejemplo, con un
tipo de pajas, no son extrapolables cuando se dispone de otras pajas diferentes u otros
materiales.

En Espafia, la aplicacion de estos fundamentos por parte de Gurelan S.C. a un procesa-
do especifico de paja de trigo suplementada con harina de semilla de uva esta dando
muy buenos resultados en una planta de Cuenca que esta produciendo 20.000 t/afio de
substrato. El procedimiento, en la actualidad, estd pendiente de patente.

Esterilizacion quimica

Es un procedimiento de proteccion del substrato para Pleurotus spp. llevado a cabo a
nivel experimental por Vijay y Sohi (1987), en la India. Se basa en la aplicacion de
algunos productos quimicos de poder fungicida durante su preparacion. La iniciativa
pretendia estudiar el afiadido de tales productos a la paja de trigo y ver su grado de
eficacia en cuanto a la incidencia de los diferentes hongos parasitos y competidores mas
habituales, asi como su efecto en el rendimiento de P pulmonarius. Su objetivo final era
obtener un procedimiento que pudiera sustituir adecuadamente al costoso, aparatoso y
no siempre seguro sistema de tratamiento de pasteurizacion con vapor.

Los productos fungicidas ensayados fueron Bavistin (50% de carbendazima) y Formalina
(35% de formaldehido), los cuales se aplicaron individualmente, a diferentes concen-
traciones, o combinados, también a diferentes concentraciones. En total se llevaron a
cabo 13 ensayos incluyendo entre ellos dos controles con paja pasteurizada (80°C, 2 h)
y no pasteurizada (remojada durante una noche en agua). En tres de esos ensayos se
afadio Blitox (oxicloruro de cobre).

La paja de trigo fue puesta a remojo durante 18 horas en cada una de las soluciones de
concentracion programada. Tras el drenaje de exceso de solucion, la paja fue sembrada
con semilla en cantidad de 2% de su peso fresco. El envasado fue en sacos de polietileno
perforado, quedandose ajustada la humedad en 75% para todos los tratamientos.
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Tabla 8. Efecto del remojado de paja de trigo en algunas soluciones fungicidas
sobre la calidad de la colonizacién y el rendimiento de P. pulmonarius.

Tratamiento Concentracién Calidad de la Dias de entrada Eficiencia
(ppm) colonizacion en produccion biol6gica(%)

Formalina 500 excelente 20 66.6
Bavistin 75

Formalina 1,000 excelente 21 60.0
Bavistin 75

Formalina 1,000 buena 21 53.28
Bavistin 50

Blitox 100

Se estudio y se valoro la microflora de todos los substratos, asi como el grado de calidad de
la invasion del micelio, la precocidad o tiempo de entrada en produccién y la eficiencia
bioldgica. Los datos de rendimientos se registraron durante 30 dias de periodo productivo.

En los 13 tratamientos ensayados, I6gicamente hubo notables diferencias en cuanto a la
incidencia de hongos parasitos y competidores asi como de rendimientos, segin los
productos empleados y sus concentraciones.

Los mejores resultados practicos se obtuvieron en tres casos en los que la eficiencia
bioldgica super6 el 50% y cuyos datos se presentan en la tabla 8.

Fermentacion en el medio natural

Es un procedimiento de preparacion de substratos para cultivo de Pleurotus spp. especi-
ficamente desarrollado en algunos paises del continente americano (como México, Cuba,
Colombia) con el fin de aprovechar algunos subproductos agroindustriales de gran dis-
ponibilidad y que no se procesan con facilidad con otras técnicas conocidas.

La produccion de café y del tequila, asi como la obtencion de azlcar de cafia son, entre
otros, algunos ejemplos destacados de agroindustrias que se establecen con gran fre-
cuencia en varios paises del area tropical y subtropical americana. Estas agroindustrias
generan de forma colateral grandes cantidades de subproductos derivados del objetivo
central de la actividad. Tales subproductos son, respectivamente, la pulpa de la cereza
del café, el bagazo de maguey tequilero agotado y el bagazo de cafia de azGcar agotado.

Puesto que estos materiales tienen, en general, pocas salidas de aprovechamiento para
otros fines, y que en algunos casos su acumulacion puede llegar a plantear problemas de
caracter obstructivo o contaminante, a partir de los afios ochenta, muchos investigadores
del campo de los hongos comestibles cultivados de estos paises, fijaron su atencion en ellos
para el cultivo de Pleurotus spp. El resultado de esos trabajos ha sido la puesta a punto de
una serie de técnicas de procesado de estos materiales de gran interés practico.
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Las circunstancias comunes que tienen estos subproductos en fresco es que contienen
cantidades apreciables de materiales facilmente fermentescibles, susceptibles de con-
taminaciones bacterianas y fangicas, y de invasiones de insectos, etcétera, asi como
gue necesitan ser homogeneizados y estabilizados para un mejor manejo y aprovecha-
miento posterior. Para ser utilizados como substratos de Pleurotus spp., la solucién
general a estas cuestiones ha sido someterlos a un proceso previo de fermentacion
natural.

El proceso industrial de la obtencion del grano de café genera como subproducto impor-
tantes cantidades de pulpa, en torno al 30% del peso seco del fruto. Dada la intensidad
y la extension de esta industria, millones de toneladas de este material quedan disponi-
bles cada afio. Dado que la pulpa de café es un material abundante, econémico y de
facil disponibilidad en un buen ndmero de paises, creemos interesante transcribir los
fundamentos de la preparacion de substrato para Pleurotus spp., segin propuesta de
Martinez-Carrera (1989):

La pulpa fresca de café, inicialmente, debe ser drenada durante unas 4-8 horas. Finali-
zada esta etapa, existen dos caminos para su aprovechamiento como substrato de culti-
vo: comenzar un proceso de fermentacidén natural o proceder a secarla al sol para ser
usada posteriormente.

El proceso de fermentacion de la pulpa tras el drenaje comienza con un apilado del
material en montones piramidales de 1-1.20 m de alto. Se debe cubrir el mont6én con
una lamina de plastico para evitar pérdidas de agua y favorecer la fermentacion. A
través de este proceso se logra transformar y descomponer ciertas cantidades de azlca-
res libres, celulosa y hemicelulosa de la pulpa de café que de otra manera estarian
facilmente disponibles para ciertos mohos y bacterias. El contenido de humedad de la
pulpa debe ser del 60-80%. Bajo estas condiciones, el montdn alcanza temperaturas
entre 50-60°C a los dos dias de comenzar el proceso. El material se voltea al segundo o
tercer dia de haberse iniciado la fermentacion aerobia. La razon de los volteos es evitar
situaciones de fermentacion anaerobia cuyos microorganismos consumirian grandes can-
tidades de azlcares que darian lugar a metabolitos secundarios, los cuales a su vez
podrian resultar toxicos para Pleurotus spp.

Durante la fermentacion, el pH evoluciona desde un valor inicial de 6.0 hacia unas
cifras finales ligeramente alcalinas (7.5). Este proceso de fermentacién reduce sensible-
mente el volumen de la pulpa de café y la transforma en un material fisica y quimica-
mente homogéneo, con muy buena estructura y consistencia. A través de la actividad
microbiana, ademas, la relacion carbono/nitrégeno se convierte en adecuada para el
desarrollo de Pleurotus spp. y la probabilidad de contaminaciones queda reducida. Con
pulpa de café fermentada durante cinco dias como substrato se lograron excelentes
rendimientos con diferentes cepas de Pleurotus spp., especialmente destacables en el
caso de P ostreatus, con una eficiencia biolégica media de 175%.
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La variante de secado al sol y almacenado posterior de la pulpa de café estd motivada
por la disponibilidad variable y dispersa de este material en las regiones productoras.
Ademas, la pulpa fresca s6lo estéa disponible 5-6 meses al afio. Por estos motivos, tras el
drenaje, la pulpa de café puede ser secada al sol, de manera uniforme, durante un
periodo de 4-6 dias. Una vez seca, podria ser almacenada en sacos de plastico y usada
incluso después de un afio. No obstante, antes del almacenado debe quedar completa-
mente libre de mohos para evitar posteriores contaminaciones. Al ser utilizada para la
elaboracién de substrato, la pulpa desecada debe ser rehidratada por medio de una
inmersion en agua. Tras esta operacion, el material estd apto para el tratamiento de
pasteurizacion ya que no precisa una fermentacion.

La pasteurizacion de la pulpa de café fermentada o rehidratada se hace por inmersion en
agua caliente. Para ello se coloca la pulpa en el interior de recipientes cilindricos de malla
de alambre y se sumerge en agua a una temperatura en torno a los 70°C durante unos 15-
30 minutos. Alguna variacion en cuanto a tiempo y temperatura de pasteurizacion tiene
poca influencia en el cultivo del hongo. No obstante se recomienda no descender de 70°C
como temperatura de pasteurizacién, ni de 15 minutos como tiempo de tratamiento, ya
que de lo contrario podria haber problemas posteriores de contaminacion durante el cul-
tivo. Las temperaturas mas altas y los tiempos de tratamiento mas largos son considerados un
gasto energético innecesario. Tras la pasteurizacion se procede al drenaje de la pulpa duran-
te unos 30-40 minutos hasta que su contenido en agua queda en torno al 70-80%. Una vez
pasteurizada y drenada se deja enfriar sobre una mesa en el interior de la explotacion. Cuan-
do la temperatura ha descendido hasta los 28-30°C, el material est4 apto para ser sembrado
y envasado, empleandose sacos de plastico de 50>70 cm con agujeros distribuidos al azar.

Basados en un tipo de premisas parecidas, Soto-Velazco et al. (1991) sometieron el bagazo
de maguey tequilero a un proceso de fermentacion natural de 40 dias de duracion con el
material dispuesto en pilas de 1.5 m de ancho y 1 m de alto. Antes del apilado, la hume-
dad se ajustd al 80% y el pH a 6 con afiadido de caliza. La pila se cubrié con una ldmina
de plastico negro para evitar una evaporacion excesiva y pérdidas de calor. Con el fin de
garantizar la oxigenacion de la pila el material se volte6 cada tres dias. A lo largo del pro-
ceso fermentativo se fueron apartando muestras para cultivar, concretamente los dias 1, 5,
9, 11, 20, 30y 40. Una vez finalizada esta etapa de fermentacion natural, se llevo a cabo la
pasteurizacion, la cual consistio en una inmersion en agua a 70°C durante 30 minutos. Tras
el drenado y enfriado (30°C) sobre una mesa, el substrato se sembré con 2 cepas de P ostrea-
tus y se envasd. Los mejores resultados de produccion fueron 78% y 84% de eficiencia biolo-
gica, en ambos casos con substrato fermentado 20 dias. Guzméan-Davalos y Soto-\elazco (1989)
acreditaron un proceso fermentativo de 15 dias para el caso del bagazo de cafia de azlicar.

Fermentacién anaerobia o en frio

La biotecnologia popular ha venido utilizando las bacterias lacticas en diferentes proce-
sos de conservacion de alimentos humanos y animales tales como la produccién de
queso, embutidos, salazones, coles de Bruselas, yogur, kefir, ensilados, entre otros.
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Lelley, en su libro Hongos en mi propio jardin (1985), aplica el ensilado bajo agua en la
preparacién de substrato para cultivo de Pleurotus spp. con pacas de paja enteras, sumer-
giéndolas en agua durante dos semanas.

En Espafia, Gurelan S.C. ha estudiado y desarrollado este método, econémico y de
baja tecnologia, muy adecuado para un cultivo familiar de 300-500 kg/semana de
Pleurotus spp.

En este sistema pueden ser seleccionados y utilizados, practicamente la totalidad de los
subproductos agricolas y agroindustriales mencionandos, solos 0 en mezclas, tales como:
paja de cereales (trigo, cebada, centeno, maiz, arroz), paja de leguminosas, residuos de
algodén (borra de fibra corta o cascarillas de semillas), orujo de uva, pulpa de café,
hojas de platanera, bagazo de cafia de azlicar enriquecido con melaza, y otros que sean
abundantes y baratos.

Los materiales deben ser picados a tamafio fino, de 2 a 5 cm, y deben retener en torno al
70% de humedad. El contenido en nitrégeno puede estar comprendido entre 0.5y 1.5%.
Si el contenido es menor, los rendimientos pueden resultar escasos, y con un contenido
mayor, la fermentacién deriva en putrefaccion.

La operacion debe transcurrir dentro de un recipiente amplio de fermentacion, que no
sea de hierro u otro material atacable, con agua limpia no contaminada (un poco de
cloro no perjudica), donde se sumerge el material (o mezcla) a tratar en proporciones
de una parte de substrato por 15-20 partes de agua.

El principio bioquimico de la operacion se basa en que todos estos materiales al ser
sumergidos en agua sufren una fermentacion anaerobia por accion de las bacterias lacticas,
principalmente cocos, presentes de forma natural. Entre 12 y 30°C, la fermentacién
comienza espontaneamente, y la accion metabdlica de estas bacterias elimina los azlca-
res, impidiendo que posteriormente pueda tener lugar el desarrollo de los competidores
de Pleurotus spp. (Trichoderma spp., Penicillium spp., etcétera) y facilita la accion de los
enzimas del hongo (celulasas, polifenoloxidasas y otros mas) sobre el substrato. Los &ci-
dos orgénicos formados (lactico, butirico) también van acompafiados de perdxido de
hidrégeno y bacteriocinas.

Es conveniente, casi necesario, afiadir sacarosa (aproximadamente el 1% del peso de los
materiales a fermentar) para estimular y mantener una fermentacién vigorosa. Durante
el proceso con paja de cereales picada finamente, el pH desciende paulatinamente
desde el principio, hasta llegar a valores en torno a 4.5 en que tiende a estabilizarse.
Una de las cuestiones centrales es que hay que agotar las substancias fermentescibles
antes de dar por finalizada la operacion para evitar contaminaciones de hongos durante
el periodo de incubacion de Pleurotus spp. El final de la operacién se detecta cuando se
estabiliza el pH en 4.5 o incluso se advierte una ligera subida de 0.1 unidades.
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A temperaturas por debajo de 12°C la fermentacion va mal. Con las temperaturas
més adecuadas para desarrollar el proceso, entre 20 y 30°C, la operacion suele durar
entre cinco y siete dias. Durante los 3-4 primeros dias el substrato flota ya que, entre
otros metabolitos, la fermentacion produce anhidrido carbonico (CO,). Conviene
agitar el substrato una o dos veces al dia para mantenerlo sumergido, sin aire, pero
sin presionar demasiado para que todas las partes del material se impregnen y se
transformen bien. A partir del 4°-5° dia de fermentacion todo el material se ha hun-
dido y comienza a acercarse el final de la operacion, destacandose una pelicula flo-
tante de levaduras lacticas por el medio. Una prolongacion anormal del proceso con
el substrato hundido desencadenaria cambios de otro signo, siendo el méas destacable
la subida del pH por accién de las levaduras lacticas al comenzar a consumir el acido
lactico producido durante la etapa anterior. No es conveniente desencadenar esa
situacion.

Terminado el proceso, es indispensable realizar un escurrido rapido y eficaz del substrato
para lo cual es muy aconsejable el uso de una prensa manual o mecénica. Si no se
gjecuta bien esta operacion, el micelio, tras la siembra, se ahogaria y se contaminaria.
Tras el escurrido, con una humedad final en torno al 70%, el substrato debe ser sembra-
do lo antes posible, en sacos de polietileno transparente (mejor si son microperforados)
y con agujeros de 15-20 mm de diametro hechos previamente. Las dosis de inoculo de
siembra puede ser el 2-3% del peso fresco de substrato.

Se describe a continuacion un ensayo a pequefia escala, con residuos vegetales tropica-
les de Cuba:

La mezcla se form6 con los materiales (y sus proporciones en materia seca) siguientes:
Bagazo de cafia de aztcar (50 %)
Tabaco en rama (50 %)
Melaza de caia (15 % del peso de la materia seca de base)

La preparacion preliminar de la fermentacion fue de la manera siguiente:

= Se mezclaron cuidadosamente los ingredientes de base:

1,500 gr de bagazo de cafia
1,500 gr de tabaco en rama

= Se introdujo esta mezcla en un recipiente grande y se cubrié con 60 L de agua a la
que, previamente, se le habia afiadido 300 gr de melaza de cafia (10%). En estas
condiciones comenzd espontdneamente la fermentacion.

La evolucion del proceso fermentativo transcurrié de la siguiente forma:
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Evolucion del proceso fermentativo

Dia pH Temperatura (°C)  Azucares (%) Observaciones

1 8.2 28 La mezcla flota

2 6.4 28 La mezcla flota

3 6.1 28 La mezcla flota

4 6.1 27 Casi todo el material, hundido

5 6.2 26 0 Todo el material, hundido. Se forma una

pelicula de levaduras. Se afiade el resto de
lamelaza, 150 gr (5 %), disueltaen 0.5 L

de agua

5.6 25 0 Todo el material continua hundido

5.3 24 El material, que continu6 hundido, se terminé
sacando del recipiente de fermentaciony
se prensé

A lo largo del proceso de cultivo, los datos de rendimientos que se obtuvieron y su
evolucion fueron los siguientes:

Rendimiento, en gramos de setas —pie cortado— (%, eficiencia bioldgica)

Dia Saco nim. 1 (1.35 kgm.s.) Saco nim. 2 (1.35 kg m.s.)
1 (siembra)

20 (aparicion carp6foros)

25 610 (45.2)

26 800 (59.3)

34 200 (14.8)

45 250 (18.5)

48 270 (20)

55 50 (3.7)

Total: 1.110 gr (82.2 %) 1.070 gr (79.3 %)

Media: 1.090 gr. (80.75 %)
(Eficiencia bioldgica=peso setas / peso seco substrato>100)

Partiendo de 3 kg de materia seca se obtuvieron 8.75 kg de substrato elaborado, con una
humedad de 70%, por lo que la tasa de pérdidas fermentativas de la materia seca origi-
nal de base fue del 12.5%.

Este substrato se sembrd con el 3 % de semilla de P ostreatus (H-9) y se empaquetd en
sacos microperforados, obteniéndose dos sacos de 4.5 kg de materia fresca cada uno
(1.35 kg de materia seca).

El proceso de incubacion y fructificacion se llevé a cabo en condiciones ambientales

controladas segun procedimientos conocidos (Zadrazil, 1978).
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Si se controlan bien las temperaturas y el pH, no se necesita afiadir fungicidas durante
todo el proceso.

Hay que decir que las cepas subtropicales de P, ostreatus o P pulmonarius dan resultados
mas seguros en este procedimiento que las hibridas europeas debido a su mayor produc-
cion de polifenoloxidasas y a su mas rapido crecimiento o incubacion. La proteccion de
las bacterias lacticas dura una semana, al cabo de la cual el micelio de Pleurotus debe
estar implantado en toda la masa de substrato.
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INTODUCCION

Para cultivar hongos del género Pleurotus spp. con fines comerciales se requiere en
primer lugar seleccionar una cepa de buena calidad y productividad que esté bien
adaptada a las condiciones ambientales del lugar, y que crezca muy bien en el substra-
to sobre el que se piensa cultivar. El substrato debera estar preparado de tal manera
que permita el crecimiento selectivo, rapido y robusto, de la cepa en cuestidn; es
decir, que facilite el desarrollo de Pleurotus spp. y retarde el de sus competidores. Esta
selectividad del substrato se facilita al dejar accesible el complejo lignina-celulosa, y
mantener un pH relativamente elevado, asi como al mantener concentraciones bajas
en azUcares solubles y sales de amonio (Stdlzer y Grabbe, 1991).

Las especies de Pleurotus crecen de manera aceptable en diversos substratos lignocelu-
I6sicos, por lo que pudiera pensarse que una cepa dada crecera bien en cualquier subs-
trato posible. Esto no es cierto; existe una interrelacion cepa-substrato que debe respe-
tarse para obtener rendimientos éptimos. Cada cepa tiene sus capacidades y requeri-
mientos propios por lo que una vez que se han definido los componentes 6ptimos del
substrato, deben evitarse los cambios, a menos que hayan sido investigados previamen-
te. Para mas detalles sobre la preparacion del substrato, ver el capitulo 8 de este libro.

Una acertada definicién del binomio cepa-substrato influird de manera determinante
en las actividades desarrolladas durante el cultivo del hongo. Por ejemplo, las caracte-
risticas fisicoquimicas del substrato (capacidad de retencién de agua, tamafio de parti-
cula, disipacion de calor) influiran en la periodicidad de los riegos y en la ventilacion.
Un substrato selectivo permitird una pasteurizacion menos rigurosa; por otra parte, la
cepa elegida determinard los parametros ambientales que deben existir en el cultivo
(humedad, temperatura, etcétera).

El cultivo de Pleurotus spp. comprende las actividades de pasteurizacion del substrato,
siembra, incubacion, fructificacion y cosecha, las cuales se describen a continuacion.
No esta de més recalcar que mientras mas cuidado se tenga al realizar estas actividades,
mejores seran los rendimientos obtenidos, sobre todo cuando se piensa en un cultivo
intensivo, porque en él suelen presentarse problemas derivados del volumen de produc-
cion, de la rutina y del monocultivo.

LA PASTEURIZACION

La pasteurizacion es una actividad que tiene por funcion disminuir la cantidad de orga-
nismos, sobre todo nocivos, que pueden competir con el hongo en la utilizacion del
espacio y de los nutrientes. Esta es una actividad que prepara al substrato para una
eficaz colonizacion por el hongo. La pasteurizacion puede darse por medio de un proceso
de composteo durante la preparacion del substrato, de fermentacion, o mediante un
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tratamiento quimico o térmico, después de haber mezclado y homogenizado los ingre-
dientes.

La pasteurizacion tiene como finalidad destruir insectos y microorganismos competido-
res de Pleurotus spp. (cuadro 1), pero al realizar esto, también provoca cambios bioquimicos
en el substrato que pueden afectar positiva 0 negativamente su calidad. En efecto, la
idea de que mientras mayor sea la temperatura o el tiempo, mejor sera el tratamiento, es
erronea. Stolzer y Grabbe en 1991, sugirieron temperaturas de pasteurizacion de 65°C
durante 20-24 horas. Ellos indicaron que las temperaturas inferiores a 55°C eran insufi-
cientes para destruir otros organismos y que las temperaturas mayores de 85°C provoca-
ban la ruptura parcial de puentes de hidrégeno del complejo lignina-celulosa y contri-
buian a la solubilizacién de azlcares simples. Estas condiciones predisponian al substra-
to para una colonizacion mayor por hongos contaminantes.

En el caso del tratamiento térmico al substrato, comercialmente existen dos posibilida-
des: con agua caliente o con vapor.

Cuadro 1. Temperaturay tiempo letal de diferentes organismos relacionados
con el cultivo de hongos (extraido y adaptado de Overstijns, 1998)

Organismo Temp. (°C) Tiempo (h)
Mayoria de moscas; phoridos y sciaridos 55 5
Neméatodos 55 5
Mites 55 5
Botryotrichum piluliferum y Sporotrichum spp. 60 4
Verticillum fungicola 60 2
Chaetomium olivaceum 60 6
Pseudomonas fluorescens 50 10 min
Esporas de Agaricus hisporus 65 72

La pasteurizacion con agua caliente

El método de pasteurizacion con agua caliente consiste en sumergir el substrato en agua a
85°C durante un minimo de 40 minutos (Guzman et al., 1995). Este tratamiento puede
variar segun la localidad, ya que la altura sobre el nivel del mar y las condiciones del lugar
influyen en los pardmetros de operacion; por ejemplo, Bano et al. en 1979 en la India, al
cultivar P djamor, utilizaron un tratamiento de 10-15 minutos a 65+5°C y, posteriormente,
inmersién dos horas en agua fria. Indicaron haber obtenido buenos rendimientos sélo
cuando utilizaron altas tasas de inoculacion (15%), mientras que cuando utilizaron tasas
mas bajas (2.5%), obtuvieron altos indices de contaminacion y bajos rendimientos.

Al pasteurizar por inmersion en agua se debe sumergir el substrato Gnicamente cuando

el agua haya alcanzado la temperatura de pasteurizacion para provocar un choque tér-
mico que dificilmente soportaran los organismos que se encuentren en el substrato. Si
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éste es sumergido antes de que el agua alcance dicha temperatura, muchos organismos
termo-resistentes tendran la posibilidad de adaptarse al incremento paulatino de la
temperatura y en ese caso el tratamiento térmico no sera eficaz.

La inmersion en agua debe hacerse acorde con el procedimiento y la materia prima que
se emplea para preparar el substrato. Segun Houdeau et al. (1991), el sumergir el subs-
trato en agua puede tener diferentes consecuencias, segun el material utilizado. Ellos
indicaron que existe un efecto de lavado de nutrientes durante la inmersion que puede
resultar negativo en rastrojos viejos por pérdida de nutrientes para Pleurotus spp., pero
puede resultar benéfico en rastrojos recientes porque al disminuir el contenido de azu-
cares solubles previene el antagonismo de otros hongos y da mejores rendimientos.

La inmersion en agua caliente ha sido ampliamente recomendada y puede considerarse
como la forma mas sencilla de pasteurizacion, por los bajos costos de instalacion y lo rudi-
mentario que puede ser el acondicionamiento del método; sin embargo tiene sus limita-
ciones porque es ineficiente desde el punto de vista energético (lo que la hace operable
sélo cuando se trabaja a muy pequefia escala) y produce aguas residuales altamente con-
taminantes (Lépez et al., 1995; Bello y Sanchez, 1996). Por otra parte, puede funcionar
bien en lugares donde la humedad ambiental es baja y permite el escurrido rapido del
agua excedente. Si la humedad relativa del lugar es alta, el control del contenido de agua
en el substrato después de la pasteurizacién puede requerir mayor manipulacion del subs-
trato, lo que incrementa los riesgos de contaminacion (Lopez et al., 1996).

La pasteurizacion por vapor

La pasteurizacioén por vapor es un método que requiere mas inversion que la inmersion
en agua porgue necesita al menos de un generador de vapor. Este método sin embargo
ha ido ganando adeptos poco a poco porque se puede desarrollar también de manera
relativamente rustica (figura 1) y es més rentable a mayor escala que la pasteurizacion
en agua caliente.

El método utilizado actualmente es una adaptacion del método que se usa para la
pasteurizacion de suelo o de la cobertura para la produccién de champifiones (Aldrich
et al., s/a; Bollen, 1969). Consiste en colocar el substrato, en un espesor de hasta 60 cm,
dentro de una caja o recipiente cerrado que tiene el fondo perforado. Después se intro-
duce en la parte alta de la caja una mezcla de vapor y aire a presion hasta que el
substrato alcanza una temperatura de 65°C, los cuales se mantienen durante una hora.
Al cabo de este tiempo se suprime el vapor y se deja la ventilacion para que el substrato
se enfrie. Las figuras 1-3 muestran diferentes sistemas de pasteurizacion por vapor.

El composteo

El composteo como tratamiento para la pasteurizacion del substrato se ha usado con éxito
en el cultivo del champifién. Para el caso de las especies de Pleurotus, estudios recientes
en nuestro laboratorio indican que es posible obtener rendimientos aceptables si se prepa-
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ran ciertas mezclas de materiales organicos con 2% de cal y se aplica un composteo de 2-
3 dias (procurando mantener temperaturas entre 50-60 °C). En efecto, Hernandez et al.,
2001, demostraron que si se compostea una mezcla de paja 70% mas pulpa de café 30%,
también con 2% de cal. Se puede obtener una EB de alrededor de 100% en dos cosechas.
Lo notable de este método es que la preparacion del substrato no requiere de uso de
energia convencional (lefia, gas, etcétera), durante la siembra no se exigen condiciones
de asepsia rigurosas, se obtiene buena colonizacion por el hongo y una fructificacion acep-
table. Estudios en curso permitiran definir mejor esta técnica en cuanto al control del
composteo, el empleo de una mayor diversidad de materiales, el uso de suplementos y el
incremento en la productividad.

EL RECIPIENTE PARA EL SUBSTRATO

La forma y el tamafio del recipiente en el que se colocara el substrato después de inocu-
lado forma parte del pagquete tecnoldgico que se aplica para cultivar un hongo y debe
ser definido desde antes del inicio de operaciones de la empresa. Desde el punto de
vista del hongo, los criterios técnicos que deben ser observados para definir el recipien-
te son: la facilidad de ventilacion y de intercambio gaseoso, la facilidad de disipacion
de calor y el mantenimiento de la humedad en el substrato. Dado que el tamafio del
recipiente definira el tamafio del lote o bloque sintético que se manejara, es probable
que en la eleccion también se consideren criterios adicionales como la facilidad de
manejo y de llenado, la facilidad para cosechar los hongos, asi como la disponibilidad de
materiales y el precio.

Es de hacer notar que dentro de ciertos limites, (4-20 kg) mientras mayor sea la canti-
dad de substrato que se maneje por lote, los problemas de pérdida de humedad seran
menores, aunque probablemente en la misma medida se incrementen los problemas de
heterogeneidad en la humedad del tronco sintético y de disipacion del calor producido
dentro del substrato. En este sentido, se requiere encontrar un equilibrio acorde con las
condiciones del lugar de cultivo. En los lugares de clima célido se recomiendan lotes
menos voluminosos para que la temperatura en el centro del substrato, durante el cre-
cimiento del hongo no sea una limitante para la colonizacion.

Debido a los habitos de crecimiento que presenta el género Pleurotus spp. en general,
para su cultivo se utilizan recipientes que presentan una mayor superficie vertical que
horizontal. Kurtzman en 1979 propuso un bastidor que podia ser construido de metal o
madera y estaba rodeado de alambre en el siguiente rango de dimensiones: espesor 7-25
cm, altura de 60-120 cm y ancho de 60-120 cm. Este tipo de recipientes, aunque funcio-
nales, son poco utilizados en la actualidad porque presentan cierta dificultad de manejo
y requieren de una buena limpieza después de cada ciclo; a pesar de ello, recipientes de
este tipo son utilizados por ejemplo en Cuba y en otras areas donde es dificil conseguir
bolsas de plastico.
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El material mas utilizado en la actualidad para el cultivo de hongos del género Pleurotus
spp. es el plastico, principalmente polietileno, aunque existen otros materiales. La in-
dustria relacionada con el ramo ha desarrollado varios tipos de bolsa, inclusive
esterilizables en autoclave, que permiten un mantenimiento de la humedad y del inter-
cambio gaseoso, asi como la esterilidad requerida por el hongo en el interior de la bolsa.
Estas bolsas de tamafio variable, cuentan con la suficiente resistencia para contener
hasta 25 kg de substrato himedo cuando son colgadas. Lamentablemente, salvo en
contadas excepciones, no son facilmente accesibles en los paises hispanoparlantes. En
estos lugares, las bolsas de polietileno disponibles en el mercado y no fabricadas espe-
cialmente para el cultivo de hongos, suelen dar resultados aceptables, aunque la limitante
para el tamafio del tronco sintético sera el volumen y la resistencia de la bolsa que se
emplee. Las dimensiones de las bolsas que se usan actualmente pueden ser de 40><60
cm o de 60>=<90 cm y con una resistencia de hasta 15 kg.

Se recomienda que al usar bolsas de polietileno, se hagan perforaciones de tal manera
que solo el 2% de la superficie de la bolsa quede expuesta al aire. Esto evita la deshidra-
tacion del substrato y estimula la formacion de carpéforos grandes. Para mantener la
humedad del substrato, no se recomienda retirar totalmente la bolsa al término del
crecimiento. Asi mismo, en varios paises se prefiere el uso de bolsas de polietileno negro
porque al no permitir el paso de la luz hacia el substrato, se forman primordios Unica-
mente en las areas donde las perforaciones practicadas exponen el micelio al aire. Esto
aparentemente mejora el rendimiento/calidad al limitar el nimero de primordios forma-
dos, ya que crecerdn menos carpoforos pero méas grandes. Dado que las bolsas de
polietileno negro no permiten el control visual del crecimiento micelial durante la
incubacidn, se aconseja que al menos un 5% del substrato sea embolsado en bolsas
transparentes para poder observar el crecimiento de Pleurotus spp. y detectar de manera
oportuna la presencia de contaminantes.

Oh et al. (2000) indican que en Corea el procedimiento tradicional de cultivo de Pleurotus
spp. se basa en el uso de camas de cultivo similares a las usadas para el champifién, con
un ancho de 1-1.4 m y longitudes desde 1 hasta varios metros. Ellos indican que de esta
manera pueden obtener rendimientos de 5.7 a 10.8 kg/m? de hongos.

LA SIEMBRA

La siembra se refiere a la mezcla homogénea en condiciones de asepsia del indculo o
semilla con el substrato. Para una siembra eficiente debe tomarse en cuenta, ademas de
la cepa y del substrato, el estado fisiologico del organismo, la tasa de inoculaciéon y una
higiene rigurosa.

La semilla

El in6culo puede ser utilizado en tres formas: en grano, como substrato colonizado o en
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inoculo liguido. Los tres tipos funcionan bien y es menester del productor definir cuél es
el que le conviene mas.

La semilla en grano es la mas comun en la actualidad porque permite obtener un
micelio vigoroso, con buenos puntos de crecimiento por kilogramo de grano y tiene un
precio accesible. La semilla en forma de substrato colonizado es menos frecuente, tal
vez porque el micelio requiere méas tiempo de preparacion y puede resultar mas dificil
de distribuir en el substrato que se va a inocular, sin embargo es igualmente eficiente.
El indculo liquido es también eficaz, sin embargo en general solo se emplea en empre-
sas altamente tecnificadas. Para mas detalles sobre la preparacion de la semilla, con-
sultar el capitulo 7.

La tasa de inoculacion

La tasa de inoculacion es la cantidad de semilla que se usa en funcién de la cantidad de
substrato que se pretende inocular. En el caso de especies de Pleurotus se han usado
tasas de inoculacién que varian entre 0.8 y 15%. La definicion de este valor depende de
las caracteristicas tanto de la cepa y del inéculo, como del substrato donde se siembra.
Mientras méas baja sea la tasa de inoculacién, menor seré el costo por compra de indculo,
pero mayor el tiempo requerido para que el hongo colonice el substrato. Ademas, a
mayor tiempo de colonizacion mayor sera el riesgo de contaminacion.

Cuando se usa inéculo con grano, se prefiere grano reciente y pequefio para contar con
mayor cantidad de puntos de crecimiento por unidad de volumen. Es posible utilizar
tasas de inoculacion de 0.6-0.8%; es decir, 600 gramos de semilla por cada 100 kg. de
substrato, pero es necesario distribuir perfectamente la semilla dentro del substrato (lo
que generalmente solo se logra por métodos mecanicos) y contar con una cepa en buen
estado fisioldgico. Por otra parte, la incubacion después de la siembra debe ser dptima.

Supdngase que un productor usa indculo preparado con semilla de sorgo para sembrar
pulpa de café con una tasa de inoculacion de 0.6% (El sorgo rinde aproximadamente
25 mil granos/kg). A un kilogramo de pulpa, este productor aplicara entonces 6 gra-
mos de semilla (alrededor de 150 granos o puntos de inoculacion). Si se estima que
esta cantidad de pulpa al 68% de humedad ocupa un volumen de 3500 cm?, el micelio
presente en cada grano deberd colonizar un volumen de 23.3 cm?®. Este volumen re-
presenta una esfera de 2.15 cm de radio, el cual en condiciones dptimas de creci-
miento y considerando una cepa de P ostreatus (ECS-0152, por ejemplo) con una
velocidad de crecimiento sobre pulpa de café de 5.14 mm/dia deberia colonizar ese
volumen en alrededor de 4.5 dias.

En general, en la siembra comercial es comun utilizar tasas de inoculacion del 2-2.5%,
lo que es rentable pero demuestra que la semilla no se distribuye de manera homogénea
en el substrato y que el hongo no crece a su tasa 6ptima de crecimiento. En condiciones
rurales y usando como semilla substrato colonizado, Bano et al. (1979) reportaron en la
India buenos rendimientos al usar una tasa de inoculacion del 15%.
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Es necesario recalcar la importancia que reviste el estado fisiol6gico del hongo al mo-
mento de la siembra. Se prefiere un micelio fresco, activo, que se encuentre en fase
exponencial de crecimiento para que después de la siembra, la fase de latencia sea
minima. La fase de latencia no es deseable en la planta productora porque alarga el
proceso Yy eleva los costos de produccion. La manera de disminuir su duracién es usar
semilla en buen estado y sembrar con cuidado para no maltratarla, asi como distribuirla
muy bien en todo el volumen que se va a inocular. Es importante también proporcionar
al hongo el substrato y el ambiente adecuado para su crecimiento.

El lugar para sembrar

Para realizar la siembra se recomienda acondicionar un lugar exprofeso, facil de limpiar,
gue tenga una temperatura agradable, y que esté aislado y sin corrientes de aire. La
siembra se puede realizar manualmente en condiciones de asepsia rigurosa sobre una
mesa adaptada para el caso (figura 4) o con un mezclador mecanico si se cuenta con el
equipo. La semilla se agrega y distribuye de la manera mas homogénea posible dentro
del substrato y, ya mezclados, ambos se colocan dentro de la bolsa o recipiente gque se
emplee para tal fin. Al realizar esto se debe tener especial cuidado en que el substrato,
después de pasteurizado, se encuentre a temperatura ambiente y que los granos de
semilla queden colocados lo mas equidistantes que se pueda para que el micelio de
cada grano tenga que colonizar la minima distancia posible.

Una vez terminada la siembra, se debe cerrar el recipiente para evitar contaminaciones
y la pérdida de humedad del substrato, asi como para permitir que se incremente la
concentracion de CO, en el recipiente. Estas condiciones son necesarias para facilitar
un rapido crecimiento y la colonizacién del substrato por el hongo. Se recomienda que
entre el substrato y el nudo (si se usa bolsa) quede un espacio suficiente para permitir
que cuando se haga el picado del pléastico no se toque el substrato. Al bloque hongo-
substrato asi formado se le denomina tronco sintético o pastel.

LA INCUBACION

La incubacion es la etapa que permite la colonizacion del substrato por el hongo, de
preferencia a temperatura y humedad Optimas, y en la oscuridad. Durante esta etapa, se
debe proporcionar al hongo una temperatura constante y acorde con sus requerimientos
para que la colonizacion se lleve a cabo con la tasa de crecimiento més alta posible. La
mayoria de las especies de Pleurotus tienen éptimos de crecimiento micelial entre 25-
28°C, sin embargo la temperatura varia segun las cepas. Por ejemplo, Kurtzman y Zadrazil,
(1989) reportaron 6ptimos de 30°C para una cepa de P ostreatus.

Durante la incubacioén, cuatro o cinco dias después de haber efectuado la siembra, se

hacen de 20 a 40 perforaciones perfectamente distribuidas (con una aguja o navaja
estéril) en la parte superior de la bolsa de polietileno y de preferencia sin tocar al subs-

195



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

trato. Esto se hace porque inicialmente se requiere una concentracion alta en CO, para
estimular el crecimiento micelial (hasta niveles cercanos al 25%), pero pasados estos
niveles, el CO, limita el desarrollo y es necesario facilitar el intercambio con aire fresco.
Cuando se usan bolsas de 25 kg, cuatro o cinco dias después de la siembra, ademas de
las perforaciones mencionadas se hacen alrededor de 15 perforaciones (de 8-10 cm cada
una) distribuidas en tres hileras a lo largo de la bolsa de substrato. Por estas perforacio-
nes brotaran mas adelante los basidiomas. Las figuras 5-7 muestran diferentes salas de
incubacion y la figura 8 sefiala cdmo se lleva a cabo el picado de bolsas. Resulta conve-
niente hacer notar que también es posible sembrar sobre bolsas ya perforadas de ante-
mano. Esto disminuye el trabajo de picado. La decision de cuando picar o perforar las
bolsas depende de los niveles de contaminacion gue se tengan en proceso.

CUIDADOS DURANTE LA SIEMBRA Y LA INCUBACION

Los cuidados gque se deben tener en esta etapa del proceso estdn generalmente encami-
nados a disminuir la contaminacion, la cual se presenta como resultado de una mala
pasteurizacion o por descuidos en el manejo o en la siembra del material en proceso.

Para reducir al minimo la contaminacion, se debe poner especial interés en lo siguiente:

1) El local. Las contaminaciones pueden deberse a deficiencias en la asepsia de los
locales de siembra/incubacion o a orificios por donde pueden entrar el aire, los micro-
bios, los insectos y otros animales. Los cuartos de siembra, incubacion y fructificacion
deben ser frecuentemente lavados, limpiados, desinfectados con cloro, alcohol, benzal,
etc. Para este fin se debe disefiar un programa de limpieza y asepsia que evite la prolife-
racion o sobrevivencia de organismos nocivos.

2) El personal. Los niveles de contaminacion disminuyen notablemente si el personal que
esta en contacto directo con el material en proceso se preocupa por mantener consigo
mismo condiciones de limpieza y pulcritud inobjetables. El uso de ropa limpia, asi como
tapabocas y gorros al menos durante la siembra y el picado de bolsas es aconsejable.

3) Las actividades desarrolladas. Se debe tener especial esmero en trabajar en condicio-
nes de asepsia rigurosa y asegurarse que los tratamientos de esterilizacion del grano para
indculo y la pasteurizacion del substrato sean efectuados de manera conveniente. Asimis-
mo, la perforacion de las bolsas debe hacerse con utensilios estériles y de manera cuidadosa.
LA FRUCTIFICACION

Después de la incubacion, cuando el micelio ha colonizado el substrato de tal manera

que ya no se distingue el aspecto ni la coloracion del substrato inicial, sino que al
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contrario éste se ve como una masa compacta de superficie homogénea blanco-
algodonosa, se deben realizar ciertos ajustes ambientales para inducir al micelio a for-
mar cuerpos fructiferos.

La fructificacion se puede llevar a cabo en un area con condiciones controladas o,
cuando las condiciones lo permiten, a la intemperie. A continuacion se discuten ambas
posibilidades.

La fructificacion bajo condiciones controladas

La sala de fructificacion debe ser un area amplia que mantenga condiciones estables de
humedad, ventilacién, temperatura e iluminacién. Para la fructificacion de las especies
de Pleurotus se recomienda mantener estos pardmetros dentro de los rangos que se men-
cionan en el cuadro 2

La fructificacion puede llevarse a cabo en la misma sala utilizada para el crecimiento
vegetativo (incubacion) solo si es posible suministrar las condiciones de humedad, tem-
peratura, luz y ventilacion que requiere el hongo en esta etapa. De manera breve se
revisa a continuacion la importancia de dichos factores, que fueron también vistos en
el capitulo 3.

La temperatura

La temperatura de fructificacion varia con las especies y alun entre cepas; las cepas
tropicales de Pleurotus spp. fructifican bien entre 20-28°C. Generalmente se observa que
la temperatura dptima de fructificacion es ligeramente mas baja que la éptima de creci-
miento micelial. Es de hacer notar que la observancia de una temperatura adecuada
para el desarrollo del hongo incide directamente en el rendimiento obtenido.

La humedad relativa

La humedad relativa es un factor sumamente importante en el desarrollo de un hongo.
La literatura reporta valores entre 60-95% para la mayoria de las especies de Pleurotus
(Chang y Hayes, 1978); sin embargo, para el caso especifico de P ostreatus se ha observa-
do que una humedad de 85-90% es més adecuada. Es siempre recomendable guiarse por
un higrometro o por un higrotermégrafo para saber cuando es necesario humedecer el
ambiente. Una humedad inferior al 80% sera negativa para la formacion de los carpoforos.

El riego

Segun Wuest (1982), el riego es un arte en el cual el cultivador debe saber cuando,
cuanto y de qué manera aplicarlo. Esta actividad es dirigida en cierta forma por el
conocimiento, la experiencia y la sensibilidad del operario y es tan importante y tan
delicada, que segun el mismo autor, el agua y el riego son los factores que definen a
un cultivador excelente de uno promedio. Generalmente es necesario aplicar riegos
en el cuarto de fructificacion en algunas horas del dia para aumentar la humedad y
evitar que el substrato se reseque. Los riegos pueden hacerse, segin la necesidad,
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Cuadro 2. Rango éptimo de los principales factores que afectan
el crecimiento de las especies del género Pleurotus

Parametro Rango

Temperatura 20-26°C

Humedad relativa 85-90%

Humedad del substrato 50-60%

Luz suficiente para leer, al menos
durante una hora diaria

Renovacion de aire 6 veces el volumen de la sala’h

Fuente: Zadrazil, 1978 y 1989; Chang y Miles, 1989.

como pulverizaciones hacia el ambiente o directamente hacia el substrato. En este
ultimo caso el flujo del agua debe ser suave, sin mucha presion y en forma de gotas
muy pequefias para no dafiar los primordios o la superficie del substrato. Se recomien-
da que el chorro de agua se aplique hacia arriba en forma de arco, para que las gotas
se depositen sobre la superficie de manera suave justo en el momento de iniciar el
descenso de dicho arco. La habilidad para tomar la decision de cuando regar se ad-
quiere con experiencia, ya que no hay manera de hacer una recomendacion general.
Se sugiere observar el aspecto de los hongos y del substrato, tocarlos y sentir qué tan
hdmedos estan. Los hongos no deben estar enjutos, resecos o amarillentos; tampoco
excesivamente himedos. Cuando las condiciones de humedad son satisfactorias, el
incipiente pileo de los primordios o botones debera presentar un aspecto suave, terso,
carnoso, limpio y brillante, de lo contrario probablemente se requiera un riego. No se
recomienda regar cuando los cuerpos fructiferos estan ya formados porque se disminu-
ye la calidad. En efecto, cuando se mojan demasiado, los cuerpos fructiferos presen-
tan un aspecto blando, aguado y amarillento generalmente producido por contamina-
ciones bacterianas.

La ventilacion

La renovacién de aire en la sala de fructificacion debe ser constante porque el incre-
mento en la concentracion de CO, afecta sensiblemente el desarrollo de las especies de
Pleurotus. Dependiendo de la cepa, las concentraciones superiores a 700 ppm, pueden
producir desde un ligero alargamiento del estipite, hasta la no formacion del pileo y
niveles superiores a 1,000 ppm pueden inhibir la fructificacion. (Kurtzman y Zadrazil,
1989; Chang y Miles, 1989; Chang y Hayes, 1978). Una ventilacidn insuficiente propicia
la acumulacion de CO, y el exceso de ventilacion puede producir resequedad del subs-
trato. Por lo mismo, es necesario encontrar un equilibrio que permita un desarrollo
adecuado de los cuerpos fructiferos. Para ello se recomienda establecer un sistema de
renovacion de aire que sea barato y econdémico. Se puede disponer de ventiladores,
extractores, ductos, una chimenea o combinaciones de éstos. La figura 9 muestra un
ejemplo sencillo de como mejorar la ventilacion y la humedad en un cuarto de fructifi-
cacion mediante el uso de ductos de plastico y un grupo de humidificadores caseros. En
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Figura 1. Sistema ristico de pasteurizacion con va-
por en Lamphun, Tailandia. EI vapor es producido
con gas propano. Foto: cortesia de Ruth De Ledn.

Figura 3. Sistema de pasteurizacion por vapor en la
planta de San José (Zinacantan, Chis., México). El
vapor es producido con un generador de lefia.

Figura 5. Vista de una sala de incubacién con bolsas
de 20 kg. colgadas.

Figura 2. Caja metélica para la pasteurizacion del
substrato con vapor en Pennsylvania, EUA.

Figura 4. Mesa utilizada para siembra.

Figura 6. Vista de pasteles en incubacion con ana-
quelesy bolsas de 4 kg.
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Figura 7. Vista de una sala de incubacion con bolsas
de 20 Kg en bolsa negra y apilados en el suelo en
grupos de 5, como es comun en Espafia y Francia.

Figura 9. Un sistema de ventilacién y humidificacion
con ducto de plastico y humidificadores caseros.

Figura 11. Produccion de P. ostreatus bajo la sombra
de un cacaotal.
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Figura 8. Picado de bolsas.

Figura 10. Vista de una cueva de produccion de la
region de Cuenca, Espafia.

Figura 12. Aspecto de carporos de P. ostreatus listos
para ser cosechados.
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el mercado existen equipos mas sofisticados, de mayor precio, que permiten controlar
estos dos factores de una manera muy precisa.

La luz

Ya en 1935 Kaufert mencionaba que el suministro de luz era necesario para promover la
fructificacion de Pleurotus spp., sin embargo las primeras recomendaciones sobre la canti-
dad de luz requerida dieron lugar a confusiones porque la fructificacion depende de la
naturaleza de la fuente luminosa. Se ha observado que la iluminacion produce variaciones
en la pigmentacion de los carpéforos. Entre ciertos limites, mientras més luz incida sobre el
pileo, méas obscuro sera éste. Asimismo, la pigmentacién de una misma cepa varia si la luz
que recibe el pileo es natural o artificial. Las especies de Pleurotus requieren luz de longi-
tudes de onda corta (cargado hacia el color azul del espectro) y si ésta se proporciona con
lamparas fluorescentes, se debe aportar una cantidad suficiente para leer material impreso
(aproximadamente 150-200 lux). La luz del dia suele ser suficiente para obtener buenas fruc-
tificaciones y no se ha demostrado que iluminar mas tiempo permita mejor rendimiento.

Fructificacion a la intemperie

En algunas temporadas del afio, cuando las condiciones ambientales lo permiten, es
posible acondicionar un lugar para hacer fructificar los hongos en la intemperie. El
lugar puede acondicionarse dentro de una cueva o en lugares arbolados como un bos-
gue o una huerta. Para ello se requiere que el lugar escogido mantenga lo mas posible,
condiciones estables y dentro de los rangos mencionados en el cuadro 2.

El hacer fructificar los hongos a la intemperie podria resultar una actividad semejante a
la agricultura de temporal que se desarrolla para ciertos granos (como maiz y frijol). El
agricultor espera a que se establezca la lluvia y que la luna dé punto para iniciar el
ciclo. Para el caso de los hongos, este sistema es rentable, siempre y cuando el control de
plagas sea econdémicamente eficaz.

Los pasos iniciales respecto de la preparacion del indculo, preparacion del substrato e
incubacion no varian con respecto al método de cultivo en invernadero, sélo se prescin-
de de la sala de fructificacion ya que los pasteles se ponen a fructificar directamente a
la intemperie, en el lugar escogido y acondicionado de antemano.

Una experiencia muy ilustrativa de esto fue realizada por Sanchez et al. (1997). Estos
autores determinaron que si un productor utilizaba la céscara de cacao (que general-
mente desechaba) para sembrar P ostreatus y hacia fructificar este hongo aprovechando
el microclima de su plantacion, podia obtener utilidades adicionales y superiores a los
generadas por la venta de su grano de cacao, que era el producto principal de su activi-
dad (figura 11). Otro ejemplo digno de mencionar sobre fructificacion a la intemperie
puede ser observado en la figura 10, la cual muestra una cueva poco profunda acondi-
cionada en un terreno semimontafioso por un cultivador en la regién de Cuenca, en
Espafia para producir P ostreatus con resultados excelentes.
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LA cosecHA

En condiciones normales, dos o tres dias después de haber puesto los pasteles bajo las
condiciones ambientales necesarias para inducir la fructificacion, empiezan a aparecer
los primordios. De cuatro a seis dias después, dichos primordios se han desarrollado
normalmente, cubren la totalidad de la superficie del pastel y estdn en madurez comer-
cial, listos para ser cosechados.

Para cosechar se debe observar que los carpéforos alcancen el mayor tamario posible
(figura 12). No se debe permitir que el borde del pileo se ponga totalmente plano o
comience a enrizarse hacia arriba porque se demerita la calidad y se propicia la disemi-
nacion de esporas. La cosecha se hace cortando el estipite con un cuchillo, justo a la
base del tallo, en la unidn con el substrato; aunque en algunos lugares se prefiere tomar
delicadamente los hongos con la mano, sin dafarlos y sin producir hoyos en el substrato.
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Plagas y enfermedades del género Pleurotus spp.

INTRODUCCION

El substrato utilizado para el cultivo de Pleurotus spp. no presenta, de forma natural, una
microflora tan equilibrada como la que aparece en el caso del substrato para el champi-
fion, de manera que Numerosos microorganismos pueden estar listos para establecerse y
competir con Pleurotus spp. por el espacio y los nutrientes. Esta situacion se puede inten-
tar corregir proporcionando al substrato una buena selectividad bioldgica; es decir, una
microflora capaz de proteger al micelio de Pleurotus spp. de otros organismos competido-
res. En este sentido, diversos autores han demostrado que la adicidn al proceso de
fermentacion aerdbia de activadores preseleccionados puede ser interesante para reali-
zar esta funcion. Este es el caso de algunas cepas de Bacillus subtilis y de B. pumilus, que
son capaces de suprimir los hongos competidores sin afectar al micelio de Pleurotus spp.
(Stolzer y Grabbe, 1991), y también de la cepa P9 de B. macerans, que afiadida a los
substratos antes de su fermentacion da como resultado una menor presencia de hongos
contaminantes (por ejemplo Trichoderma spp.) y un incremento en la cosecha de P
ostreatus (Bis'’ko y Bilay, 1995).

Aunque se pueda proporcionar cierta proteccion durante el proceso de elaboracion del
substrato, el cultivo de Pleurotus spp. esta expuesto, como cualquier otro cultivo, a alte-
raciones que pueden ocasionar descensos en el rendimiento o bien depreciar la calidad
comercial del producto. Estas alteraciones pueden ser debidas tanto a factores bioticos
como abidticos, 0 a una combinacién de ambos. Entre las causas bidticas se encuentran
los insectos, los &caros, los hongos, las bacterias y los virus. Entre los factores abidticos se
hallan la temperatura, la luz, la concentracion de anhidrido carbdnico en el aire, la
humedad relativa, y la presencia de productos quimicos tdxicos en el substrato o en la
atmosfera del local de cultivo. Todas estas anomalias pueden presentarse en cualquier
fase del ciclo de cultivo, afectando de manera adversa la cosecha final. Por esto es
aconsejable reconocerlas en un estadio temprano con el fin de limitar la extension de
los dafios.

Los cultivos de setas (Pleurotus spp.) y de champifion (Agaricus bisporus y A. bitorquis),
comparten la mayoria de las plagas y enfermedades; es decir, los dipteros, los &caros, las
bacterias y gran parte de los hongos parésitos y competidores. Esta situacion puede
originar problemas adicionales en algunas regiones en las que las explotaciones de cham-
pifion y de especies de Pleurotus se encuentran entremezcladas. Por ellos, ante un fuerte
ataque de cualquier patégeno en champifidn, los cultivos més préximos de Pleurotus spp.
se pueden ver afectados.

También es necesario tener en cuenta que el uso de productos quimicos durante el
ciclo de cultivo esta limitado por la elevada susceptibilidad de las especies de Pleurotus
cultivadas a los plaguicidas y desinfectantes en general, y por el riesgo de acumulacion
de residuos de estos productos en los cuerpos fructiferos. Por tanto, las medidas que
mejor pueden ayudar a reducir la contaminacion son la limpieza y la desinfeccion de los
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locales de cultivo vacios, la eliminacién cuidadosa de los substratos agotados y de todas
las posibles fuentes de contaminacion (restos de cosecha, etcétera), una adecuada pas-
teurizacién, y el buen manejo del cultivo por parte del personal encargado.

LAs PLAGAS

Dipteros

Esciaridos

Al igual que ocurre en los cultivos de champifidn, se pueden encontrar principalmente
dos especies: Lycoriella auripila y L. mali, que acuden al local de cultivo atraidas por el
olor del substrato.

En lineas generales, los esciaridos adultos son pequefios dipteros con antenas largas. El
macho presenta una genitalia protuberante, y mide alrededor de 2 mm, mientras que la
hembra alcanza 3 mm (Wuest et al., 1982). Los huevos son blancos, ovales. Las larvas son
translicidas, con cabeza negra y brillante, y miden entre 5-8 mm (Hussey y Gurney,
1968). Las pupas son blancas, de 2-2,5 mm de longitud. Su ciclo vital, segun Snetsinger
(1972), es de 28 dias a 18°C, y de 21 dias a 24°C.

Los dafios causados se clasifican en dos grupos. Por un lado, los dafios directos origina-
dos por las larvas, que se alimentan de micelio y destruyen las conexiones con los
primordios, lo que afecta directamente al rendimiento, o también excavan galerias tan-
to en el pie como en el sombrero de los cuerpos fructiferos, depreciando la calidad
comercial del producto. Por otro lado, se encuentran los dafios indirectos ocasionados
por los adultos, entre los que cabe destacar el importante papel que juegan como vecto-
res de hongos (\erticillium spp. y Trichoderma spp.) y de &caros pigmefdridos fundamen-
talmente. No obstante, los dafios pueden resultar modestos si se previene la entrada de
escidridos durante la siembra y el periodo de incubacion. A lo largo del periodo de
cosecha los dafios suelen ser menores, ya que la temperatura de cultivo es sensiblemen-
te més baja, entre 10-16°C, y el ciclo vital de los esciaridos se ralentiza; ademas, tienen
mas dificultad para sobrevivir en un substrato colonizado por el micelio.

Entre las medidas de tipo general que se pueden adoptar en las naves de cultivo de
especies de Pleurotus con el fin de limitar la entrada de esciaridos (dipteros en general),
se encuentran:

= La instalacion de filtros antiesporas en las aberturas utilizadas para la ventilacion del
local, teniendo en cuenta que la colocacion de estos elementos supone una pérdida
de carga para los ventiladores.

= En caso de no colocar los citados filtros, la instalacion de mallas antitrips, que deben
de poseer una superficie filtrante cinco veces superior a la superficie de la abertura
en la que se van a poner.
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e La instalacion de tubos de luz negra tanto en el interior de los locales de cultivo
como en las zonas de paso o cancelas, ya que éstos atraen a los dipteros.

< La aplicacion periddica del insecticida bendiocarb sobre la superficie situada alre-
dedor del tubo de luz negra.

En el caso de que las medidas anteriores no sean suficientes y se recurra al uso de
insecticidas quimicos autorizados, hay que tener en cuenta que el diflubenzurén es
efectivo, ya que actla contra las larvas y reduce la oviposicion y desarrollo de esciaridos.
Sin embargo, la utilizacion de este producto en cultivos de Pleurotus spp. puede ocasio-
nar una reduccion significativa de la produccion (Fleischer et al., 1997).

En cultivos de P eryngii se ha citado otro esciarido (Bradysia paupera), cuyas larvas se
instalan en el compost, se nutren del micelio provocando su desaparicion, y contribuyen
a la difusion de Trichoderma spp. (Ferri, 1985).

Faridos

Se trata fundamentalmente del género Megaselia (M. halterata, M. nigra). Los adultos
tienen un tamafio de 2 a 3 mm, son de color negro y jorobados, con antenas muy peque-
flas. Los féridos acuden a los locales de cultivo atraidos por el olor del micelio en
crecimiento activo, entran a través de las aberturas practicadas en las bolsas de
polietileno, y ponen 20-30 huevos cerca de las aberturas. Los huevos son lisos y alarga-
dos, de color blanco sucio. Las larvas que emergen son de color blanco cremoso con
cabeza puntiaguda, y miden alrededor de 4 mm. Se alimentan de micelio, dando lugar
a una zona podrida de aspecto himedo alrededor de las aberturas. Las pupas miden
entre 2 y 3 mm de longitud. Inicialmente son de color blanco cremoso que vira a color
pardo. Se caracterizan por la presencia de unos cuernos respiratorios tipicos. Las mos-
cas adulto eclosionan en 3-4 dias y escapan a través de las aberturas. Los adultos pue-
den vivir durante ocho dias, aunque la duracion de su generacion varia considerable-
mente con la temperatura (Krishnamoorthy et al., 1991; Wetzel et al., 1982).

Al igual que los esciaridos, causan dafios directos e indirectos. Entre los primeros estan
los originados por las larvas, que se alimentan de micelio. Entre los dafios indirectos
destaca el papel que juegan como vector de otras plagas y enfermedades. Cuando la
infestacion se produce en los primeros estadios de la incubacién, el substrato puede
terminar completamente podrido. Se recomienda seguir las mismas medidas de tipo
preventivo expuestas en el apartado anterior referido a los esciéridos.

En la India, Krishnamoorthy et al. (1991) hacen referencia a un férido del género Mega-
selia spp. cuyas larvas se alimentan del micelio de P citrinopileatus y P pulmonarius, cau-
sando graves dafios durante la fase de incubacion. Johal y Disney (1994) describen una
nueva especie de forido, M. pleurota sobre P pulmonarius; y Mohan et al. (1995), hacen lo
propio con M. tamilnaduensis, cuyas larvas utilizan el micelio de P citrinopileatus como
alimento, ocasionando ligeras reducciones en la cosecha de basidiocarpos.
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Cecidomidos

Dentro de esta familia de dipteros destacan los géneros Heteropeza spp. y Mycophila spp.,
que suelen ocasionar graves infestaciones durante el periodo de incubacion de Pleurotus
spp. (Ferri, 1985).

Los cecidémidos tienen dos modos de reproduccion: uno de tipo sexual, en el que tras
aparearse, la hembra pone huevos que eclosionan en larvas, éstas se desarrollan y mu-
dan varias veces terminando en pupas, y posteriormente en adultos. El otro tipo de
reproduccion utiliza s6lo formas inmaduras, y se denomina pedogénesis. En este caso,
una larva madre produce larvas jovenes en su interior, que aumentan en tamafo, y sin
fertilizacion, terminan produciendo mas larvas, lo que ocasiona un rapido incremento
de formas larvarias que invaden el substrato en breve tiempo. Este modo de reproduc-
cion da lugar a una multiplicacién de las poblaciones larvarias que puede ser muy es-
pectacular. Ocasionalmente, pueden aparecer adultos. La pedogénesis esta fuertemen-
te influenciada por ciertos factores del medio, entre los que destaca la temperatura, la
cual influye sobre el numero de larvas hijas formadas y sobre la duracién de una gene-
racion. La temperatura dptima para la especie M. speyeri se sitla proxima a los 23°C,
mientras que para H. pygmaea la gama de temperaturas es mas favorable hacia los 29.5°C
(\Vedie, 1993).

El género Heteropeza (H. pygmaea) se caracteriza por la presencia de larvas blancas y
hembras adultas de alrededor de 1.5 mm de longitud, mientras que el género Mycophila
(M. speyeri) tiene larvas de color naranja intenso y hembras adultas de igual tamafio
(Wetzel et al., 1982). En ambos casos, las larvas miden entre 2 y 3 mm, y se alimentan
a expensas del micelio, al que destruyen rapidamente tanto por la accion tréfica como
por la accion toxica debido a los productos del metabolismo. En el curso de la incuba-
cion, las larvas de Mycophila spp. viven en el interior del saco y cuando hay un nime-
ro elevado y los nutrientes comienzan a escasear se reunen en torno de las aberturas
de aireacion formando masas moviles de color anaranjado. La infestacion puede afec-
tar incluso al cultivo en produccion. En este caso, los basidiocarpos se desarrollan a
duras penas, mientras que las larvas se reagrupan en la base del hongo donde se
reproducen en gran numero, causando un descenso en la calidad y en el peso del
carpéforo.

Las causas que predisponen esta infestacion hay que buscarlas en una pasteurizacion
incorrecta del substrato, o en la falta de observancia de medidas estrictas de higiene,
como pueden ser la rapida eliminacion de todas las posibles fuentes de difusion y conser-
vacion (hongos y residuos de compost infestado) que pueden encontrarse en el area de
la explotacién. Para la lucha quimica se sugiere tratar el substrato en la planta de
elaboracion con diazinn (Ferri, 1985).

Cuando se cultiva P eryngii, estos parasitos son particularmente dafiinos porque su pre-
sencia es precoz y causa la total desaparicion de la produccion.
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Colémbolos

Se trata de insectos sin alas, de 1-1.5 mm de largo, de color gris oscuro, que se mueven
mediante saltos gracias a que poseen un Organo especial situado en la parte inferior termi-
nal del abdomen. Generalmente pertenecen al género Hypogastrura spp. (Ferri, 1985).

Viven en el substrato y se nutren del tejido flngico, al tiempo que excavan pequefas
galerias irregulares. También se encuentran con mucha frecuencia entre las laminas de
los cuerpos fructiferos, provocando erosiones y perforaciones que dan un aspecto
membranoso. Son favorecidos por un exceso de humedad del substrato y del aire, y son
muy sensibles a temperaturas relativamente altas.

Sandhu y Arora (1994) se refieren a Lepidocyrtus cyaneus, como causante de serios dafios
en cultivos de Pleurotus spp. en India. Otro colémbolo, Seira iricolor, también causa da-
fios a espordforos, sobre todo en la base del estipite, llegando a detener el crecimiento
de primordios jévenes y proporcionando un aspecto seco con pequefios hoyos.

Los colémbolos entran en los cultivos generalmente con la materia organica. Las medi-
das que ayudan a minimizar su dafio son: limpieza de la explotacion, buena pasteuriza-
cion del compost y el rociado de las areas contaminadas, paredes, suelos y alrededores
con piretrinas o malathion 0.05%.

Acaros

A tenor de la literatura consultada, los 4caros no constituyen una plaga de importancia
en el cultivo de las especies de Pleurotus. No obstante, hemos detectado recientemente
la presencia del pigmefdérido Bakerdania mesembrinae (=Pygmephorus mesembrinae) en
las aberturas practicadas en bolsas de substrato destinadas al cultivo de P ostreatus.
Aunque los dafios observados no eran de consideracion en el conjunto de la bolsa, se
constatd que en las aberturas en las que estaban presentes estos &caros no aparecian
indicios de fructificacion de Pleurotus spp.

La importancia de B. mesembrinae viene dada por su papel como indicador de un
proceso inadecuado de compostaje y por estar asociado a la presencia de Trichoderma
spp. en el substrato. Esta estrecha relacién entre el hongo y el acaro se pone de mani-
fiesto en que Trichoderma spp. es el alimento preferido de este &caro (Fletcher et al.,
1989), y en que B. mesembrinae posee unas estructuras portadoras de esporas
(esporoteca) que facilitan el transporte y diseminacion de Trichoderma spp. (Terras y
Hales, 1995). Se puede encontrar una amplia descripcion de los principales caracte-
res identificativos de B. mesembrinae en Ferragut et al. (1997). Este &caro también se
ha encontrado asociado a cultivos de P eryngii (De Lillo, 1997).
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LAS ENFERMEDADES

Hongos

Tela de arafia

Causada por Cladobotryum dendroides, forma conidial de Hypomyces rosellus, provoca en
Pleurotus spp. una enfermedad analoga a la que ocasiona en el champifion. Presenta
micelio de color blanco y aspecto algodonoso que crece rapidamente sobre medio PDA
y agar de malta, virando posteriormente a crema amarillenta y finalmente a color rosa o
rojo carmin. Suele formar micelio aéreo con aglomeraciones miceliares. Conididforos
erectos, septados, con verticilos de 3-4 fidlides. Conidios cilindricos de 20-32>7-13 mm,
debilmente coloreados, con 1-3 septos. La descripcion de los microesclerocios que forma
H. rosellus aparece recogida en los trabajos de Gams y Hoozemans (1970) y Lane et al.
(1991).

Inicialmente se manifiesta como un conjunto de filamentos blancos cortos, de aspecto
floconoso y crecimiento rapido. Pasados uno o dos dias, llega a formar masas algodonosas
que recubren tanto el substrato como los cuerpos fructiferos de Pleurotus spp., en cual-
quier estadio de desarrollo, con lo que provoca asi la marcescencia. Puede ser frecuente
en la base de grupos numerosos de basidiocarpos donde provoca primero la pudricion
del punto de unién al compost, y méas tarde, la del resto del cuerpo fructifero. También
se puede manifestar en el curso de la conservacion y la comercializacion, ya que peque-
flos puntos de infeccion pueden extenderse rapidamente en la superficie, recubriéndola
de micelio, y haciendo que el producto no sea comercialmente valido.

La aparicion de esta enfermedad es sintoma de medidas profilacticas insuficientes en la
explotacion. Los factores que predisponen su desarrollo son una elevada humedad rela-
tiva y una temperatura alta en la nave de cultivo, que eventualmente pueden estar
asociadas a una insuficiente ventilacion y a la presencia de superficies mojadas en los
basidiocarpos. Su dispersion se produce principalmente por salpicaduras de agua, por
corrientes de aire y por los recolectores.

Es necesario actuar rapidamente, ya que la abundante produccion de esporas facilita la
diseminacion por el aire. Las primeras medidas a tomar para combatir la telarafia son la
reduccion de la temperatura y de la humedad del aire, junto con la eliminacion de las
partes anomalas detectadas. Esta enfermedad se puede controlar bien con fungicidas
del grupo de los benzimidazoles, que conviene usar en tratamientos localizados cuando
el brote es limitado.

También ocasiona pérdidas en cultivos de P eryngii. En este caso, es generalmente trans-
portada por la tierra de cobertura, en donde vive de forma saprofita sobre residuos
vegetales muertos (Ferri, 1985). Otras especies de Cladobotryum encontradas en culti-
vos de Pleurotus spp. son: C. mycophilum (Eicker, 1995), y C. asterophorum y C. varium
(Poppe et al., 1985).
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Mole seca

\erticillium fungicola es el agente causal de la enfermedad conocida como la mole seca
en el champifién, también origina una enfermedad similar en Pleurotus spp. (Marlowe y
Romaine, 1982). Se describen dos sindromes distintos segun el estado de desarrollo de
los cuerpos fructiferos en el momento de la infeccion. Si ésta tiene lugar en el estado de
primordio o botdn, se desarrollan las tipicas moles secas, es decir, masas amorfas de
tejido del basidiocarpo. En estados mas avanzados, se puede observar una trama gris de
micelio y conidios cubriendo la superficie de los basidiomas infectados. En cambio, si la
infeccion es posterior, los basidiocarpos muestran agrietamientos, hendiduras, curvatu-
ras de los tejidos y areas deprimidas, necréticas, de color pardo.

Este micoparasito forma colonias sobre medio agar-malta de color blanco a crema pali-
do, con forma redondeada y aspecto algodonoso o pulverulento. Presenta conidioforos
erectos, con 1-10 verticilos sobre el eje principal, con 2-9 fialides por verticilo, y una
media de cinco. El tamafio medio de las fialides es de 26><2 mm. Conidios hialinos, de
cilindricos a elipsoidales, con un tamafio medio de 7.5>%2.5 mm. La temperatura 6ptima
de crecimiento se sitda en 20°C, mientras que no crece a 27°C (Gea et al., 1997).

En opinién de Marlowe y Romaine (1982), V. fungicola puede afectar tanto a cultivos de
Pleurotus spp. como de champifién, independientemente de la procedencia del patdge-
no, y reproduciendo en ambos hongos cultivados los sintomas tipicos de la enfermedad.

Las esporas pueden ser diseminadas por el personal de la explotacion, dipteros, y agua.
Por tanto, es necesario eliminar los cuerpos fructiferos enfermos antes de proceder al
riego o0 a la recoleccién y realizar un buen control de insectos.

El uso de fungicidas s6lo puede ser recomendable para tratamientos muy localizados,
realizados sobre substrato del cual no se vaya a proceder a la comercializacion de la
produccion de Pleurotus spp. En este sentido, hay que tener en cuenta que V. fungicola es
resistente al benomilo, carbendazima, clorotalonil e iprodiona, mientras que resulta
moderadamente sensible al procloraz-carbendazima, y més sensible al procloraz-Mn (Gea
et al., 1996).

Hongos verdes

Esta denominacién engloba a numerosos hongos pertenecientes a los géneros Trichoderma
spp., Gliocladium spp. y Penicillium spp. fundamentalmente, que se caracterizan por tener
en comun la coloracion verdosa de las fructificaciones conidicas, y por desarrollarse
preferentemente en el substrato durante el curso de la incubacion.

Trichoderma spp. A diferencia de la mayoria de hongos competidores, las especies de
Trichoderma no dependen exclusivamente de los nutrientes solubles facilmente disponi-
bles, ya que también son capaces de descomponer la celulosa del substrato (Stolzer y
Grabbe, 1991). Esta caracteristica, junto con su capacidad para funcionar eficazmente
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como saprofitos o parasitos y su elevada tasa de crecimiento, les convierte en los hongos
maés dafiinos del cultivo de Pleurotus spp.

Las especies del género Trichoderma son formas conidiales del género Hypocrea spp.
Entre las especies citadas en substrato de Pleurotus spp. se encuentran: T. viride, T.
harzianum, T. hamatum, T. pseudokoningii, etc. Recientemente, Royse et al. (1998) han
encontrado la subespecie Th4 de T. harzianum originando pérdidas superiores al 77%
durante la produccion de dos floradas de P ostreatus. Esta subespecie es la causante de
la epidemia de Trichoderma spp. aparecida en los cultivos de champifibn de Norteame-
rica. De todas ellas, Seaby (1996) proporciona una serie de caracteristicas identificativas.

Trichoderma spp. invade rapidamente el substrato y obstaculiza el crecimiento del mice-
lio de Pleurotus spp. mediante la produccion de toxinas y antibioticos, al tiempo que
ocasiona un descenso del nivel de pH hasta valores de 4-5, que son mas favorables para
su desarrollo. Inicialmente se puede observar en el substrato un moho de color blanco
que vira a verde, adquiriendo posteriormente color gris verde-azulado debido a la abun-
dante produccién de conidios.

Los propagulos (conidios, clamidosporas o fragmentos de micelio) pueden ser esparcidos
por corrientes de aire, aerosoles, insectos, acaros, herramientas, ropas, etcétera. La in-
feccion del substrato tiene lugar generalmente en el curso de las operaciones de siem-
bra y ensacado, sobre todo cuando no se observan escrupulosas normas de higiene. Los
dafios son proporcionales al niumero de sacos afectados y a la precocidad de la infeccion.
Si la infeccién es temprana, el patdgeno se multiplica rapidamente y coloniza una mayor
cantidad de substrato, lo que conlleva una severa reduccion de la cosecha. Por el con-
trario, con infecciones més tardias y ante un micelio de Pleurotus spp. vigoroso, el hongo
verde no se manifiesta ni en la incubacion ni durante la primera florada, aunque puede
aparecer a continuacion del primer flujo, cuando el micelio ha perdido vigor. Hay que
tener en cuenta que los procesos de infeccion se pueden ver afectados por la tempera-
tura interna del substrato, ya que se observa una correlacion directa entre el desarrollo
temprano de Trichoderma spp. y una temperatura excesiva durante la incubaciéon que
debilita al micelio de Pleurotus spp. (Poppe et al., 1985; Olivier et al., 1992; Eicker, 1995).
El uso de aditivos en la siembra también puede acentuar el problema ya que suponen un
aporte de hidratos de carbono facilmente disponibles (azlcares solubles) y nitrégeno.

La preocupacion por evitar la aparicion de Trichoderma spp. también se refleja en los
métodos empleados en la elaboracion de los substratos de Pleurotus spp., de forma que se
puede optar entre métodos con fundamentos distintos. Uno de ellos consiste en propor-
cionar una buena selectividad bioldgica, bien favoreciendo el desarrollo de bacterias
termdfilas, o bien mediante la adicion al proceso de fermentacion aerobia de activadores
preseleccionados, como pueden ser: B. subtilis, B. pumilus y B. macerans (Stolzer y Grabbe,
1991; Bis'ko y Bilay, 1995). En otras ocasiones, se intenta proveer selectividad contra las
especies de Trichoderma mediante el ajuste del pH del substrato a valores de 7.5 0
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superiores, utilizando para ello caliza o procesos de fermentacion cortos (Stélzer y Grabbe,
1991). Por ultimo, otro método empleado se basa en la utilizacién de fungicidas para
proteger el substrato de hongos competidores. En este sentido, tanto Lelley y Niehrenheim
(1991) como Olivier et al. (1991) opinan gue los tratamientos fungicidas preventivos en
el substrato, antes de su pasteurizacion, suprimen dichos hongos e influyen positivamen-
te en el crecimiento micelial de Pleurotus spp., incrementando la cosecha sin ocasionar
deformaciones en los cuerpos fructiferos. Royse y Schisler (1987) también observaron un
incremento en la cosecha tras la aplicacién de benomilo en el substrato remojado con
agua y con suplementacion. Normalmente, el benomilo es el fungicida més utilizado, el
cual se mezcla con el substrato o con el agua usada para humectar en una concentra-
cion que oscila entre 75y 150 ppm. En substratos tratados con méas de 150 ppm se han
encontrado anormalidades en los cuerpos fructiferos formados (Rajarathnam y Bano,
1988). En definitiva, ninguno de estos métodos resuelve enteramente el problema, aun-
que si ofrecen cierta proteccion.

Entre las muchas recomendaciones higiénicas y de control realizadas por diversos auto-
res, cabe destacar:

= Usar filtros de esporas en la sala de inoculacion.

= Evitar que penetre aire impulsado procedente de salas de cosecha a la sala de incu-
bacion.

= Limpiar y desinfectar con formol al 2% las superficies contaminadas.

= Eliminar rapidamente del &rea de la explotacion todo substrato infectado, ya que la
abundante produccion de esporas puede contaminar otros substratos hasta entonces
sanos.

Gliocladium spp. Se trata de otro hongo que colorea de verde las zonas de substrato
afectadas, que esporula abundantemente y que puede llegar a detener el crecimiento
de las especies de Pleurotus. En algunas ocasiones se puede detectar en substrato recién
elaborado.

Fundamentalmente hay que hacer referencia a las infecciones de Gliocladium deliquescens
sobre P pulmonarius, el cual deja el substrato flojo, suelto y desecho, hace desaparecer al
micelio de este ultimo, y produce decoloracion y putrefaccion en el basidiocarpo. Tam-
bién causa podredumbre parda en P, ostreatus y P. eryngii (Jandaik y Guleria, 1988; Quimio
et al., 1990). G. virens es otra especie que ocasiona sintomas idénticos a los descritos, y
que también puede estar presente en el substrato durante la incubacion. Se ha encon-
trado sobre P pulmonarius, P, cystidiosus, P eryngii, y P. sapidus (Quimio et al., 1990).

Penicillium. Es un competidor por los nutrientes que puede infectar el substrato durante
la siembra. Su manifestacion se ve favorecida por la aplicacion de tratamientos térmicos
insuficientes y por la falta de medidas higiénicas en las areas de siembra y ensacado. Se
ha detectado en substrato recién elaborado y a lo largo de las fases de incubacion y
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fructificacidn. Suele aparecer en las aberturas de paquetes en los que se produce una
condensacion de la humedad, impidiendo asi la fructificacién normal de los basidiocar-
pos. También se manifiesta sobre los restos de carpéforos que permanecen en los sacos
tras la recoleccion.

Jandaik et al. (1978) informaron de la infeccion de P cyclopium sobre cuerpos fructiferos
de P pulmonarius, ocasionando alrededor del 50-75% de pérdidas. El patégeno aparecia
sobre los basidiocarpos poco después de que estos emergieran del substrato. Los esporéforos
guedaban cubiertos parcial o totalmente con esporas verde oscuras. Esta infeccién es
favorecida por temperaturas de 24-26°C. Rajarathnam y Bano (1988) hacen referencia
a P digitatum como un hongo que crece directamente sobre la semilla y que ataca el
substrato durante la incubacion.

Otros hongos competidores

Se trata de competidores secundarios que, en algunos casos, desempefian un papel mas
importante como indicadores de la calidad del substrato que como verdaderos antago-
nistas. Entre éstos se encuentra Doratomyces spp., el cual se ve favorecido por la presen-
cia de carbohidratos y cuya aparicion estad asociada a problemas de sobrecalentamiento
de los substratos durante la incubacién. El caso de Mucor spp. es parecido, ya que
prevalece durante los meses de verano, cuando los rangos de temperaturas oscilan entre
25y 35°C. Se manifiesta en el substrato entre el segundo y cuarto dia de la incubacién,
y produce abundantes esporangios negros. Puede ocasionar retrasos de tres a cuatro dias
en la fructificacion.

También se pueden encontrar algunas especies de Coprinus (C. cinereus, C. radiatus) en
substratos suplementados con compuestos organicos ricos en nitrégeno, o en aquellos en
gue la permanencia de residuos amoniacales sea evidente.

Sclerotium rolfsii es un activo competidor en cultivos de Pleurotus spp. sobre paja de arroz
que puede reducir considerablemente la cosecha. Se manifiesta a los 5-8 dias de la
siembra como una masa micelial blanca de aspecto lanudo. Produce esclerocios blancos
que se vuelven pardo oscuros a los 3-4 dias (Bano et al. 1981). Suele ser transportado
por la paja de arroz utilizada en la elaboracion del substrato.

Otros hongos encontrados en substrato de Pleurotus spp. son: Badhamia affinis, Ceratiomyxa
fruticolosa, Chaetomium globosum, Lilliputia rufula, Orbicula parietina, Fimetariella
rabenhorstii, lodophanus carneus, Peziza vesiculosa, Physarum, Oedocephalum, Stemonitis
axifera, Stilbum, entre otros.

Bacterias

Mancha amarilla

Pseudomonas agarici es un patégeno que origina la enfermedad conocida como Drippy-
gill en A. bisporus, y la denominada Yellow blotch en Pleurotus spp. (Fermor, 1987). Esta
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Gltima enfermedad se caracteriza por la produccién de manchas de distintos tamafios
de color amarillo, beige 0 naranja, ocasionando a veces depresiones sobre la superficie
de los primordios, que terminan poco desarrollados, de color amarillo a naranja y defor-
mes. Cuando la humedad relativa es elevada, se pueden observar gotas de fluido ama-
rillo claro que dan apariencia viscosa a los basidiocarpos. Cuando son infectados en fase
de primordio dan lugar a basidiocarpos con estipites que tienden a curvarse cerca de la
base, presentando una longitud desigual. EI didmetro del pie es a veces reducido, pro-
duciendo una apariencia larga y delgada. En casos severos, los basidiomas ademas de
deformes y de color amarillo brillante a naranja, son mas fragiles de lo habitual, se
pudren y huelen mal. Los cuerpos fructiferos que se desarrollan en floradas posteriores a
la aparicion de basidiocarpos sintométicos, pueden ser asintomaticos, o bien, pueden ser
tanto o méas sintomaticos que sus predecesores (Bessette et al., 1985).

Las colonias de Ps. agarici son de color beige, semiopacas, de 2 a 5 mm de diametro,
circulares, pulvinoladas y enteras. Otros caracteres identificativos del agente causal se
pueden encontrar en Bessette et al. (1985).

Se aprecia una relacion clara entre la humedad relativa y la formacién y severidad de
los sintomas, de forma que si la humedad se incrementa por encima del 95%, la tasa de
formacién de sintomas también se incrementa significativamente (Bessette et al., 1985).
En este sentido, Sharma y Jandaik (1995) afirman que en cultivos de P pulmonarius una
combinacion de 24-28°C junto con mas del 90% de humedad relativa resulta altamente
beneficiosa para el desarrollo de la enfermedad.

No existe un medio de lucha quimica que garantice el control de la enfermedad, por
tanto, es indispensable frenar toda condensacion en la superficie de los basidiocarpos,
asegurar la elaboracion de un substrato bien fermentado y que los locales de cultivo man-
tengan temperaturas adecuadas estables, sobre todo durante el periodo de incubacion.

Mancha parda

Pseudomonas tolaasii causa la enfermedad de la mancha bacteriana (Brown blotch disease)
tanto en A. bisporus como en Pleurotus spp. (Fermor, 1987). Se caracteriza por ocasionar el
pardeamiento de los primordios y manchas en los sombreros que pueden llegar a ser lesio-
nes de color pardo, y a veces pardeamiento del micelio. Puede causar pérdidas significati-
vas durante la primera florada, aunque a veces sélo aparece en la segunda. También se
puede observar que en el mismo local de cultivo, bajo las mismas condiciones, se pueden
encontrar bolsas totalmente afectadas y otras sanas, a veces proximas unas a otras.

Se puede esperar la aparicion de estas bacterias debido a un inadecuado procedimiento
de peak-heating durante la elaboracion del substrato, o a diferentes factores ambientales
que prevalecen durante el periodo de cultivo (Gyorfi, 1989). La humedad elevada, las
temperaturas templadas y los vectores como las moscas son condiciones favorables para
el desarrollo de la enfermedad.
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La forma patdgena de Ps. tolaasii se puede identificar in vitro gracias a la interaccién
especifica que aparece entre Ps. tolaasii y Ps. reactans. Cuando estas dos bacterias crecen
una junto a otra sobre medio King B o0 Pseudomonas Agar F, se puede ver un precipitado
blanco. Esto se denomina the white line test (Wong y Preece, 1979). La reaccion de la
linea blanca es el resultado de una interaccion especifica entre un componente difusible
producido por Ps. reactans (llamado WLIP) y la tolaasina, que es la toxina producida por
Ps. tolaasii, responsable del dafio causado por el patdégeno en el champifién (Soler-Rivas
et al., 1999).

Otras bacteriosis

Lelley y Niehrenheim (1991) y Gill (1995) citan a Ps. fluorescens como pat6geno causan-
te de las manchas bacterianas de Pleurotus spp., originando distorsiones en cuerpos fruc-
tiferos. Poppe et al. (1985) también nombran a Ps. fluorescens como agente causal de
basidiocarpos con forma de pufio durante la fructificacion, en substratos demasiado
hdmedos. Por otra parte, Mallesha y Shetty (1991) hacen referencia a Ps. stutzeri como
causante de la enfermedad Brown Spot, la cual reduce dréasticamente la cosecha.

Virus

La lista de especies de Pleurotus en las que se han detectado virus incluye: P. abalonus, P.
colombinus, P ostreatus, P. pulmonarius, y P. sapidus. Se han observado tanto particulas
virales esféricas de 20-32 nm de diametro, como particulas baciliformes alargadas que
miden hasta 600 nm de longitud (Rinker et al., 1993). La observacion de diversos tipos
de particulas puede suponer la presencia de un complejo viral parecido al que se conoce
en el caso de A. bisporus (Molin y Lapierre, 1989).

El efecto que tiene la virosis sobre la produccion de Pleurotus spp. ha sido estudiado
por Rinker et al. (1992), mediante la realizacion de ensayos con micelio sano y con
micelio infectado de virus. La enfermedad se puede reconocer durante la preparacion
del micelio por sus efectos sobre la tasa de crecimiento y la morfologia, ya que el
micelio infectado tiene un crecimiento més lento, aspecto algodonoso y color de blan-
co-amarillento a grisdceo; mientras que el sano crece mas rapido, estd mas unido a la
superficie del medio de cultivo y el color es blanco.

Durante la fase de incubacion el crecimiento micelial también es més lento en substratos
infectados con virus que en los no infectados. En el &mbito de primordios, el substrato in-
fectado produce masas esféricas de tejido blando de hasta 5 cm de diametro que se colapsan
facilmente, sobre todo cuando la humedad relativa es elevada. En substratos cuya super-
ficie estd més seca, los basidiocarpos se desarrollan normalmente, y no se observan masas
de tejido parecidas a coliflores. Poppe et al. (1987) relacionan la aparicion de coliflores de
pequefio tamafio y de sombreros con méargenes dentados, con la presencia de particulas
virales esféricas. Los sintomas de coliflores se incrementan por condiciones desfavorables
para el cultivo, tales como una intensidad de luz demasiado baja, escaso suministro de
aire, sobrecalentamiento del substrato, o presencia de moscas y hongos (Rinker et al., 1992).
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Los cuerpos fructiferos procedentes de micelio infectado de virus no muestran altera-
ciones en su morfologia y color, aunque el peso y el tamafio son menores que en los
basidiocarpos crecidos a partir de micelio no infectado. Por tanto, se observa un descen-
so en la cosecha y un retraso en la recoleccion. Rinker et al. (1992, 1993) mencionan
que en los cuerpos fructiferos sanos no encontraron dsRNA viral, mientras que si lo
aislaron en los presuntamente infectados de virus.

El principal medio de transmision de virus en los hongos es a través de esporas o micelio
infectado. Estos pueden infectar micelio sano a través de anastomosis de micelio no infec-
tado y de hifas infectadas, ya que las particulas virales parecen ser capaces de pasar a
través del septo doliporo, lo que pone en evidencia la translocacion de virus en basidio-
micetos (Pingyan et al., 1990).

El control de la virosis se basa fundamentalmente en unas buenas practicas higiénicas,
entre las que cabe destacar: la reduccion de la carga de esporas mediante la filtracion
del aire, una adecuada manipulacion de la humedad relativa, la seleccion de varieda-
des comerciales, la recoleccién de carpdforos inmaduros, un buen control de insectos y
la acumulacién de los materiales de cultivo agotados en lugar alejado de las explotacio-
nes. Es muy aconsejable humedecer el substrato que se va a eliminar bien con agua o
bien con una ligera solucién de hipoclorito de sodio o formol, en orden a prevenir la
dispersion de partes de micelio seco o de esporas (Poppe et al., 1987). La rotacién de
variedades comerciales y de especies de Pleurotus es recomendable para cortar la ruta
de transmision de la enfermedad (Rinker et al., 1992).

ANOMALIAS NO PARASITARIAS

Falta de luz

Las especies de Pleurotus tienen fototropismo positivo, ya que la luz (intensidad lumi-
nosa, fotoperiodo y tipo de radiacion) es uno de los factores necesarios para el desa-
rrollo de los primordios. En condiciones de total oscuridad se diferencian escasos
basidiocarpos que suelen ser deformes, arracimados, de forma coraloide, color blanco
y sabor amargo, en los que no se distingue el pie y el sombrero. En condiciones de
escasez de luz se asiste a la produccion de cuerpos fructiferos con forma de corneta,
sombrero muy reducido, y pie alargado y débil. Este efecto es mas marcado cuanto
menor es la intensidad luminosa, de forma que los carp6foros pélidos no pigmentados
aparecen cuando la intensidad luminosa se sita por debajo de 300 Lux (Poppe et al.,
1985).

Un exceso de luz también es perjudicial ya que puede retardar la formacion de
primordios. Segun la variedad de Pleurotus, cuando la intensidad de luz es superior a
2000 Lux, se puede inhibir la iniciacién del fruto (Poppe et al., 1985). Las radiaciones
rojas son desfavorables para el desarrollo de los cuerpos fructiferos.
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Exceso de CO,

El aumento del contenido de CO, del aire hasta valores de 0.08% provoca una
ralentizacion en el crecimiento de los cuerpos fructiferos, mientras que si el contenido
de CO, asciende a 0.15-0.3% se puede producir una rapida mortandad de toda la pro-
duccion (Ferri, 1985).

La falta de luz junto con una aireacién insuficiente provoca la aparicién de masas de
tejido sin diferenciar con forma de coliflor, de las que raramente se desarrollan cuerpos
fructiferos normales. Este sintoma, como ya se ha visto anteriormente, también puede
estar ligado a la presencia de virus (Zadrazil, 1978).

Efectos de gases y plaguicidas

Algunas anomalias observadas como son los margenes ondulados y la torsion del som-
brero pueden estar causadas por el efecto fungitoxico de plaguicidas, ya que el tejido
del basidiocarpo actla como una esponja, absorbiendo muchos productos volatiles.
Ademas de afectar la morfologia de los cuerpos fructiferos, inciden en modo mas o
menos grave sobre la productividad.

También puede haber dafios por gas de combustién, en los que se observa una hipertro-
fia del tejido del sombrero todavia no diferenciado, dando lugar a laminas y crestas mas
0 menos irregulares.

Otras alteraciones no parasitarias
Poppe et al. (1985) sefialan otras perturbaciones no infecciosas observadas en el substra-
to, entre las que se encuentran:

= El estrés térmico: un incremento demasiado elevado de temperatura puede conducir
a un proceso en el que muera el micelio de Pleurotus spp., sobre todo entre 33-40°C,
segun la variedad cultivada. Temperaturas de 22 a 28°C, segun de la variedad, pue-
den causar serios retrasos de fructificacion e incluso la inhibicion completa de la
misma.

= El pH: el micelio de Pleurotus mostrard un bajo crecimiento y una incubacién defec-
tuosa si el pH es superior a 7.0 o inferior a 5.0.

= El contenido en agua: el substrato puede ser dificilmente degradado si el contenido
en agua es inferior al 55%. Por encima del 70% la flora bacteriana es mas activa,
colonizando la pelicula de agua de alrededor de cada paja, y dejando minimas espe-
ranzas al micelio de Pleurotus spp.

MEDIDAS GENERALES DE HIGIENE

En este apartado se sugieren diversas recomendaciones higiénicas de caracter preventi-
vo, aplicables en el &mbito de la nave de cultivo, que se pueden tener en cuenta con el

220



Plagas y enfermedades del género Pleurotus spp.

fin de minimizar la aparicion y dispersién de las plagas y enfermedades citadas. Aunque
algunas de estas medidas ya se han comentado anteriormente, no dudamos en repetir-
las, debido al efecto beneficioso que se desprende de su aplicacion.

= Antes de iniciar el ciclo de cultivo, se recomienda limpiar y desinfectar concienzu-
damente las naves de cultivo.

= Usar filtros de esporas.

< Prevenir la entrada de insectos, cerrando puertas y ventanas, y colocando mallas
antitrips.

< Iniciar la cosecha en las naves de cultivo no infectadas o méas jévenes y terminar en
las més viejas.

< Eliminar los primordios no desarrollados del substrato.

< No tocar cuerpos fructiferos enfermos durante la recoleccion.

= Desinfectar los utensilios de recoleccion antes de volver usarlos. Se pueden utilizar
soluciones de formol al 2% o hipoclorito de sodio al 1%.

= Usar iluminacion adecuada en las salas de fructificacion.

< Al terminar la cosecha llevar el substrato agotado a vertederos autorizados, o bien
tratarlo con vapor a 70°C durante 6-12 horas.
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Los criterios para el disefio y la distribucion de una planta productora de Pleurotus spp.

ANTECEDENTES

El interés en detenerse a analizar el disefio de una planta productora de Pleurotus spp. 0
el redisefio de una unidad que ya esta funcionando, es la optimizacion de la productivi-
dad y el rendimiento a través del uso inteligente de los recursos disponibles. Esta situa-
cion exige una reflexion metddica que permita definir la mejor fluidez de materiales en
el proceso para que las demoras sean minimas y se aproveche toda la capacidad, el
espacio, la mano de obra y el equipo con que se cuenta o se piensa contar. Una buena
distribucion contribuye no sélo a mejorar el rendimiento y la calidad, sino también a
mantener la higiene adecuada, que como se ha visto a lo largo de este libro, es una
necesidad vital en el cultivo de los hongos.

El proceso de cultivo de los hongos comestibles abarca tres etapas bien definidas que son
la produccion de la semilla, la preparacion del substrato y el cultivo propiamente del
hongo. Segun los alcances de la empresa que se desee establecer, una sola empresa puede
desarrollar una, dos o las tres actividades mencionadas. Esta decision compete a la(s)
persona(s) que desea(n) iniciar el negocio; aunque debido a la especializacion del traba-
jo, la Ultima alternativa se observa cada vez menos. Por ejemplo, en Europa no se encuen-
tra en todo el continente una sola empresa que desarrolle las tres actividades en un mismo
lugar. Es decir, hay centros que se ocupan y compiten por producir semilla de calidad, otros
que preparan el substrato y lo distribuyen ya inoculado, inclusive colonizado, al cultivador
y por ultimo, estan los cultivadores, quienes adquieren el substrato ya inoculado y lo
mantienen en las condiciones adecuadas para realizar la fructificacion, la cosecha y la
venta de los hongos. Las tres actividades son rentables y pueden desarrollarse de manera
independiente desde el punto de vista administrativo, profesional y econémico, aunque
son interactuantes e interdependientes en funcion de la demanda.

El disefio de la planta productora de hongos es de vital importancia para el futuro de la
empresa. Aunque no asegura el éxito de la misma, los errores que se cometan en esta
etapa pueden significar graves y constantes pérdidas mas adelante durante el funciona-
miento continuo. Por lo mismo es importante analizar detenidamente los diferentes aspec-
tos que la definirdn como actividad productiva. Este andlisis debe no solamente determi-
nar las mejores condiciones técnicas para su desarrollo, sino también definir su viabilidad.
El cuadro 1 sefiala los principales beneficios de una buena distribucion de planta.

MERCADO: CAPACIDAD Y UBICACION

Mercado

La primera pregunta que se debe resolver cuando se planea producir hongos comestibles
es queé se va a hacer con la produccioén una vez que la empresa esté funcionando. Si se
piensa vender hacia el mercado, se debera evaluar la magnitud de la demanda. Una
auscultacion del mercado debera definir si existe una demanda insatisfecha, cuél es el
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Cuadro 1. Beneficios de una buena distribucién de planta
Disminuye el transporte de materiales
Evita demoras
Utiliza el espacio cubico
Integra departamentos

Daseguridad a los trabajadores, al material y al producto
Permite cierto margen de flexibilidad

Permite la operacion econémicay eficiente de la empresa
Contribuye a la calidad del producto

precio de los productos similares (competidores), cuéles son las calidades y productos
preferidos y cubiertos por la oferta, etcétera. La veracidad y oportunidad de esta infor-
macion es fundamental para seguir adelante en el planteamiento de los objetivos del
proyecto. El grupo o persona que invierte debera definir qué porcentaje de la demanda
piensa cubrir de acuerdo con su disponibilidad econdmica.

En algunas ocasiones se plantea el cultivo de hongos como una actividad social que
aporte alimento para el autoconsumo de las familias de una comunidad. En este caso se
debe considerar no solamente el tamafio de la comunidad que se vera beneficiada, sino
también el habito que tenga ésta por el consumo de hongos, asi como la posibilidad de
colocar en el mercado un eventual excedente de la produccion.

Capacidad de produccion

La capacidad de produccion de la planta se define en funcién del mercado, es decir, de
la magnitud de la oferta existente y de la demanda insatisfecha, asi como de la disponi-
bilidad de suministros. Con base en esto, el grupo o persona que invierte debe definir su
capacidad de produccion es decir, la parte de la demanda que pretende cubrir de acuerdo
con sus limitaciones econdmicas, financieras y de otra indole.

Ubicacion

La mejor ubicacion para una planta productora de Pleurotus spp. serd aquella en donde
las condiciones climaticas imperantes sean lo méas constantes y cercanas a los requeri-
mientos ambientales del hongo. Sin embargo, éste no suele ser el Unico criterio que se
toma en cuenta para elegir la ubicacion de la planta. También influyen otros criterios
como la distancia al mercado de consumo y hacia las materias primas, las disponibilida-
des de mano de obra y de servicios para la operacion de la planta (luz, agua, carreteras,
teléfono), la disponibilidad del terreno, etcétera. El peso que se debe dar a cada uno de
estos criterios al momento de elegir el lugar depende de cada situacién, por lo que no se
pueden hacer generalizaciones; sin embargo, en el Gltimo de los casos, lo que se preten-
de es disminuir costos de operacion. Para ello se debe preveer y racionalizar el gasto de
energia. Esto es, se deben analizar las opciones existentes para minimizar el costo de
produccion, lo que implica minimizar gastos por climatizacién de &reas (costo de ener-
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gia eléctrica y de gas, necesidades de calentamiento y enfriamiento), los gastos de
transporte (de materias primas y de productos), los impuestos, entre otros.

DISTRIBUCION DE PLANTA

Una distribucién eficaz de la planta productiva buscara acortar las distancias entre
puestos de trabajo para disminuir el transporte de materiales en proceso. Para esto se
requiere un analisis riguroso del flujo de materiales. En el caso del cultivo de hongos, se
deberd evitar que el flujo, la operacion o el almacenamiento de materiales no estériles
colinde con é&reas de trabajo estéril, de material recién sembrado o con material en
incubacién. Esto no solo evitard contactos innecesarios entre los materiales sino que
también disminuiré la posibilidad de que el personal que manipula los no estériles entre
en contacto con los estériles y viceversa.

El laboratorio

Las necesidades para el establecimiento de un laboratorio de produccion de semilla han
sido delineadas en el capitulo 7. En él se ha visto que los requerimientos dependen de
la capacidad de produccién: un laboratorio pequefio puede acondicionarse en el inte-
rior de la casa de un productor, mientras que uno mayor debera ocupar un local o
edificio exprofeso. En ambos casos, laboratorio pequefio o grande, el acondicionamiento
de las areas y su distribucion, es decir, la distancia entre los puestos de trabajo y la
ubicacién de una respecto a las otras serdn de vital importancia para asegurar la conti-
nuidad de la produccion y maximizar la eficiencia.

A manera de ejemplo se discute en las lineas siguientes el caso de un laboratorio indus-
trial. Los conceptos externados también se aplican a casos mas sencillos y laboratorios
de tipo familiar, en los cuales sin gran infraestructura se tratardn de mantener las con-
diciones expuestas en el presente ejemplo. Para un buen funcionamiento, el laboratorio
deberé contar al menos con las &reas que se indican en el cuadro 2 y con el material y
equipo que se indica en el cuadro 3.

Cuadro 2. Areas necesarias para el funcionamiento de un laboratorio de produccion de semilla
Definicién de areas por actividad
Recepcion y almacenamiento del grano y otras materias primas
Limpieza, humidificacion y escurrido del grano
Mezclado de ingredientes
Embolsado y esterilizacion
Trabajo para la conservacion de las cepas, la multiplicacion del micelio y el control de calidad
Siembra
Incubacion
Almacenamiento y empaque
Gestion administrativa
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Cuadro 3. Material y equipo minimo necesario para la
implementacion de un laboratorio de cultivo de Pleurotus spp.

Material 0 equipo Funcién
Balanza Pesado del grano
Estufa Coccion del grano (opcional)
Autoclave Esterilizacion del grano y material
Céamara de transferencia o de flujo laminar Siembray transferencias en condiciones de
esterilidad (recomendable)
Mechero Mantenimiento de érea estéril
Desecador Produccion de esporadas
Armario Almacenamiento de materiales y enseres
Lavadero Enjuague y lavado de materiales
Anaqueles Resguardo de medios y cristaleria
Matraces, cajas de petri, vasos de precipitado, Preparacién de medios de cultivo parala
y probeta, tubos propagacion y conservacion de las cepas.
Microscopio Control de calidad de las cepas
(muy recomendable)
Refrigerador y termo para nitrégeno liquido Conservacion de material genético

Es conveniente insistir en que el éxito operativo de un laboratorio prevalece en una
buena distribucion fisica de las &reas y en la disposicion del personal para respetar las
normas de limpieza e higiene que se necesitan. Para mantener libres de gérmenes que
puedan contaminar el material en proceso, se recomienda aislar totalmente las areas de
siembra e incubacion. Esto permite controlar y restringir el paso de materiales y personas
hasta un nivel absolutamente indispensable. Este aislamiento facilita el control del aire,
el cual en el interior de estas &reas debe ser filtrado y debe contener el minimo posible
de particulas de polvo por pie® (pp).

En la figura 1 se presenta un esquema del area de produccion de un laboratorio de
produccion de semilla. Dentro de la figura, el nimero ubica el &rea de manejo no estéril
del grano embolsado y no estéril. EIl nimero 2 representa una autoclave. En la medida
de lo posible, se recomienda utilizar autoclaves de dos puertas en las cuales la puerta de
entrada del material quede ubicada en la sala de preparacion del grano no estéril (1) y
la otra, la puerta de salida del material ya estéril, quede dentro de un cuarto con
ambiente limpio (5) acondicionado para manejo y enfriamiento con asepsia rigurosa del
material ya estéril. Este cuarto debe mantener un nivel de empolvamiento entre 1,000 y
3,000 particulas de polvo/pie®. Todo el material que entra al area 5 lo hace a través del
autoclave, después de un ciclo de esterilizacion. El personal que ingresa a esta parte del
laboratorio lo hace mediante un acceso aledafio (cuartos de vestir, nim. 3 y de amorti-
guamiento, num. 4), intermedio entre el &rea estéril y el resto de la planta. Este acceso
debe presentar un ambiente semiestéril y acondicionado para vestirse con uniformes
blancos estériles y poder pasar al area 5. El &rea de siembra (6) es una zona totalmente
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protegida y de acceso restringido con una tasa de empolvamiento minima (100 pp) y
gue cuenta con una campana de flujo laminar para facilitar las transferencias de indculo
a la semilla estéril. EI area de incubacion (7) debe tener una tasa de empolvamiento no
mayor de 1,000 pp y debe ser un &rea cerrada con comunicacion hacia el area de empa-
que (9) a través de una ventana pequefia con cortina de hule (8), que cuente de
preferencia con una lampara UV (para esterilizar periédicamente la superficie) y que
por efecto de la presurizacion imperante en el cuarto de incubacion no dé lugar a la
entrada de aire atmosférico no esteril.

Fig 1. Esquema de un laboratorio de produccion de semilla de hongos comestibles
(Para explicacion, ver cuadro 4 y texto.).

4 Ll
b _
7
|
3 g i 3
— 2
1
| [ | I
Cuadro 4. Areas de trabajo de un laboratorio de produccion de semilla
Area  Descripcion Tasa de Empolvamiento Presion
Maximo (pp)* (mca.)?
1 Manejo de materia prima no estéril 1-3x10° Atm.
2 Autoclave - -
3 Cambio de ropa del personal 100,000 2
4 Area de amortiguamiento 10 000 3
5 Area de manejo y enfriado de material estéril 1000-3000 4.5
6 Siembra 100 6
7 Incubacion 1000 45
8 Ventana para salida de material colonizado - -
9 Embalaje y embarque <10° Atm

pp: particulas de polvo/pie®
?mca.: milimetros columna de agua de presion ambiental en el area referida.
Atm: Presion atmosférica
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Para impedir que el aire no estéril entre en contacto con el material estéril o ya sembra-
do, debe existir un gradiente de presién entre las diferentes areas: La presion mas alta
(alrededor de 6 mm columna de agua 0 mca), se ejerce en el cuarto de siembra, dismi-
nuye en la sala de incubacion y en el cuarto enfriado del material (alrededor de 4.5
mca). En el cuarto de vestir hay una presion menor que en las areas anteriores pero
mayor que la presion atmosférica (entre 2-3 mca). Esta presidn es ejercida por un
manejador de aire compuesto por un ventilador centrifugo y una unidad condensadora
de potencia adecuada (segun las dimensiones). Esta provisto ademas en cada salida por
filtros estériles y prefiltros para proporcionar la tasa de empolvamiento que se indica
lineas arriba y se resume en la figura 1 y en el cuadro 4.

Es posible hacer funcionar un laboratorio de manera eficiente en condiciones mas rusti-
cas que las aqui descritas, sin considerar tasas de empolvamiento ni gradientes de pre-
sion. La decision de cuando se debe cambiar de un sistema rastico a un sistema mas
sofisticado se tomara en funcion del volumen de produccion, del nivel de contamina-
cion existente y de la capacidad de inversion. Es claro que si se extreman las precaucio-
nes en el acondicionamiento del ambiente del laboratorio como aqui se describe y se
trabaja adecuadamente, el nivel de contaminacion puede ser insignificante o aun nulo.

La central para la preparacion del substrato

La distribucion de las areas de trabajo de una central para la preparacion del substrato
dependen del proceso y de los materiales que se empleen. Los siguientes parrafos daran
algunos lineamientos generales, sin embargo, cada caso debe ser analizado por separa-
do en la medida del proceso que se utilice. En el capitulo 8 se hace una discusion
amplia sobre los diferentes tipos de materiales y de los procedimientos que se pueden
emplear para preparar el substrato. El lector debera referirse a dicho capitulo para una
mayor precision sobre el tema.

Cuadro 5. Areas necesarias para el funcionamiento de una central
para la preparacion de substrato para el cultivo de Pleurotus spp.
Definicion de areas por actividad
Recepcién y almacenamiento de materiales
Preparacion de materiales (picado, molido, etcétera)
Mezclado de ingredientes y composteo
Pasteurizacion
Siembray embolsado
Incubacion del substrato inoculado
Expedicion de producto terminado

Las centrales de preparacion del substrato cuentan con areas cubiertas y con areas al aire
libre. Las &reas a la intemperie son en general utilizadas para la preparacion del material
gue se va a compostear y para el mismo composteo. Dado que esta etapa del proceso
puede producir olores desagradables, potencialmente causantes de problemas en zonas
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urbanas, cada vez se emplea menos, sobre todo en el caso de Pleurotus spp., donde hasta
ahora el substrato puede prepararse sin fermentacion. En el caso de requerirse un proceso
de composteo (Guzman Davalos et al., 1987; Villa-Cruz et al., 1999), se recomiendan los
procesos in door porque permiten controlar el proceso y la emanacién de olores, aunque
implican una mayor inversion. El cuadro 5 hace un recuento de las areas que se requie-
ren para preparar el substrato y el cuadro 6 enlista el material y equipo minimo indispen-
sable para una central de composteo.

Cuadro 6. Material y equipo minimo necesario para el establecimiento
de una central de produccion de substrato para el cultivo de Pleurotus spp.

Material 0 equipo Funcién

Picadora o molino Disminuir y homogeneizar el tamafio de
particula de la materia prima

Béscula Pesado de materiales

Palas/revolvedoras Remocion y mezclado de materiales

Generador de vapor Produccion de vapor para pasteurizar el substrato

Carretillas o bandas transportadoras Transporte de materiales en proceso

Mesa para siembra o sembradora. Siembra del substrato.

Refrigerador Almacenamiento de la semilla

La sala de cultivo

El cultivo de Pleurotus spp. suele llevarse a cabo en un lugar fresco y ventilado con el
menor cambio posible de temperatura entre el dia y la noche. Los pasteles ya inoculados
pueden colocarse sobre el suelo, colgarse del techo, insertarse en estacas metélicas o
ponerse sobre anaqueles, segun el sistema de incubacion elegido (Ver figura 2 de este
capitulo y figuras 5, 6 y 7 del capitulo 9).

Las dimensiones de las salas de fructificacion son muy variables. Van desde los 2x2>2 m?
con sdlo unos cuantos pasteles en el suelo, hasta aquellas que tienen 6-10 m de ancho por
15-20 m de largo y 3-5 m de altura, con pasteles en anaqueles. Las paredes de estos
espacios pueden ser lisas, sin ventanas, lo importante en todos los casos es conseguir una
eficiente ventilacion y una temperatura y humedad estables en todas las areas del lugar.
Un medio barato de propiciar la renovacion de aire en la sala es mediante la instalacion
de una o varias chimeneas en el extremo opuesto al de la puerta de entrada. Otra forma es
mediante la instalacion de un ventilador que inyecte aire humedo, acoplado a un ducto
central que lo distribuya en toda la sala. Un medio que puede funcionar a pequefia escala
es la instalacion de varios humidificadores en la sala en congruencia con un ventilador
acoplado a un tubo central que inyecte aire del exterior (ver figura 9, capitulo 9).

El cuadro 7 enlista el material y equipo minimo necesario para el desarrollo de una sala

de cultivo. En todo caso, es conveniente mencionar las recomendaciones de Lomax
(1992) y Wuest et al. (1970) sobre las funciones que se deben considerar al implantar

233



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

una unidad de ventilacién en una planta productora de hongos, segun las cuales la
ventilacién debe proveer:

1) Capacidad de aire suficiente para mantener la temperatura y los niveles de oxigeno
que requiere el hongo durante el crecimiento y la fructificacién.

2) Un amplio rango de capacidades de mezclado de aire para proveer un éptimo desa-
rrollo en cada fase.

3) Distribucion uniforme del aire.

4) Humedad relativa suficiente para minimizar el secado del substrato.

5) Presién positiva en los cuartos de produccion e incubacion.

6) Un 95% de eficiencia en la remocion de particulas mayores de 1 micra presente en
el aire que entra en el area de produccion.

En todo momento, el mantenimiento de la humedad se apoya con riegos hacia el suelo
y las paredes e inclusive con remojos del substrato. Por esta razon debe haber acceso
facil a tomas de agua en la sala de fructificacion, asi como un buen drenaje, ademas de
que las paredes y el piso deben ser lisos para permitir una limpieza enérgica que evite la
proliferacién de mohos. No se recomiendan ventanas para evitar la entrada de insec-
tos, otros animales y polvo. En las figuras 2 y 3, se presentan dos prototipos de sala de
fructificacion, y en la figura 10 del capitulo IX se observa el interior de una cueva
rustica.

Cuando se necesita equipo especializado para el mantenimiento de las condiciones
ambientales 6ptimas dentro de la sala de fructificacion, se recomienda que el aire fresco
y la humedad se introduzcan y distribuyan por la parte superior y la extraccion del aire
viciado (con CO,) se haga por la parte inferior de la nave. Con esto se apovecha la
gravedad, ya que la humedad y el bioxido de carbono, al ser més pesados que el aire,
tienden a depositarse en el suelo. Esto facilita la circulacién y permite una mejor distri-
bucién de aire humedo y oxigenado.

Cuadro 7. Material y equipo minimo necesario para el desarrollo de una sala de cultivo de Pleurotus spp.

Material 0 equipo Funcion

Sistema de ventilacion-humidificacion Mantener la humedad y renovar el aire en la sala de cultivo

Higrotermdgrafo Medir la humedad del aire en la sala de cultivo

Anagqueles (opcional) Aprovechar el espacio ctbico durante el desarrollo y la fructificacion
del hongo. Seguin el sistema de cultivo empleado pueden no ser necesarios

Canastas Recoger los hongos cosechados

Llaves de sifon y manguera Regar el substrato y la sala de fructificacion

Trampas para insectos Disminuir la incidencia de insectos

Termémetro Determinar la temperatura tanto dentro del substrato como del aire
en la sala de cultivo

Refrigerador Conservar los hongos cosechados

Bomba portatil Para riego y control de insectos (opcional)
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Figura 2. Ejemplo de nave para el cultivo de Pleurotus spp. (Zadrazil y Kurtzman, 1989).

ventila

Figura 3. Distribucion de una planta productora de hongos comestibles.

Nave de
produccién
Produccién Nave de
de semilla produccién
B Patio de Pasteurizacién Nave de
Almacén . . .
maniobras y siembra produccién
.. Empague y Nave de
Oficinas despacho duccis
de producto| produccion
Nave de
produccién

La figura 3 presenta la distribucion esquematica de las &reas necesarias para producir
Pleurotus spp. Las dimensiones de las &reas son variables, segin la capacidad de produc-
cion. Este esquema muestra una distribucion que permite el uso eficiente del espacio
para optimizar el flujo de materiales. Es de observarse que el esquema contempla cinco
naves de fructificacion, lo cual facilita la produccion continua a lo largo del afio. El
ciclo de produccion puede tardar cinco semanas, incluyendo uno o dos dias para lim-
pieza y desinfeccion después de cada ciclo de cosecha. Cada semana se llena una nave
y también se vacia una.
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Factores que afectan la vida de anaquel de los hongos comestibles frescos

INTRODUCCION

La preferencia de los consumidores por los hongos frescos cultivados va en aumento
cada dia y por lo mismo se ha desarrollado mucha investigacion sobre la conservacion y
manejo poscosecha de ellos, particularmente de Agaricus bisporus. Esta situacion ha
redundado en una abundante literatura sobre dicho género, que lamentablemente no
se ha extendido para el caso de Pleurotus spp., el cual es el segundo género en importan-
cia mundial. Una de las formas de salvar tal inconveniente es consultar la literatura
sobre A. bisporus y aplicarla cuidadosamente al caso de Pleurotus spp. Por lo mismo, el
presente capitulo resume la literatura general sobre los tratamientos que afectan la vida
de anaquel de los hongos frescos, esperando que las ideas y las experiencias aqui
externadas sean de utilidad para su aplicacion directa en la conservacion de Pleurotus
spp., 0 sirvan como antecedentes para investigaciones mas enfocadas a este género.

Los hongos comestibles frescos son productos altamente perecederos, que por sus carac-
teristicas poscosecha se consideran dentro del mismo grupo que las frutas frescas y las
legumbres. Estos productos cobran cada dia mas interés en cuanto a su preparacion y
manejo debido a su consumo creciente (Huxsoll et al., 1989), aunque tienen problemas
para conservarse en fresco. A 11°C y 90% de humedad relativa los hongos de la especie
Agaricus spp. son vendibles s6lo durante tres a cinco dias, mientras que a 13 °C, este
periodo se reduce a menos de tres dias (Gormley, 1975a). El deterioro se observa por un
marcado oscurecimiento en el color, la abertura del pileo y la exposicion de las laminas
oscurecidas, asi como por un alargamiento del tallo y un endurecimiento de los tejidos
(Beelman, 1987). Pleurotus spp. difiere en morfologia y en textura de Agaricus spp. y es muy
sensible al manejo poscosecha. Tiene una vida de anaquel muy breve, ya que se limita a
12 horas a 21-25 °C por su alta actividad metabdlica (Bano y Rajaratnam, 1988).

Los consumidores juzgan la calidad de los hongos frescos de acuerdo con el grado de
frescura, limpieza y blancura (Barendse, 1984). Otros factores como pérdida de agua y
carga bacteriana también contribuyen indirectamente a los atributos mencionados
(Ajlouni, 1991). Una lista de atributos y su importancia relativa en la vida de anaquel
de hongos del genero Agaricus spp., desarrollada por MacCanna y Gormley (1968), se
muestra en la tabla 1. Pleurotus spp. difiere morfolégicamente de Agaricus spp. y el grado
de blancura, de textura y la naturaleza del cuerpo fructifero han sido consideradas
como las caracteristicas mas importantes que definen su espectro cualitativo.

COLOR DE LOS HONGOS
Evaluacion del consumidor
La blancura es uno de los factores mas importantes de la calidad asociada a los hongos

(MacCanna y Gormley, 1968; Gormley, 1975a; Lopez-Briones et al., 1992), por lo que
generalmente el hongo méas blanco adquiere el precio més alto (Gormley, 1975a; Burton,
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Tabla 1. Espectro cualitativo de hongos comestibles frescos (Agaricus spp.)

Factor Enfasis del consumidor* Momento del énfasis
Blancura 3 Punto de venta
Libre de enfermedades visibles 3 Punto de venta
Grado de madurez 3 Punto de venta
Sabor 3 Al consumirlos
Aroma 3 Al consumirlos
Rigidez 3 Al consumirlos
Limpieza 3 Punto de venta
Tamafio y forma 2 Punto de venta
Valor Nutritivo 1 —
Retencidon de peso De interés para el detallista —

*3= Muy importante; 2=menos importante; 1=no importante

1986). En un intento por cuantificar la aceptacion del color de los hongos, Gormley
(1975a) los dividi6 en 6 categorias de blanco basandose en un colorimetro Hunter. Pidid
a cinco personas con experiencia en la mercadotecnia de los hongos que describieran el
color blanco en cada categoria. Las diferentes categorias asi obtenidas se describen en
la tabla 2 (Gormley, 1975a). Gormley (1975b) también reporté que en la practica los
mayoristas prefieren no comprar hongos con un valor L< 80. Una gran proporcion de
hongos que se venden en el mostrador tienen valores L en un rango de 69-79.

Tabla 2. Categorias del color blanco en los hongos comestibles.

Categoria Valores L Hunter Descripcion por parte del Panel
1 >93 Excelente

2 90-93 Muy bueno

3 86-89 Bueno

4 80-85 Aceptable

5 69-79 Pobre

6 <69 Muy pobre

Mecanismo de obscurecimiento

El deterioro del color en los hongos es causado por: 1) Oscurecimiento enzimatico (Hughes,
1959), 2) Manchas bacterianas (Tolaas, 1915; Gandy, 1967; Guthrie, 1984; Kramer, 1986).
Una de las enzimas mas importantes responsables del deterioro poscosecha del color es la
monofenol oxigenasa (EC 1.14.18.1), comUnmente conocida como tirosinasa, fenolasa o
fenol oxidasa (Hammond y Wood, 1985). La tirosinasa cataliza la hidroxilacién de
monofenoles a difenoles. Estos y los difenoles nativos contintian las reacciones tipicas del
oscurecimiento enzimatico para formar quinonas, las cuales se polimerizan para formar el
compuesto oscuro conocido como melanina. Durante el desarrollo normal, las enzimas y
sus substratos se mantienen aparte entre si por las membranas internas de la célula (Nichols,
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1985). Como resultado del manejo o el envejecimiento natural, las enzimas y sus substratos
se ponen en contacto, o la enzima se activa, con lo que se da paso a las reacciones de
oscurecimiento. (Gormley, 1975a). Por lo tanto, el oscurecimiento es un signo de enveje-
cimiento o de contacto-manejo, pero no necesariamente un indicador de aceptabilidad o
de olores indeseables. Las reacciones de oscurecimiento ocurren tanto interna como ex-
ternamente; sin embargo son mas severas en la superficie (Burton, 1986).

El desarrollo de manchas amarillo palidas en los hongos que luego se vuelven oscuras
fue descrito por Tolaas (1915) como causadas por una bacteria similar a Pseudomonas
fluorescence. Paine (1919) encontré el mismo microorganismo en un brote de esta enfer-
medad cerca de Londres y propuso como hombre para el patégeno Pseudomonas tolaasii.
Las manchas son de color castafio oscuro, ligeramente hundidas y de un brillo sedoso
(Gandy, 1985). El tejido del hongo es afectado a una profundidad de 1-3mm (Watson y
Gulliver, 1981). De acuerdo con Nair y Faby (1973), la presencia de humedad libre en el
pileo del hongo permite a los patdgenos multiplicarse y producir toxinas que inducen los
sintomas de la enfermedad en el hongo. La toxina de P tolaasi, tolaasina, es un
lipodepsipéptido (PM = 1985) que consiste de 18 residuos aminoacidos con un grupo
acido R-octanoico en la terminal N (Brodey et al., 1991).

PERDIDA DE AGUA

Las especies de Pleurotus pertenecen a la clase Basidiomicetes (Singer, 1986). Los miem-
bros de esta clase de organismos carecen de una estructura epidérmica especializada y
estan protegidos Unicamente por una capa epitelial. Esta falta de proteccion propicia
una pérdida rapida de humedad y el deterioro rapido de la calidad (Porrit, 1974). San
Antonio y Flegg (1964) reportaron que la pérdida de agua de los hongos en crecimiento
es similar a la pérdida por evaporacion en una superficie acuosa. Estos investigadores
encontraron que en condiciones normales de cultivo, la tasa de transpiracion en un
esporoforo de Agaricus sp. varié de menos de 1 ml por dia (didmetro de pileo de 20 mm)
a 2-4 ml/dia (didmetro de 60 mm). Nichols (1985) consider6 que los hongos cosechados
transpiran a la misma tasa que los cuerpos fructiferos no cosechados. Por el contrario,
Schutte (1956) encontrd que la tasa de transpiracion de esporéforos cortados disminuyd
con laedad y plante6 una relacion entre la transpiracion y las propiedades del protoplasma
de organismos vivos. Cho et al. (1981) observaron que la pérdida de agua es afectada por
el estado de desarrollo del hongo. La tasa de transpiracion fue baja durante la etapa de
botén y aumenté durante la maduracion hasta que el sombrero se abrid y las laminas se
desarrollaron completamente. La tasa mayor de respiracion, durante las Ultimas etapas,
estd probablemente més relacionada con el incremento de la superficie del espor6foro
(segun el desarrollo del sombrero) que con cualquier otro cambio en éste. Asi como con
otros productos horticolas, la humedad relativa, la temperatura del ambiente, el movi-
miento del aire y la presién atmosférica afectan la tasa de pérdida de agua en los hongos
(Fockens y Meffert, 1972).
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De acuerdo con Fockens y Meffert (1972), los hongos tienen una superficie himeda, es
decir, la superficie estd cubierta de una capa delgada de agua o aire saturado con vapor
de agua. Patel et al. (1988) midieron los coeficientes de transpiracién (transpiration rate
constants) de hongos almacenados por un periodo de ocho dias a 5.8°, 9.5° y 14.6°C a
humedades relativas de aproximadamente 100%, 97%, 94% y 91%. A 14.6°C habia un
decremento inicial en el coeficiente de transpiracién, sequido de un incremento gra-
dual en el tiempo, particularmente a humedad alta (97%). El coeficiente de transpira-
cion no cambid significativamente a temperaturas mas bajas de almacenamiento (5.8° y
9.5°C). Patel et al. (1988) encontraron una alta correlacion entre coeficiente de trans-
piracién y crecimiento microbiano sobre la superficie de los hongos (a 14.6°C) y conclu-
yeron que el aumento en la tasa de transpiracion era debido probablemente a la activi-
dad microbiana.

La pérdida de agua es un factor importante en el deterioro de lo hongos comestibles y es
parcialmente responsable de su endurecimiento durante el almacenamiento poscosecha
(Nichols, 1971). Gormley y MacCanna (1967) encontraron que los hongos cubiertos
con una pelicula de cloruro de polivinilo (PVC) perdieron agua a una tasa mucho mas
baja que los hongos no cubiertos. El uso de peliculas de plastico para aumentar la vida
de anaquel de los hongos por medio del retraso en la perdida de agua también ha sido
reportada por otros autores (Nichols y Hammond, 1973a, 1973b; Hobson y Burton, 1989).

MADURACION

Mecanismo

El desarrollo y la maduracién de Agaricus bisporus pueden ser divididos en dos fases. La
etapa temprana de crecimiento estd caracterizada por una elongacion lenta, rapida
division celular y la diferenciacion del estipite, el sombrero y las [aminas. La fase Gltima
de crecimiento esta marcada por una rapida elongacion del estipite, expansion del som-
brero y las esporas y por la maduracion de las esporas y su descarga (Gwen y Wu, 1972;
Ajlouni, 1991). El desarrollo y la esporulacion del esporéforo cosechado es similar al
observado por el hongo sin cosechar durante su Gltima fase (Hammond y Nichols, 1975).
Parece haber un movimiento de substrato desde el estipite hacia las laminas. Murr y
Morris (1975) observaron que las tasas de crecimiento del sombrero y el estipite parecen
ser paralelas y que ambas cesan de crecer aproximadamente al mismo tiempo. Con el fin
de compensar la exclusion del substrato exdgeno de la cama o tronco sintético (que
contiene carbono y nitrégeno), el hongo cosechado inicia una adaptacion fisioldgica y
utiliza substrato endégeno para soportar el desarrollo poscosecha. Como resultado de
esto, el tamafio final de los hongos cosechados es considerablemente méas pequefio que
el de hongos no cortados (Nichols, 1985).

Uryama (1956) y Hagimoto y Konishi (1959, 1960) reportaron la existencia de un “fac-
tor” producido en las I[&minas de los hongos que promueve la elongacion del estipite,
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Tabla 3. Clasificacion de los estadios de desarrollo del esporoforo

Estadio Diametro aproximado Descripcioén

del pileo (mm)
a) Hammond y Nichols (1975)
1 <5 “Primordio”-velo no diferenciado
2 20-30 “boton”-velo visible e intacto
3 30-40 “Sombrero cerrado”-velo alargado
4 30-40 “Cup”-velo empezando a rasgarse
5 30-50 “Cup”-velo rasgado
6 40-60 “Plano”-Superficie superior

del pileo convexa

7 50-70 “Plano”-Superficie de las laminas

curvadas hacia arriba
b) Guthrie (1984) modificado de Schmidt (1977)
Velo intacto y duro
\elo intacto y extendido
\elo parcialmente roto (<mitad)
\elo parcialmente roto (>mitad)
Velo completamente roto
Pileo abierto y laminas
bien expuestas
7 Pileo abierto y superficie de
las laminas plana.

o Ol A W DN

pero hasta ahora, dicho factor no ha sido identificado. Gruen (1963) reportd que uno o
mas factores de crecimiento sintetizados en las l[d&minas eran responsables de la regula-
cion del crecimiento del estipite y expansion del pileo. Konishi (1967) sugirié que algu-
nos aminoacidos presentes en extractos etandlicos de las [&minas eran responsables de
la elongacion del tejido. Recientemente un compuesto fue aislado e identificado como
acido 10-oxo-trans-8-decenoico (AOD) el cual es producido de manera concurrente
con el mayor componente del aroma de los hongos 1-octene-3-ol, y fue encontrado
como estimulante del crecimiento micelial y de la elongacion del estipite de Agaricus
bisporus (Mau et al., 1992).

Los efectos del bioxido de carbono en el crecimiento del cuerpo fructifero son similares
en cierta manera a los estimulantes presentes en el tejido de las l&minas mencionados
anteriormente (Hammond y Wood, 1985). Tschierpe (1959) demostrd que un conteni-
do de 0.3 a 0.5% de CO, en el aire arriba del suelo de cobertura alarga el estipite de los
hongos. Niveles mas altos de CO, hasta el 5% en volumen causan un alargamiento
excesivo del estipite acompafiado de un pobre desarrollo del pileo. Las concentraciones
de CO, mayores que las condiciones ambientales promueven el desarrollo del estipite,
mientras que a niveles mas altos (> 10%) el crecimiento del estipite se retrasa. El
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mismo autor indicé que el desarrollo del pileo es suprimido generalmente por concen-
traciones de CO, arriba de 5% (Nichols, 1985).

Evaluacion del consumidor

Ryall y Lipton (1979) reportaron que para el caso de A. bisporus los hongos de alta calidad
deben tener velos cerrados y que las laminas no deben ser visibles. Una escala subjetiva
con siete estados de madurez fue desarrollada por Hammond y Nichols (1975) (tabla 3a).
Schmidt (1977) también desarrollé una escala simplificada para la determinacién del grado
de madurez de los hongos, la cual fue modificada después por Guthrie (1984) (tabla 3b).

METODOS PARA PROLONGAR LA VIDA DE ANAQUEL DE LOS HONGOS FRESCOS

Tratamientos antes de la cosecha

El deterioro de los hongos durante el almacenamiento esta directamente relacionado
con las condiciones durante el cultivo. La naturaleza del cultivo de los hongos influye
en la carga bacteriana postcosecha sobre los mismos (Beelman et al., 1989). Fordyce
(1968) sugirié una limpieza adecuada antes de la cosecha para problemas de enferme-
dades y para disminuir el deterioro en el mercado. Ayers y Lambert (1955) fueron los
primeros en tratar de controlar las manchas bacterianas causadas por P tolaasii usando
agua clorada. Desde entonces varios investigadores han usado cloro u oxina, una forma
registrada de bioxido de cloro estable, para reducir cargas bacterians iniciales sobre los
hongos (Nair y Fatly, 1972; Royse y Wuest; 1980, Guthrie, 1984; Beelman et al., 1989).

Okereke et al. (1987) estudiaron los efectos producidos al disminuir las temperaturas de
cultivo y agregar cal (CaCO,) a la tierra de cobertura sobre el rendimiento, firmeza y
vida de anaquel. Los hongos que crecieron a baja temperatura (11-13°C) tuvieron ma-
yor firmeza y mas calcio que los que crecieron a 17-19°C. Sin embargo, los primeros
tuvieron menos rendimiento y se desarrollaron més rapido durante el almacenamiento
poscosecha. El rendimiento, el tamafio, la textura y la vida de anaquel no fueron afec-
tados por la adicion de calcio a la tierra de cobertura ni por la temperatura.

Se ha reportado que la adicion de cloruro de sodio a la tierra de cobertura mejora la
calidad de los hongos al prevenir ciertas enfermedades, sin embargo, afecta su desarro-
llo (Flegg, 1956). Este autor realiz6 experimentos con sales solubles como sulfato de
sodio, potasio y amonio, cloruro de sodio, potasio, magnesio y calcio, nitrato de calcio y
fosfato dibasico de sodio, y encontr6 que la adicién de sales solubles a la tierra de
cobertura retraso la fructificacion, disminuyé el nimero de hongos formados, aumentd
el peso promedio por hongo y disminuy6 el rendimiento total. Todo probablemente debi-
do al estrés osmotico en la tierra de cobertura.

Beelman et al. (1986) y Barden (1987) también reportaron una reduccion de la pobla-
cién bacteriana inicial asociada con hongos recién cosechados (Agaricus bisporus) y
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aumentaron la vida de anaquel cuando aumentaron 0.5% de cloruro de calcio al agua
de riego. Subsecuentemente, Solomon et al. (1991) usaron 0.25% de cloruro de calcio,
50 ppm de oxina, 0 una combinacion de ambos agentes en el agua de irrigaciéon para
investigar sus efectos en la produccidn, carga microbiana, color y tasa de senescencia
de variedades blancas e hibridas blancas de esta especie. Cuando se agregaron indivi-
dualmente al agua de riego, ambos, oxina y cloruro de calcio redujeron la cuenta de
bacterias. La oxina redujo la tasa postcosecha de senescencia pero no afecté significati-
vamente el color. Por otra parte, el cloruro de calcio redujo el oscurecimiento pero
parecié incrementar la senescencia. El tratamiento combinado produjo los hongos con
la mejor vida de anaquel. Algunos experimentos llevados a cabo recientemente a escala
comercial usando cepas hibridas off-white han mostrado que 0.3% de cloruro de calcio
agregado durante todos los riegos posteriores a la aparicion de primordios y hasta la
segunda cosecha reducen significativamente la mancha bacteriana, mejoran la calidad
y la vida de anaqguel y no reducen el rendimiento (Beelman et al., 1992; Miklus, 1993).
También se ha demostrado que el riego con cloruro de calcio permite resistir al oscure-
cimiento durante el almacenamiento poscosecha de Agaricus bisporus después de un
dafio en la piel del hongo, lo cual sugiere que los tratamientos con calcio mejoran la
integridad de la célula (Kukura et al., 1998; Kukura y Beelman, 1998). No se conoce si
estos tratamientos pueden mejorar la calidad de las especies de Pleurotus.

Tratamientos poscosecha

La vida de anaquel de los hongos frescos depende en gran medida de la tasa de respira-
cion, por lo que el mantenimiento de la calidad involucra retrasar la respiracion y otros
procesos metabdlicos (Sveine et al., 1967). El retraso poscosecha de los procesos metabdlicos
puede ser realizado por bajas temperaturas de almacenamiento (Dredge, 1964; Sveine
et al., 1967; Cameron y Chapell, 1970) y por cambio en el microambiente gaseoso de los
hongos (Nichols y Hammond, 1973a; Burton et al., 1987). Otros métodos incluyen la
irradiacion (Kovacs y Vas, 1974; Kramer, 1986; Ajlouni, 1991) y el lavado con soluciones
de sulfito (Hughes, 1959; Beelman et al., 1988). Recientemente, Ajlouni (1991) demos-
tr6 que cortando el estipite del hongo a 5 mm del sombrero inmediatamente después de
la cosecha también mejora la vida de anaquel de los hongos.

Almacenamiento a baja temperatura:

La temperatura tiene un efecto marcado sobre la tasa de deterioro de los hongos. Tomkins
(1966) estudid el comportamiento de lotes de hongos almacenados a 0, 3, 7, 12y 18°C y
encontrd que los consumidores juzgaron como aceptables aquellos que habian sido al-
macenados hasta 17-20 dias a 0°C o 2-3 dias a 18°C (tabla 4).

Sveine et al. (1967) reportaron que para el almacenamiento de hongos del género Agaricus
spp. sin empaque, la temperatura 6ptima es 0°C, pero no registraron ningun dafio cuan-
do se almacenaron a -0.5°C. Algunos cultivadores han observado que los hongos que
han sido conservados en frio (<0°C) se deterioran rapidamente cuando son llevados a
temperatura normal (Tomkins, 1966). Sin embargo Cameron y Chappell (1970) indica-
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Tabla 4. Relacidn entre temperatura y vida de anaquel
en hongos del género Agaricus spp.

Temperatura (0C) Almacenamiento (dias)
18 2-3
12 3-5
7 7-10
10-15
0 17-20

ron gque los hongos en tamafio de botdn pueden ser almacenados a estas temperaturas
sin problemas por periodos de hasta siete dias con una subsecuente vida de anaquel (a
temperatura ambiente) de 2-3 dias.

Bohling y Hansen (1989) encontraron que la forma mas efectiva de reducir la actividad
metabdlica y aumentar la vida de anaquel de las setas Pleurotus spp. es bajando la tem-
peratura. El enfriar de 15 °C a 3.5 °C redujo la actividad metabdlica a un tercio y
aumenté la vida de anaquel hasta una semana. Vidas mas prolongadas a temperaturas
maés altas fueron observadas cuando la atmdésfera dentro del empaque fue modificada.

Secado:

El secado de los hongos es comUunmente utilizado como una técnica de conservacion
cuando el mercado es muy lejano y cuando los hongos son utilizados como ingredientes
en otros productos procesados. Los hongos pueden ser liofilizados sin perder la mayoria
de sus atributos cualitativos (Kompany y Rene, 1995), pero éste en un proceso muy caro.
El secado con aire es otra alternativa. Se recomienda que los hongos no sean blanquea-
dos, porque el blanqueado tiende a oscurecerlos durante el secado (Komanowsky et al.,
1970; Riva et al., 1991). También los hongos necesitan ser cuidadosamente manejados
antes del secado para prevenir cualquier dafo y subsecuente oscurecimiento. Las tem-
peraturas de secado alrededor de 100-110°F (37.8-43.3°C) en la primera etapa son se-
guidas por 170-180° F (76.7-82.2 °C) en la segunda etapa para obtener un color 6ptimo.
El contenido final de humedad no debe ser abajo de 4% porque tiende a endurecer los
hongos y resultan con un sabor pobre.

Irradiacion:

Staden (1967) observé que la abertura del pileo y el alargamiento del estipite era inhi-
bido por 200 Krad de irradiacion gama. Desde entonces, otros investigadores incluyen-
do Casalina (1971), Langerak (1972), Yamaguchi y Campbell (1973), Wahid y Kovacs
(1980), Kramer (1986), y recientemente Ajlouni (1991) han confirmado que las irradia-
ciones reducen el crecimiento post cosecha de los hongos. Wong y Preece (1982), Guthrie
(1984) y Kramer (1986) observaron que los hongos irradiados tenian una coloracion mas
blanca que los hongos no irradiados. Se ha reportado que el retraso en el fenémeno de
oscurecimiento es debido a la destruccion de microbios.
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Ajlouni (1991) externé la hipotesis de que el retraso en la maduracién de los hongos
debe también suprimir reacciones de oscurecimiento. La enzima tirosinasa, la cual acti-
va las reacciones de oscurecimiento esta presente generalmente en una forma latente
en hongos inmaduros y es activada durante la maduracion de los hongos (Yamaguchi et
al., 1969).

Los hongos irradiados han demostrado tener tasas de respiracion mas altas que los no
irradiados a 12°C en 24 horas de almacenamiento. Sin embargo, se observa una dismi-
nucién constante en la tasa de respiracion de hongos irradiados después de 24 horas de
almacenamiento (Ajlouni, 1991). Por su parte, los hongos no irradiados mostraron un
incremento casi climatérico de la tasa de respiracion durante los primeros cinco dias de
almacenamiento. Debido a esto, Ajlouni (1991) sugiri6 que probablemente la irradia-
cion inhibe la maduracién de los hongos al suprimir su aparente comportamiento clima-
térico.

Un estudio en frutas y vegetales demostré que el uso de irradiaciones en productos con
envolturas plasticas no es aconsejable porque los residuos de monémeros no polimerizados
de hidrocarburos estan presentes en el plastico y continuamente se difunden fuera del
empaque (Wang et al., 1980). Algunos de estos mondmeros han sido reportados como
cancerigenos en animales de laboratorio y la irradiacion puede causar un incremento
en la permeabilidad del plastico resultando en un incremento en la difusién de estos
mondmeros y en la contaminacion del alimento (Shirazi, 1989). Ademas, un gran na-
mero de consumidores aun cree que los alimentos irradiados son un peligro para la
salud. Por lo tanto, esta técnica no es comercialmente viable hasta que los alimentos
irradiados sean mas populares entre los consumidores.

Lavado:

El lavado ha sido estudiado como un medio para mejorar la calidad y la aparencia de
los hongos del género Agaricus spp. por més de tres décadas (Guthrie, 1984). Nume-
rosos agentes quimicos han sido evaluados como aditivos de lavado, tales como agen-
tes reductores (bisulfito de sodio, diéxido de azufre, &cido ascorbico, acido erytdrbico),
detergentes, citrato de sodio, dextrosa, acido citrico, agentes quelantes (EDTA, é&ci-
do aceto-acético, molibdatos), &cidos organicos, cloro, tioles y retardadores de creci-
miento (&cido succinico-I-I-dimetil-hidruro, N°-benciladenina, 2-cloro-etil-trimetil-
cloruro de amonio) (McConnell, 1991). Burton (1989) reportd que en Estados Unidos
hasta 1986, los hongos fueron lavados con soluciones de metabisulfito de sodio, algu-
nas veces junto con cloruro de sodio o &cido citrico. Este procedimiento remueve
tierra de cobertura, inhibe el crecimiento microbiano y actGa reduciendo las reaccio-
nes de oscurecimiento. Guthrie (1984) demostré que mayores concentraciones de
cloruro de calcio en las soluciones de lavado retardaban el crecimiento de bacterias,
mejoraban el color de los hongos y disminuian la senescencia. Mas recientemente,
McConnell (1991) us6 con éxito soluciones de lavado que contenian una combina-
cion de EDTA y H,0, para mejorar el color, reducir la incidencia de manchas parpu-
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ras y retardar el decaimiento de los hongos durante un almacenamiento a 12°C. A
pesar de todos estos avances, aparentemente el lavado parece no ser una alternativa
para el caso del género Pleurotus spp.

Cortado del estipite:

El cortado del estipite de los hongos a 5 mm del sombrero inmediatamente después de la
cosecha ha provocado un mejor color y una abertura més lenta del estipite cuando se le
compara con hongos con un estipite normal (35 mm) (Ajlouni 1991). Este autor consi-
derd que reducir el tamafio del estipite contribuia a quitar sustancias o enzimas estimu-
lantes de la senescencia y, por lo tanto, a aumentar la vida de anaquel. Anteriormente,
Minamide et al. (1985) también habian observado que al cortar el estipite del hongo
nameko (Pholiota nameko) se reducia la tasa de alargamiento del estipite y de abertura
del sombrero. Sin embargo, el cortado aceleraba el oscurecimiento asi como el ablanda-
miento del esporéforo durante un almacenamiento a 20°C. En ambos trabajos Minamide
et al. (1985) y Ajlouni (1991) encontraron que el cortado de los estipites aumentaba la
tasa de respiracion de los hongos. La relacion directa entre tasa de respiracion y vida de
anaquel en hongos es contraria a lo que se obseva en la mayoria de frutas y legumbres.
Sin embargo, puesto que las laminas respiran méas rapido que el estipite, el incremento
en la tasa de respiracion de hongos cortados puede ser debida a un incremento en la
relacion laminas:estipite.

Empaques con atmosfera controlada y modificada

El uso de concentraciones de O, menores que la atmosferica para retardar el metabolismo
y aumentar la vida en almacenamiento de productos frescos fue inicialmente reportada
por Kidd y West (1932). El efecto de controlar la atmosfera durante el almacenamiento
para retardar la tasa de respiracion y el deterioro fue reportado pocos afios mas tarde
(Mihara et al., 1936). Sin embargo, el almacenamiento con atmdsfera controlada en alma-
cenes convencionales es de poca utilidad para productos de corta duraciéon como los
hongos. Debido a esto, los empaques con atmosfera modificada (EAM), primeramente
utilizados por P. Mercellin en Francia (Smock, 1979), son una alternativa viable.

Los EAM involucran el empacado, de productos frescos que respiran, con una pelicula
polimerica permeable al gas para obtener un cambio autogenerado en la composicion
gaseosa en el interior del empaque. Kidd y West (1932) reportaron que la tasa de respi-
racion es proporcional a la concentracion de O, en el ambiente.

Al principio, la concentracion de O, en el empaque es igual a su concentracion afuera
del empaque. La respiracion del producto ocasiona un gradiente el cual conduce a un
flujo de O, que se difunde hacia el empaque. Primero, la tasa de respiracion es mayor
que el flujo total de oxigeno adentro del empaque. Con el agotamiento del oxigeno
dentro del paquete, la tasa de respiracion del producto es disminuida progresivamente.
Por otro lado, el ingreso de oxigeno es progresivamente mayor debido a un gradiente
maés alto de concentracién. Después de un cierto tiempo se alcanza un equilibrio cuan-
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do la cantidad de oxigeno consumido por el producto iguala la cantidad de oxigeno que
se difunde a través del plastico. La composicién gaseosa deseada en el empaque se
obtiene al seleccionar el polimero plastico que cuenta con propiedades de difusion de-
seadas, la cantidad de producto dentro del empague, el volumen de éste y el espesor del
plastico. EI mejoramiento en la longevidad de diferentes frutas y legumbres y las limita-
ciones de esta técnica han sido descritas por Kader et al. (1989).

Concentracién gaseosa y vida de anaquel

Gormley y MacCanna (1967) reportaron que la vida de anaquel de los hongos puede
ser aumentada si se les cubre con una pelicula de cloruro de polivinilo (PVC). Ellos
atribuyeron estos beneficios a la conservacion del agua, pero también aludieron la at-
mosfera artificial que deben causar los cambios quimicos en los hongos. Al mismo tiem-
po, Sveine et al. (1967) encontraron que una alta concentracion de CO,, una baja
concentracion de O, o una baja temperatura inhiben la abertura del sombrero en los
hongos. Nichols y Hammond (1973a) observaron que los hongos en EAM tienen la
menor pérdida de peso y el mejor color cuando el equilibrio adentro del empaque es 2%
en la concentracion de O, y 10 a 12% la de CO, a 18°C. Ellos también reportaron que
la tasa de respiracion de hongos preempacados fue considerablemente menor que los
que respiraron en el ambiente y encontraron una alta correlacion entre tasa de respira-
cion y deterioro en el color de los hongos (Nichols y Hammond, 1975). Murr y Morris
(1974) almacenaron A. bisporus en atmosfera controlada y observaron que 0% O, redu-
jo la decoloracién y la actividad o-difenol oxidasa (0-DPQ) hasta por siete dias. Nive-
les de O, arriba de 0% tuvieron poco o ningun efecto en reducir las descoloracion y la
actividad 0-DPO. Las concentraciones de CO, arriba de 5% parecieron incrementar el
descoloramiento de la superficie. Subsecuentemente, los mismos autores reportaron
que 0% O, retardaba la expansion del pileo y el crecimiento del estipite, mientras que
5% O, promovio la expansion del pileo y el crecimiento del estipite después de siete
dias de almacenamiento a 10°C (Murr y Morris, 1975). La concentracion de CO, a 5%
mostré estimular el alargamiento del estipite pero suprimié el crecimiento del sombre-
ro. Burton et al. (1987) estudiaron la vida de anaquel de hongos empacados en pelicu-
las relativamente impermeables con ventanas microporosas. Ellos observaron una re-
duccién progresiva del desarrollo de los hongos con la disminucién de la concentracion
de O, de cerca de 14 a 4% y aumento en la concentracion de CO, de cerca de 7 a 20%
en el empaque dentro de 72 horas de almacenamiento. Lopez-Briones et al. (1992)
estudiaron el almacenamiento de hongos en atmosfera controlada y recomendaron que
la atmdsfera de almacenamiento debe contener de 2.5 a 5% CO,y de 5a 10% O, sin
embargo ellos reportaron que el efecto del O, era menos importante que el del CO,,
Recientemente Beit-Halachmy y Mannheim (1992) observaron que los EAM tienen un
efecto benéfico en la apariencia de los hongos e infirieron que esto podria ser debido a
una inhibicion del crecimiento microbiano ya que los EAM no afectaron la respiracion
de los hongos en su estudio. Roy et al. (1995a) encontraron una composicion interna
optima del 6% O, para reducir el desarrollo del sombrero durante el almacenamiento
de hongos frescos en EAM.
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Rajaratnam et al. (1993) reportaron una tasa alta de respiracion durante el almacena-
miento de Pleurotus djamor y que la tasa de respiracion decliné rapidamente. Hubo un
decremento de la concentracidon de carbohidratos solubles y de agua a temperatura
ambiente. Asimismo hubo un incremento en las actividades de las enzimas O-difenolo-
xidasas y proteasas, una disminucion de fenoles totales y un aumento en aminoacidos
libres. El grado de decoloracién y la dureza aumentaron con el tiempo de almacena-
miento. Los hongos frescos empacados en bolsas de polietileno tuvieron una vida de
anaquel de hasta seis dias y una concentracion de bioxido de carbono de 9%. Aun un
solo agujero de alfiler en la bolsa (el cual resultd en mayores concentraciones de oxige-
no dentro de la bolsa) disminuy6 la vida de anaquel a menos de un dia.

Bohling y Hansen (1989) encontraron que bajando la concentracion de oxigeno a 2% e
incrementando la concentracion de bioxido de carbono a 10% aumentaba la vida de
anaquel de setas frescas hasta siete dias a una temperatura de almacenamiento de 8°C.
Una mejora similar en la vida de anaquel fue observada cuando la concentracion de
bidxido de carbono fue aumentada a 20-39%. Cuando estos hongos fueron removidos de
las atmosferas controladas y almacenados al aire ambiente, tuvieron una vida adicional
de dos dias.

Henze (1989) encontrd que adicionalmente al enfriado hasta 1°C, mayores concentra-
ciones de CO, mejoraban las cualidades sensoriales de los hongos del género Pleurotus
spp. En efecto, los hongos almacenados al aire a 1°C tuvieron una vida de anaquel de
menos de siete dias, mientras que los hongos almacenados en 30% de CO, y 1% O
tuvieron una vida de anaquel de hasta dos semanas.

2

Riesgos potenciales de EAM

En 1973, se detecto la presencia de la toxina de Clostridium botulinum en hongos envasa-
dos comercialmente (Sugiyama y Yang, 1975). El desarrollo de la toxina en hongos enva-
sados hizo presumir que los hongos que se cosecharon podian venir contaminados con C.
botulinum. Por otra parte, aunque en un estudio realizado en Holanda (Notermans et al.,
1989), C. botulinum no fue detectada en hongos frescos del comercio (<1 espora /100 g
peso fresco), la alta tasa de respiracion de los hongos (alrededor de 500 mg CO,,.peso fres-
cothrt! al aire ambiente, Burton y Twyning, 1989), ademas de una baja permeabilidad de
O, en las peliculas plasticas poliméricas disponibles y utilizadas para envolver hongos, re-
sultan en una muy baja concentracion de O, en el empaque. Este bajo contenido interno
de O, aumenta la probabilidad de una condicion suficientemente anaerobia adentro del
tejido del hongo y es considerado potencialmente riesgoso para el desarrollo de la toxina.

Los hongos inoculados con un gran namero de esporas de tipo A o B de C. botulinum y
sellados en charolas con una envoltura de PVC (con una fase de equilibrio abajo de
2%) demostraron ser capaces de desarrollar la toxina aun cuando los hongos parecian
aceptables (Sugiyama y Yang, 1975). Sin embargo, la toxina detectable en su estudio no
fue producida a menos que una gran cantidad de esporas (104 esporas/hongo) fueran

250



Factores que afectan la vida de anaquel de los hongos comestibles frescos

inoculadas en los hongos. Hauschild et al. (1975) encontraron que el nimero de esporas
viables en los hongos frescos comerciales, naturalmente contaminados, era muy bajo
(<41 esporas por 100 g). Kautter et al. (1978) también indicaron que la posibilidad de
botulismo resultado de hongos envueltos en PVC parece ser minimo. Basado en la reco-
mendacion de 1978 de la Agencia de las Drogas y los Alimentos (FDA por sus siglas en
inglés), es una practica comin hacer dos perforaciones de 1/8 de pulgada a las bolsas de
pelicula de PVC usadas para empacar hongos con el fin de prevenir que el ambiente
interior de la bolsa se vuelva anaerobio (Herr, 1991).

Empagues con humedad modificada

En un estudio sobre la calidad poscosecha de hongos almacenados en EAM, se observo
una condensacion de agua dentro del empague (Burton et al., 1987). Las peliculas plasti-
cas poliméricas comercialmente disponibles tienen una tasa de transmision de vapor hi-
medo notablemente mas baja que la tasa de transmision de O, o CO,. Puesto que los
hongos tienen cerca del 90% de agua al momento de la cosecha (Nichols, 1985) y tienen
muy pocas 0 ninguna forma de prevenir la pérdida de agua de su tejido hacia el aire
(Flegg y Wood, 1985), la humedad interna del empague alcanza su saturacién muy pronto
después del empacado. El agua condensada no s6lo propicia el crecimiento microbiano,
sino que afecta la estética del empaque. Fisioldgicamente, los productos responden de
manera diferente a las condiciones de humedad relativa alta. Esto se debe en parte a sus
diferentes coeficientes de transpiracién (Lentz y van den Berg, 1973) y en parte por sus
diferentes “potenciales de agua” (actividad del agua) (Cook y Papendick, 1978). Por otra
parte, humedades relativas extremadamente bajas pueden causar estrés y encogimiento
del producto fresco. Gormley y MacCanna (1967) encontraron que los hongos almacena-
dos al aire ambiente eran mas duros y tenian una mayor tasa de oscurecimiento cuando se
les comparaba con hongos almacenados en envolturas de plastico. Estos investigadores no
reportaron las condiciones de humedad relativa de la camara de almacenamiento. Un
déficit alto de presion de vapor puede causar una excesiva pérdida de agua, lo que condu-
ce al endurecimiento del hongo durante el almacenamiento poscosecha (Nichols, 1971).

Formas para reducir la humedad interna en el empaque

Una forma de disminuir la humedad es haciendo perforaciones en las bolsas de pelicula
plastica usadas como empaque. Sin embargo, aln un namero pequefio de perforaciones
puede conducir a la posibilidad de alterar las condiciones de EAM dentro del empaque.
Algunos investigadores han usado desecantes como el cloruro de calcio para prevenir el
incremento en humedad relativa en empaques que contienen frutas y legumbres (Eaves,
1960; Scott et al., 1964). La humedad relativa al equilibrio sobre una solucién saturada
de cloruro de calcio se encuentra dentro de un rango de 31-40% a temperaturas entre
5y 25 °C. Por lo mismo, existe la posibilidad de sobre secar el producto dentro del
empaque si se usa cloruro de calcio.

Shirazi (1989) usé diferentes absorbentes de humedad para bajar la humedad relativa
de empaques que contenian tomates verdes, sin embargo con compuestos como el sorbitol,
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xilitol, NaCl y KCI pudo alcanzar un alto equilibrio de humedad dentro del paquete sin
que hubiera sobre secamiento de los tomates. Esta clase de compuestos sigue una isoterma
de absorcién de Tipo | y absorve relativamente poca humedad hasta que la humedad se
acerca a valores altos (alrededor del 70% en el caso de la sacarosa). A altas humedades
relativas, estos compuestos absorben incrementos mayores de vapor de agua. La mayoria
de los alimentos como los cereales siguen una curva en forma de sigma, que representa
a las isotermas de Tipo II. EI Tipo Il es tipica de agentes como el cloruro de calcio, el
cual absorbe una gran cantidad de agua a equilibrios bajos de humedad relativa.

Roy et al. (1995b) estudiaron el empacado de hongos por humedad modificada y deter-
minaron una humedad 6ptima superficial de 90% para un color éptimo. Ellos usaron una
técnica NIR para determinar el contenido de humedad superficial (Roy et al., 1993). Si
se reduce la concentracion de O, ademas de bajar la humedad se puede aumentar la
vida de anaquel de los hongos (Roy et al., 1996). El uso de absorbentes comerciales de
humedad como el barro o la silica gel ofrecen un potencial para comercializar hongos
con empagues con humedad modificada (Anantheswaran y Sunkara, 1996).

Para prevenir la condensacion de agua en empaques con hongos, Nichols y Hammond
(1973b) usaron con mucho éxito charolas hechas con materiales con diferentes capaci-
dades de absorcion de agua como fibra comprimida y carton. Burton et al. (1987) trata-
ron de reducir la condensacion de agua en EAM usando placas absorbentes.
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Aspectos ambientales en el cultivo de hongos

INTRODUCCION

La industria cultivadora de hongos es identificada generalmente como problematica
desde el punto de vista de la calidad ambiental. Esta actitud se debe principalmente a
que en el proceso se usan estiércoles, se opera con areas de composteo a cielo abierto y
se tiene poco control en el manejo del substrato degradado por los hongos (SDH). Estas
operaciones son causantes potenciales de perjuicios ambientales como malos olores,
contaminacion de agua y proliferacién de moscas y otras plagas.

En afos recientes, la produccién mundial de hongos comestibles se ha incrementado
rapidamente (Royse, 1997). Uno de los géneros mas sobresalientes es Pleurotus spp., el cual
se cultiva en muchos paises, especialmente en las naciones en desarrollo. Aunque los
substratos utilizados para el cultivo de las variedades de Pleurotus spp. no incluyen estiér-
coles —y por lo tanto se tiene menos riesgos que con el cultivo de otras especies—, se
deben considerar cuidadosamente los aspectos ambientales de esta actividad producti-
va para evitar problemas de diversa indole. El incremento en la produccién de hongos se
lleva a cabo algunas veces cerca de espacios urbanos donde se ubican los centros de
consumo. En tales areas las precauciones ambientales son muy importantes porque la
creciente densidad poblacional y las condiciones insalubres vuelven a algunas zonas
particularmente sensibles a la calidad ambiental y a los peligros de salud publica.

Este capitulo trata ciertos aspectos de la interaccion entre el cultivo de Pleurotus spp. y
el mantenimiento de la calidad ambiental.

SUBSTRATOS PARA LA PRODUCCION DE PLEUROTUS SPP.

Criterios analiticos para seleccionar el substrato

Puesto que las variedades en consideracion son degradadoras de madera, los substratos
tienen un alto contenido de lignocelulosa. Los materiales lignocelulésicos son los dese-
chos orgdnicos mé&s comunes de las industrias relacionadas con el bosque (madera,
papel, etcétera), agricultura y jardineria. Con el fin de hacer uso de estos desechos y
otros subproductos similares para el cultivo de hongos, se debe determinar su compati-
bilidad con los requerimientos nutricionales del hongo.

Actualmente se han definido los pardmetros y estandares quimicos, fisicos y bioldgicos
que facilitan el estudio de substratos potenciales para el cultivo de Pleurotus spp. En
nuestro trabajo sobre la posibilidad de usar rastrojo de algodén como substrato, adapta-
mos métodos empleados para el analisis quimico de la alimentacion para rumiantes
(Silanikove y Levanon, 1986, 1987). Usando estos métodos analiticos monitoreamos la
humedad, conductividad eléctrica (CE) y valor del pH del substrato fresco, asi como el
contenido de cenizas, nitrogeno, lignina, celulosa y hemicelulosa en la materia seca.
Estos parametros fueron registrados en varias etapas del ciclo de crecimiento del hongo
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sobre rastrojo de algoddn (Silanikove et al., 1988) y se determinaron los valores éptimos
para cada uno de ellos con base en el rendimiento. Los ensayos biolGgicos para la defini-
cion del substrato 6ptimo incluyeron el registro de la tasa de crecimiento en el material
lignoceluldsico, medido en relacion con el didmetro colonial y la calidad, observada en
términos de grosor de la biomasa micelial. De acuerdo con nuestra experiencia, la colo-
nizacion rapida y completa del substrato por el micelio es un requisito clave para obte-
ner buen rendimiento. Aungue tal observacion se basa en parte en una escala subjetiva
de la biomasa, agrega un componente importante a la medida de la compatibilidad
hongo/substrato. Tal analisis de rutina es conducido en la busqueda de diferentes dese-
chos organicos en distintos paises para determinar la factibilidad de producir varieda-
des de Pleurotus (Levanon y Danai, 1998).

Los pardmetros anteriores nos guiaron en nuestros esfuerzos por identificar el substrato
maés adecuado para el cultivo de Pleurotus spp., asumiendo que un analisis preciso puede
brindar datos sobre los cuales basarse para preparar el substrato que provee al hongo de
sus requerimientos.

Reciclamiento de los desechos organicos a traves de la produccién de Pleurotus

Las consideraciones ambientales deben tomar en cuenta el ciclo entero de cultivo y de
utilizacion del substrato. Solamente un esquema de produccién basado en este criterio
puede asegurar que el producto serd el resultado de un sistema ambientalmente amiga-
ble. Este ciclo involucra la coleccion, transporte, almacenamiento y procesamiento de
los desechos usados para el substrato, la siembra, el cultivo y la cosecha de los hongos y
la eliminacion del SDH. Cuando todas estas etapas son realizadas adecuadamente, la
actividad no solamente serd ambientalmente sana sino mas bien ambientalmente bené-
fica. Ofrecemos como un ejemplo, el uso de rastrojo de algodon para el cultivo de
Pleurotus spp. (Levanon et al. 1988). El rastrojo de algodén es un desecho problemético
del cultivo del algodén debido a su alto contenido de lignina y al hecho de que puede
acarrear plagas de una estacion a otra. Usualmente se pica e incorpora al suelo o en
algunos paises se quema, con lo que causa contaminacion ambiental. Nosotros desarro-
llamos su aprovechamiento como un substrato econdémicamente viable para la produc-
cion de este hongo. EI SDH puede ser usado como alimentacion nutritiva para rumian-
tes (vacas, ovejas y cabras) y su estiércol a la vez puede proveer abono organico para uso
en agricultura. Los detalles de este esquema se presentan en los parrafos siguientes.

CONSIDERACIONES AMBIENTALES DURANTE LA PRODUCCION DE HONGOS

Coleccion del substrato, transporte, almacenamiento y proceso

Todos estos pasos son esenciales en el manejo del substrato para el cultivo del hongo. De
acuerdo con nuestra experiencia, la maquinaria estandar para el acopio de granos pue-
de ser adaptada facilmente para colectar el rastrojo de algodén que se usaré en la
preparacion del substrato. Al tratar de encontrar la mejor manera de recogerlo tuvimos

262



Aspectos ambientales en el cultivo de hongos

que sortear varias dificultades: a) El periodo de colecta deber ser bastante corto debido
a la necesidad de voltear el suelo lo més pronto posible antes de que inicie la lluvia. b)
El rastrojo de algodon en el norte de Israel contiene 60% de humedad y no puede ser
dejado en el campo después de cortarlo porque empieza a descomponerse de manera
inmediata. ¢) La maquinaria que se usa normalmente para picar los tallos antes de
incorporarlos al suelo no los colecta.

El dltimo problema fue resuelto empleando una cosechadora de forraje, la cual corta,
pica y carga el forraje en un remolque o camioneta. Aqui es donde se tuvieron que
hacer adaptaciones a la maquinaria porque los tallos de algodon contienen mucho mas
lignina que el forraje. Por ejemplo, son méas lefiosos y por lo tanto mas dificiles de cortar
y picar. Sin embargo, el uso de esta maquinaria después de las adaptaciones proporciond
un método muy eficiente y rapido de colectar y transportar los tallos. Los cultivadores
con los que trabajamos quedaron muy satisfechos con la operacidn porque se dejo el
campo limpio de materiales que se degradan lentamente y que ademas contienen pla-
gas (como el picudo o el gusano del algodonero) gue exigen un barbecho mas eficiente
gue el normal.

El transporte puede ser caro por la alta relacién volumen/peso del material, por lo que
se recomienda el picado y la compactacion antes del traslado. Se debe tener cuidado
de evitar la dispersion del material cubriendo la carga para minimizar pérdidas y para
no dejar basura en los caminos. Ademas de las muy obvias razones para mantener las
carreteras limpias, esta el problema de la diseminacion de patogenos de plantas. Como
resultado de esto, muchos paises tienen enérgicas leyes que controlan el tansporte de
dichos materiales. Estos aspectos deben ser tomados en cuenta como parte de la pla-
neacion de la produccion de una planta de cultivo de hongos comestibles ambiental-
mente amigable.

El almacenamiento también es un aspecto importante del ciclo de produccion. Las uni-
dades de produccion de hongos planean su trabajo durante todo el afio para asegurar el
suminstro continuo de hongos al mercado. Aunque la materia prima para el substrato de
Pleurotus spp. es estacional, las instalaciones para el almacenamiento deben ser esen-
cialmente concebidas para el mantenimiento de un suministro de substrato durante
todo el afio. Para minimizar las pérdidas por fermentacion se debe mantener el material
en lugares sombreados y climas secos. Puesto que el algodén contiene 60% de hume-
dad, es imposible almacenarlo tal cual. El secado involucararia el uso de secadoras
especiales y resultaria caro. Después de considerar otras posibilidades, nosotros hicimos
una prueba de ensilado (Silanikove y Levanon, 1986, 1987). Los resultados fueron muy
prometedores: encontramos que compactando la pila y cubriendola con hoja de PVC se
creaban condiciones anaerobias que permitian disminuir el pH como en el ensilado de
cereales verdes forrajeros (por ejemplo maiz o trigo). EL rastrojo de algodon picado fue
conservado por ensilado en condiciones apropiadas por mas de un afio para usarlo como
substrato.
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El escalamiento del proceso se logré almacenando el rastrojo de algodon en instalacio-
nes originalmente construidas para el ensilado de cereales (Silanikove et al., 1988). De
esta manera, el producto ensilado fue usado con éxito como substrato para el cultivo
comercial de Pleurotus spp. y de Lentinula edodes (Levanon et al., 1993).

Aungue esto es solo un ejemplo del manejo del substrato, contiene todos los aspectos
gue deben de tomarse en cuenta para el desarrollo exitoso del cultivo de Pleurotus spp.

Dafio posible al ambiente por la produccion de hongos comestibles

Las instalaciones para compostear son conocidas por causar problemas ambientales. La
emision hacia el aire de compuestos volatiles y los efluentes residuales del composteo
son los principales factores que requieren atencién. La contaminacion del aire, el agua
y el suelo por desechos agricolas e industriales causan creciente preocupacion y dan
lugar a una acelerada legislacion ambiental. En paises industriales densamente pobla-
dos, las actividades de composteo estan estrictamente reguladas y el composteo en inte-
riores o in door se estd volviendo una obligacion, ya que representa una Gltima solucion
al problema de los olores, especialmente cerca de areas pobladas.

Esta situacién afecta principalmente el composteo para la produccién de Agaricus spp.
Los productores de composta para este hongo se ven forzados a invertir en instalaciones
en interiores de este tipo para cumplir con las nuevas regulaciones ambientales.

El procesamiento del substrato para Pleurotus spp. no puede ser considerado como un
composteo, pero su produccion incluye etapas que causan olores, especialmente cuando
no son realizados cuidadosamente: a) Algunas veces la etapa de humedecimiento y
mezclado se prolonga por algunos dias y el substrato inicia un proceso de fermentacion.
Aun cuando esto es s6lo por un corto tiempo (2-4 dias), puede causar la emision de
olores como resultado de las condiciones anaerobias de la pila. Para minimizar este
problema, se recomienda aerear la pila por volteo, o con aireacion forzada, asi como
aerear el agua de remojo. b) Los malos olores son ocasionados a veces durante el periodo
de pasteurizacion, antes de la inoculacion, especialmente cuando ésta se hace con
vapor y airacion forzada. El uso de tineles modernos de pasteurizacion disminuye dicho
fendmeno, porque contienen sistemas de circulacion de aire y filtros quimicos y bioldgi-
cos contra malos olores.

Los pasos posteriores del cultivo de Pleurotus spp. son menos problematicos para el am-
biente; pero aun asi, la planta productora debe mantener estrictas condiciones de hi-
giene y debe evitar la diseminaciéon de desechos del substrato de los hongos o de cual-
quier otro material proveniente del cultivo hacia las instalaciones mismas o hacia las
areas circunvecinas. Los patogenos de Pleurotus spp., especialmente hongos y moscas se
acumulan y multiplican en tales areas, por lo que las medidas que aseguren la adecuada
disposicion de los desechos deben ser parte ordinaria de los reglamentos ambientales.
Por otra parte, el seguimiento de estos reglamentos es necesario para lograr una produc-
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cién de hongos exitosa con un dafio minimo al rendimiento o la calidad, mientras que al
mismo tiempo se minimiza el dafio a los alrededores por moscas, mosquitos, roedores y
otras plagas y patégenos provenientes de este sistema.

Darfio potencial a los trabajadores por alergias a esporas

La “fiebre del heno” es un fendmeno bien conocido que causa una reaccion alérgica
debida a la presencia de substratos como el heno o el rastrojo (entre algunas otras
causas). Existe también otra enfermedad, conocida como el mal del granjero (“farmer’s
lang” en inglés) que se presenta entre los trabajadores, principalmente durante la cose-
cha del heno o los cereales y rastrojos. En ambos casos, la causa principal esta relaciona-
da con la diseminacion de grandes cantidades de esporas de hongos, y de actinomicetos
especialmente, del material vegetal hacia el aire. Actualmente, la Unica manera efec-
tiva de evitar esta enfermedad, en personas que son sensibles, es mantenerlas alejadas
tanto como sea posible, de las actividades de cosecha.

Durante el cultivo de Pleurotus spp. los trabajadores se exponen a alergias similares, en
este caso por esporas del mismo Pleurotus spp. Puesto que la morfologia de los hongos de
este género es tal que el himenio no se encuentra cubierto por un velo (al contrario de
otros hongos como A. bisporus), las esporas se diseminan rapidamente en el aire. Debido
a ello, el aire en los cuartos de crecimiento se carga de esporas, especificamente duran-
te los Gltimos dias de desarrollo del cuerpo fructifero.

La sensibilidad de los trabajadores expuestos a estas esporas varia y es impredecible
antes de una primera exposicion. Algunos desarrollan una reaccion alérgica casi inme-
diata, mientras que otros la desarrollan solo de manera gradual, después de cierto na-
mero de exposiciones. En este caso, los sintomas alérgicos generalmente crecen si la
exposicion se prolonga. Por otro lado, algunos trabajadores son casi inmunes a la alergia
y no desarrollan ningdn tipo de sintoma.

Nosotros hemos tenido la oportunidad de observar este fendmeno durante las primeras
etapas de operacion de varias plantas cultivadoras de Pleurotus spp. Debido a ello, he-
mos podido estudiar el impacto de la exposicion de esporas a grupos nuevos de trabaja-
dores. Este estudio fue conducido en cooperacién con el Departamento de Pulmones
del Hospital Local (Rivka Ziv Hospital, Tsfat). El estudio mostré un constante incre-
mento en la incidencia y severidad de las reacciones alérgicas de los trabajadores a las
exposiciones continuas de las esporas del hongo.

Esta situacion hizo necesario el uso rutinario de méascaras contra polvo fino en cada
actividad en los cuartos de crecimiento, las cuales minimizaron la exposicion a las espo-
ras y eliminaron casi completamente las reacciones alérgicas. El sistema de ventilacion
de los cuartos de crecimiento debi6 adaptarse para reducir la circulacion de esporas. Se
usé una criba fina para cubrir la entrada de aire recirculado en los cuartos de creci-
miento. La criba debia limpiarse regularmente y cambiarse con frecuencia para asegurar
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su funcionamiento adecuado. Por otra parte, de este estudio surgié la recomendacion
de que es preferible cosechar siempre los hongos antes de que suelten las esporas.

En afios recientes, se han hecho esfuerzos para desarrollar cepas de Pleurotus spp. con
esporulacién reducida. La eventual hibridacion de cepas sin esporas es la Ultima solu-
cion al problema de las alergias.

UsO DEL SUBSTRATO DEGRADADO POR LOS HONGOS (SDH)

Uso de SDH de especies de Pleurotus como alimento para rumiantes

El uso de desechos lignocelulésicos para alimentacion animal est4 limitado por la baja
digestibilidad de estos en el rumen. Esto es porgue las moléculas de lignina cubren los
polisacaridos (especialmente celulosa) y los protegen de la degradacion por las enzimas
de la microflora del rumen. Por lo mismo, aunque muchos subproductos agricolas (ras-
trojos, hojas y otros) contienen significantes cantidades de polisacéridos, casi no estan
disponibles para los rumiantes sin deslignificacion previa. Esto puede hacerse por me-
dios fisicos, quimicos o bioldgicos (Zadrazil, 1998). Todos los tratamientos son efectivos
para reducir la lignina selectivamente, y por lo mismo, para aumentar la digestibilidad
de la celulosa remanente; el factor limitante es el costo del tratamiento, el cual usual-
mente es mas alto que el precio del material tratado.

Los hongos del género Pleurotus pueden utilizar un amplio rango de materiales lignoce-
lul6sicos para su crecimiento, asi como también pueden crecer en un amplio rango de
temperaturas y pueden por lo tanto ser utilizados para el propésito de reciclaje. Este
hongo utiliza la lignocelulosa durante sus primeras etapas de crecimiento y después
degrada selectivamente la lignina (Kerem y Hadar, 1992). En nuestro estudio sobre el
cultivo de Pleurotus spp. en una mezcla de rastrojos de trigo y de algodén, encontramos
que el decremento en el contenido de lignocelulosa puede alcanzar el 36% durante el
periodo de crecimiento del hongo (50-60 dias) (Levanon et al., 1993).

Hadar et al. en 1993 demostraron mediante estudios in vitro que si el rastrojo de algodén
se somete a mas de 60 dias de crecimiento con Pleurotus spp. puede obtenerse un incre-
mento del 20 al 41% en la digestibilidad del substrato. A pesar de ello, los intentos para
desarrollar una técnica que use Pleurotus spp. como agente biol6gico para convertir el
rastrojo en un alimento nutritivo para ganado (a través de la degradacion de la lignina),
no han sido econémicamente exitosos. Esto se explica principalmente por
la atn baja digestibilidad del producto obtenido, la cual no garantiza el costo del trata-
miento. Por el contrario, la combinacién de cultivar Pleurotus spp. por sus hongos y luego
utilizar su SDH para alimentacion animal parece prometedora (Levanon et al., 1988).
En este caso, el SDH tiene un valor nutritivo comparable al heno de cereales. Una
desventaja de este procedimiento es la humedad del SDH (60-70%), que es mayor que
la del heno e involucra costos de transporte mas altos y la necesidad de un proceso de
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conservacion para evitar la contaminacion y la pudricion. Otra desventaja resulta ser el
alto contenido de cenizas (12-20% en peso seco), la cual limita la proporcion del SDH
que puede ser incluida en la dieta alimenticia.

Como ventaja comparativa se puede decir que el SDH tiene un alto contenido de
proteina (8-10% materia seca). De hecho los aminoacidos constituyentes de estas pro-
teinas sugieren que durante el crecimiento del hongo tiene lugar una fijacion de nitré-
geno mineral porque el contenido de nitrdgeno del hongo es superior al de los substratos
en los que crece (Hadar et al. 1993). Otra ventaja es el hecho de que puesto que la
produccion de hongos se efectia durante todo el afio, el aprovisionamiento de SDH
para alimento animal no esta sujeto a limitaciones estacionales.

Hadar et al. (1993) demostraron que el SDH procedente del cultivo de Pleurotus spp.
sobre una mezcla de rastrojos de algodén y trigo (RAT) puede reemplazar 30% del
alimento diario para ovejas y vaquillas. Este procedimiento ha sido adoptado por varios
ganaderos en lsrael, a pesar del hecho de que se practica un esquema muy intensivo de
alimentacion y que el alto contenido de cenizas del SDH pone limitaciones al uso de
mayores proporciones de este en el alimento. En esquemas alimenticios menos intensi-
VOs, se espera que una mayor proporcién de SDH pueda ser usado para satisfacer las
necesidades alimenticias de los animales. En el caso de SDH almacenado, si se usa mez-
clado con granos triturados de cebada en el ensilado también puede reemplazar el 30% de
los requerimientos nutritivos de ganado vacuno (Danai, communicacién personal).

El uso de SDH de Pleurotus spp. como alimento animal requiere un cierto nimero de
atenciones: 1) Se debe tener mucho cuidado en evitar la presencia de agentes contami-
nantes en el SDH (el cultivo correcto del hongo evitara la contaminacion con plagas,
como moscas 0 mohos, asegurando un SDH limpio). 2) Las bolsas de plastico y otros
implementos del cultivo de hongos deben ser eliminados del SDH para evitar dafios al
ganado. 3) La proporcion de SDH en la alimentacion debe incrementarse gradualmen-
te hasta que se alcance el éptimo. Tal proceso da tiempo a la microflora del rumen para
adaptarse a este material alimenticio poco usual. Un aumento gradual del SDH en la
dieta asegura un uso durante un periodo prolongado.

Si el suminsitro de SDH es mayor que las necesidades inmediatas para la dieta de los
animales, puede conservarse por ensilaje. Se recomienda agregar forraje cerealero como
trigo, cebada o maiz, por ejemplo, para asegurar un ensilaje adecuado. En el caso de que
el pH del ensilado no disminuya abajo de 5.0 espontdneamente, se puede usar un agen-
te comercial para la reduccion de pH.

En visitas a Hungria y Eslovenia observamos el uso de SDH como indculo en la produc-
cion de alimento animal. Puesto que el indculo es uno de los componentes caros del
cultivo de Pleurotus spp. este uso representa un considerable ahorro. En el caso observa-
do, el SDH fue mezclado en aproximadamente proporciones iguales con desechos orga-

267



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

nicos (olote de maiz, aserrin hojas, etc) y cubierto con polietileno negro para evitar la
luz e incrementar la concentracion de CO,. El substrato estaba listo para usarse como
alimento animal después de 4-6 semanas. El principal problema en este procedimiento
parece ser el alto riesgo de contaminacion por mohos.

Potencial de especies del género Pleurotus en la biodegradacién de contaminantes
ambientales

Los hongos de pudricion blanca tienen la habilidad de degradar compuestos xenobiéticos,
los cuales son quimicos organo-sintéticos usados en la industria, la agricultura, el trans-
porte y el hogar. Entre estos compuestos se encuentran plaguicidas toxicos y otros pro-
ductos que ponen en peligro la salud humana y la calidad ambiental. La contaminacion
del agua, el aire, y el suelo por dichos quimicos es uno de los retos mas comunes para la
estabilidad del ambiente. Las enzimas exocelulares no especificas, que permiten a los
hongos de pudricién blanca degradar sus substratos, especialmente lignina, son también
capaces de degradar o transformar contaminantes organosintéticos (Reddy, 1995).
Masaphy et al. en 1993 estudiaron la habilidad de Pleurotus spp. para degradar plaguici-
das en fermentacion en estado liquido y sélido. Ellos demostraron que en cultivo liqui-
do P pulmonarius transformaba y detoxificaba herbicidas del grupo de la triazine. Estos
herbicidas son los mas comdnmente utilizados y por lo tanto sus residuos contaminan
fuentes de agua en todo el mundo. Otros estudios sobre la fermentacion en estado
solido de rastrojo de algoddn por Pleurotus spp. demostraron el potencial que representa
el uso de esta habilidad para la filtracion bioldgica del agua (Masaphy et al., 1996a, b).
Los substratos lignocelulésicos tienen la particularidad de adsorber los plaguicidas, y
esta capacidad se potencia porque el hongo degrada parcialmente estos compuestos.
Después, el hongo transforma y degrada el plaguicida que fue adsorbido por el substrato.
Esta combinacion puede ser usada con SDH para el desarrollo de biofiltros para el
tratamiento del aire, el agua y el suelo contaminados. La adicion de substrato fresco al
hongo le permite crecer y continuar su actividad degradadora. La existencia de micelio
activo es crucial para la continuacion de esta actividad, mientras que la adicion de
substrato lignocelulésico fresco induce una continuada actividad lignocelulolitica por
el hongo (Masaphy y Levanon, 1992). La necesidad de sistemas econémicos de filtra-
cion para reducir la contaminacion ambiental estd en aumento constante y el SDH de
especies de Pleurotus reciclado ofrece un potencial promisorio para este proposito.

Usos adicionales

Un namero de opciones fueron mencionadas en un simposio sobre los usos beneficos del
SDH derivado del cultivo de Agaricus spp. (Levanon et al., 1994), las cuales incluyeron
las siguientes:

= Como un mejorador organico para macetas, por ejemplo como substituto de turba.
La demanda de tal material aumenta en proporcion al uso creciente de medios
especificos en agricultura, como puede ser en la horticultura. EI SDH es usado para
este proposito de manera creciente.
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< Como un abono organico en agricultura y horticultura.

< Como un componente primario para la reconstruccion de pantanos. Estos pantanos
han sido disefiados para remediar el agua efluente del drenado de minas. El conte-
nido organico de los SDH sirve como soporte para el desarrollo de flora y fauna en el
pantano pero también absorbe metales pesados del agua contaminada.

< Como un estabilizador organico de suelo en sitios severamente perturbados. Esto
incluye minas abandonadas, sitios de excavacion, laterales de carreteras, especial-
mente en areas montafiosas y espacios verdes urbanos multiusos.

En visitas a plantas de Pleurotus spp. en Italia observamos que el SDH se usa en el
composteo de desechos agricolas tanto como agente para dar volumen (bulking) con
desechos organicos municipales y aguas de drenaje, como para substrato en vermicom-
posteo. Este Ultimo es un proceso en el cual el substrato organico sirve como nutriente
especial para lombrices del suelo. El substrato transformado en vermicomposta también
es considerado como un aditivo de alta calidad para el cultivo de plantas ornamentales.

Puesto que la produccion de Pleurotus spp. en Europa y EUA es baja, comparada con la
de A. bisporus, se produce menos SDH y la presién ambiental par hacer uso del SDH de
Pleurotus spp. es coincidentalmente reducida. Sin embargo, encontrar usos positivos,
como los mencionados anteriormente o algunos adicionales, es esencial dondequiera
gue se cultive o planee cultivar Pleurotus spp. Una vez que tales usos estan identifica-
dos, el SDH puede ser utilizado sanamente para dejar por lo general un margen muy
superior al costo de desecharlo.

Observaciones finales

En el cultivo moderno de hongos, las consideraciones ambientales son una parte inte-
gral del plan de produccién. El concepto basico de agricultura sustentable implica el
reciclado de materiales, lo cual significa que hay un uso potencial para cada subproducto,
por lo que cada uno de estos es considerado como substrato potencial en lugar de un
producto de desecho. Esto también significa que un ambiente sano y limpio no es menos
importante que los altos rendimientos y la buena calidad del producto. Es mejor iniciar
el programa de reciclado de manera voluntaria que verse forzado a hacerlo por la legis-
lacion ambiental: Un programa planeado de manera integral puede ser mas barato y méas
eficiente que una adicion posplaneada. En el largo término, tal enfoque incrementard
la productividad y los beneficios.

Como un ejemplo de un plan de reciclado en la produccion de hongos, ofrecemos nues-
tra experiencia con el cultivo combinado de A. bisporus y Pleurotus. spp. Este proceso
estd basado en la cosecha y en las instalaciones agroindustriales en el norte de Israel
(figura 1, de acuerdo con Levanon y Danai, 1998).

Este esquema sigue las condiciones especificas del norte de Israel, pero el concepto
general es claro: Los desechos en cada etapa representan el substrato para la etapa
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Figura 1. Representacion esquematica del reciclado en el cultivo de Pleurotus y Agaricus.
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siguiente y la produccion de Pleurotus spp. esta basada en el uso de rastrojo de algodon
como substrato. EI SDH es usado como alimento para ganado y el estiércol de los
alimentaderos es usado para generar biogas para energia. La fase sélida del efluente del
digestor (llamada cabutz) se separa de la fase liquida, y es usada como suelo de cobertu-
ra en el cultivo de A. bisporus. A su turno, el SDH de esta etapa es recomposteado y
usado como abono en el campo, para el algoddn, y por lo tanto cierra el ciclo. Como se
ha demostrado, los productos son sacados del sistema y los subproductos contindan
fluyendo hasta que el ciclo se completa. Los ciclos de produccion por cada unidad de
cultivo pueden ser planeados en base a este ejemplo, de acuerdo a condiciones locales.
Tales planes deben ser continuamente ajustados de acuerdo a cambios en el mercado,
en el ambiente y por otras circunstancias locales como el costo de la mano de obra, etc.
Este procedimiento significa un esfuerzo continuo para encontrar los substratos mas
factibles y baratos, asi como la seguridad de los canales de reciclaje para los substratos
degradados y los subproductos.
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Aspectos econdmicos de la produccion de Pleurotus spp.

INTRODUCCION

La estimacion del costo de produccion y la rentabilidad del cultivo del hongo ostra
puede hacerse por medio del calculo de los gastos en las tres etapas de su produccion:
Produccién de semilla, Preparacion del substrato y cultivo, asi como en el manejo pos-
cosecha y mercadeo. Segln la situacion prevaleciente, un cultivador puede comprar
semilla o substrato de otra empresa y solamente ocuparse del cultivo y del mercadeo o
puede establecer una empresa integrada que tenga todas las facilidades necesarias para
producir semilla y substrato, cultivar, procesar y vender los hongos. Segun el caso, la
inversion y los gastos de establecimiento de la empresa (infraestructura, equipo, maqui-
naria), asi como los costos fijos y variables diferirdn en los dos casos. Los costos fijos
incluyen: sueldos; gasto administrativo; 1/4 del capital de trabajo; depreciacion de la
infraestructura, equipo y maguinaria por el tiempo; interés sobre el capital prestado. Por
otra parte, los costos variables incluyen los costos del substrato, semilla, material de
empague, mano de obra, agua, electricidad y otros gastos incurridos de naturaleza simi-
lar, asi como el interés de mantener el capital trabajando. Es obvio que el costo variable
es determinado por la cantidad de inversion hecha, o en otras palabras, por la magnitud
de la capacidad instalada y las capacidades técnicas de la empresa. En razon de las
posibles variaciones en estos aspectos, la inversion, los costos y la economia general de
cada paso se mencionan a continuacion de manera separada.

EcoNOMIA DE LA PRODUCCION DE SEMILLA

La preparacion o la disponibilidad de la semilla es el factor més critico en la produccion
del hongo ostra. La produccion de semilla pura y de calidad es un proceso de alta tecno-
logia y debe recibir el méximo de atencion, puesto que puede convertirse en un factor
limitante de cualquier esfuerzo de produccion. Por lo tanto, cualquier aventura comercial
debe preferir tener su propias instalaciones para produccion para que el ciclo de creci-
miento y los compromisos del mercado puedan ser mantenidos de manera armoénica y los
suministros sean cumplidos de la manera comprometida. La dependencia de otro labora-
torio de semilla trae riesgos de no disponibilidad en momentos cruciales, falta de seguri-
dad en la cantidad/calidad, costos mas altos, los cuales incrementan los costos de insu-
mos, deterioro/dafio de la semilla durante el transito desde el laboratorio, etcétera.

Para la produccién de semilla de calidad, se requiere un laboratorio equipado y ope-
rado por técnicos bien entrenados y trabajadores calificados. Esto significa inversion,
pero vale la pena, ya que con un poco mas de gasto, puede ser autosostenible, por
medio de 1) la produccién de cantidades extras de semilla a cultivadores pequefios,
2) la produccion de cultivos puros de varios hongos para venta a otros laboratorios y 3)
la produccion de rhizobium y otros cultivos de hongos/bacterias que se estan volvien-
do populares como biofertilizantes o agentes de control biol6gico en una diversidad
de cultivos agrondmicos.
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A continuacién se presenta la inversion estimada para el establecimiento de un labora-
torio con capacidad para la produccion de alrededor de 25,000 kg (35,000 I) de semilla
de grano por afio, asi como sus costos de produccion. Es necesario recalcar que estos
datos pueden variar de un lugar a otro segun los precios/salarios locales, y otros factores.

Capital de inversion
Producto: Semilla de hongo ostra
Capacidad instalada: 25,000 kg (35 000 I) por afio

Costo en ddlares de EU

1) Terrenoy desarrollo del sitio 2,000.00

2) Obracivil, area 186 m? 13,000.00

3) Equipo, maquinaria e instalaciones 10,000.00

4) Equipo de oficina 250.00

5) Gastos preoperativos 2,000.00

6) Gastos de entrenamientoy consultoria 750.00

7) Capital de trabajo (25%) 2,250.00
Total en délares 30,250.00

Nota: Equivalencia de 1 délar EU: 10 pesos mexicanos.

Costo de produccion
A) Costo variable (en délares de EU)
Materias primas, incluso granos, algodon,

botellas, bolsas, vidrieria, quimicos, etc. 2,500.00
Costo de energia 2,500.00
Salarios y pago de técnicos 4,000.00
Interés del capital de trabajo (12.5%) 281.25
Total en ddlares 9,280.00

B) Costos fijos (en dolares de EU)

Depreciacion de edificio (5%) 650.00

Depreciacion de equipo (10%) 1,025.00

Interés sobre el capital fijado (15%) 4,540.00
Total en ddlares 6,215.00

Costo total (en dolares de EU)
C) Costo total (25,000 kg de semilla) (A+ B) 15,500.00
D) Costo unitario de un kg de semilla 0.62

Egresos / Recuperacion (en dolares de EU)

Ingreso bruto (US 1.50/ kg de semilla) 37,500.00
Recuperacion sobre costos variables 28,220.00
Ganancia neta 22,000.00
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Analisis econémico
El costo y el beneficio de cada kilogramo de semilla producida en tal unidad de produc-
cion puede ser indicado como sigue:

Costo (en ddlares de EU)

Costo variable total por kilogramo de semilla 0.37
Costo fijo por kilogramo de semilla 0.25
Costo total por un kilogramo de semilla 0.62

Beneficio (en délares de EU)

Ingreso bruto 1.50
Ingreso sobre costo variable 1.13
Beneficio neto 0.88

Eficiencia econémica (en délares de EU)

Relacidn egresos/ingresos 2.42
Relacion bruta (costos totales/ingreso bruto) 0.41
Coeficiente de rotacion del capital

(ingresos brutos/costos fijos) 1.24
Relacion de operacion 0.24
Tasa de retorno sobre el capital

(beneficio neto/capital fijo) 0.72

El anélisis de la eficiencia econémica de la unidad propuesta indica que cada dolar
invertido como costo total de la unidad producird un ingreso bruto de 2.42 ddlares y
0.41 se requerirdn para ser invertidos para tener un beneficio bruto de 1.50 délares por
produccion de semilla. Por lo tanto, a partir del coeficiente de rotacion del capital, se
puede inferir que por cada ddlar de capital invertido puede generarse un ingreso bruto
de 1.24 ddlares. De manera similar, el coeficiente de operacion de 0.24 indica que un
ingreso bruto de 1.5 délares puede ser ganado si se invierte solo 0.24 délares como costo
variable total. Finalmente, la tasa de retorno sobre el capital de la unidad bajo referen-
cia también indica una situacion favorable puesto que implica que cada dolar de capi-
tal invertido puede generar una ganancia neta de 0.72 ddlares por cada kilogramo de
semilla producida en la unidad.

En los célculos dados arriba se usaron conceptos establecidos de costos y retorno, es
decir 1) costos fijos: por ejemplo gastos de capital al establecer el laboratorio de semilla
que incluyen equipos e instalaciones, y gastos previos al establecimiento como capacita-
cion, consultoria, entre otros. Ademas del 25% de capital de trabajo, y 2) costo total de
produccion, lo que incluye costos variables en insumos y materia prima més salarios y
sueldos de los trabajadores del laboratorio interés sobre el capital de trabajo. 3) Costos
por la depreciacion de edificios y equipos, asi como interés sobre costos fijos. De lo
anterior, es evidente que la unidad de produccion de semilla, si trabaja a plena capaci-
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dad, haria un beneficio neto de 0.88 dolares por cada kilogramo de semilla producida y
22,000 dolares al afio.

EcoNOMIA EN EL COSTO DE PRODUCCION DE HONGOS

Inversion, costos y retorno

Existe una amplia variacion en el método, escala y substratos usados para cultivar el
hongo ostra en diferentes paises 0 aun en diferentes areas de un pais. Por lo tanto, los
datos econdmicos varian considerablemente. Sin embargo, al menos un aspecto es co-
mun: casi en cualquier parte s6lo es practicado el cultivo estacional sin control de
clima, lo que hace al cultivo una actividad mucho menos cara. El costo de operacién es
mantenido a un nivel minimo también al utilizar substratos que pueden ser conseguidos
facilmente en la localidad donde se establece la empresa. Ademas, el hongo ostra se
puede cultivar sobre substratos frescos o fermentados y el costo de la pasteurizacion
disminuye al no requerir de un calentador o un tanel y sus auxiliares. Una pasteuriza-
cion efectiva del substrato se puede alcanzar ya sea por inmersion en agua caliente a 60-
70°C por algun tiempo o por la inmersion durante la noche (16-18 hs) en agua con 75
ppm de carbendazim y 500 ppm de formaldehido en un tambor/tanque cubierto con una
tapadera (Vijay y Sohi, 1987). La inmersion en agua caliente también ayuda a remover
los componentes solubles del substrato, los cuales frecuentemente son fuente de atrac-
cion para hongos contaminantes.

El nivel en el cultivo del hongo ostra también difiere ampliamente, desde nivel casero
hasta un cultivo comercial pero alin en estos casos su tamafio y su capacidad es mu-
cho mas pequefia en relacion con las plantas productoras de champifion. En la India,
el cultivo del hongo ostra es mas popular en los estados del Sur, particularmente en
Karnataka y Tamil Nadu. En Karnataka, se pueden distinguir y agrupar tres escalas
diferentes de cultivo: plantas pequefias con menos de 400 bolsas por ciclo de cosecha;
plantas medianas con 401-800 bolsas por ciclo de cosecha; y plantas grandes con mas
de 800 bolsas por ciclo de cosecha. Generalmente se realizan ocho ciclos en un afio
por tales cultivadores, con 34-45 dias por ciclo (Mamatha, 1998). Aunque Madan y
Thakur (1991) han mencionado varios substratos para el cultivo del hongo ostra en la
India, tales como rastrojo de trigo, cascara de arroz, aserrin, tallos de maiz, hojas
secas y desechos de la industria alimenticia, pero en los estados del sur de este pais
solamente se usa rastrojo de maiz para el cultivo. Es el mismo caso de los estados del
este, del noreste y del centro. Por otra parte, en los estados del noroeste del Punjab,
Haryana e Himachal Pradesh, se usa rastrojo de trigo, aunque en estos estados el
cultivo del hongo ostra es mucho menor que el champifién. Ningln otro substrato se
usa en India en un contexto considerable. En otros paises, sin embargo, existe mas
diversidad en los substratos utilizados como rastrojo de trigo y de cebada, olote de
maiz, cascara de semilla de algodon, aserrin, pulpa de café, rastrojo de arroz, desecho
de algoddn, entre otros.
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Al ver todas estas variaciones, aqui se presenta el andlisis econdmico de algunos mode-
los, con el fin de dar una idea generalizada de la empresa en una situacion particular.

Plantas del sur de la India

Mamatha (1998) realizd un analisis econémico de pequefias, medianas y grandes plan-
tas de Karnaka y analiz6 su plan de inversion, costo de produccion y beneficio, los
cuales se resumen en las tablas 1-3.

Tabla 1. Distribucidn del capital en plantas de cultivo del hongo ostra.

Inversion en délares EU

Planta pequefia

Planta mediana

Planta grande

1. Obracivil 791.60 (75.15) 1536.35 (86.59) 3172.75 (89.66)
a) Terreno 205.75 (19.53) 595.73 (33.58) 883.57 (24.97)
b) Edificio 585.75 (55.62) 940.62 (53.01) 2289.17 (64.69)
2. Equipo, maquinaria e instalaciones 261.71 (24.84) 237.88 (13.40) 365.75 (10.33)
a) Maquinariay equipo 246.62 (23.41) 220.26 (12.42) 343.48 (9.70)
b) Equipo de oficina 15.08 (1.43) 17.26 (0.98) 22.26 (0.63)
Total 1053.31(100.00)  1774.23(100.00)  3538.50 (100.00)
* Los nimeros en paréntesis representan los porcentajes del total.
Tabla 2. Costo de Produccion del hongo ostra
Concepto Inversion en dolares de EU
Planta Pequefia Planta mediana Planta grande
i) Materia prima, rastrojo, semilla, 307.11 (53.56) 705.73 (55.46) 1382.42 (52.91)
bolsas de polypapel, pesticidas,
gastos de transporte y miscelaneos
ii) Costo de energia 46.00 (8.08) 81.71 (6.41) 289.11 (11.06)
iii) Salarios 186.48 (32.52) 410.64 (32.25) 787.46 (30.14)
iv) Interés sobre el capital de trabajo 33.73 (5.88) 74.88 (5.88) 153.68 (5.88)
Total 573.32 (100.00) 1272.96 (100.00)  2612.67 (100.00)

* Los numeros en paréntesis representan los porcentajes del total.

Los datos en la tabla 1 indican que la inversion promedio en una planta pequefia, prome-
dio y grande fueron de 1,053, 1,774 y 3,538 ddlares respectivamente de los cuales el grueso
de la inversion (75-89%) fue para la compra del terreno y del edificio y el resto fue para los
equipos y maquinarias, tales como anaqueles, calentadores (tambores), aspersores, ex-
tractores, balanzas, tuberia de agua, molinos, cortadoras, mesas y sillas, etcétera.

En la tabla 2, se presenta el costo variable de produccion de ocho ciclos en un afio. Esto
muestra que la distribucion del gasto en materias primas, salarios e interés sobre el
capital de trabajo exhibié una mayor uniformidad entre las tres categorias de plantas.
Solamente en lo que respecta a energia, la planta méas grande gasté méas en relacion con
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Tabla 3. Costo/beneficio del hongo ostra de plantas de cultivo con ocho ciclos por afio

Concepto Costo y beneficio en ddlares de EU
Planta pequefia Planta mediana Planta grande
1. Costo total variable 573.32 (73.36) 1,272.96 (79.51) 2,612.67 (79.73)
Costos fijos (a+b-+c) 208.20 (26.64) 328.08 (20.29) 664.13 (20.27)
a) Depreciacion de edificios 5% 208.20 (26.64) 328.08 (20.29) 664.13 (20.27)
b) Depreciacion de maquinaria  10% 26.20 (3.35) 23.80 (1.48) 36.57 (1.12)
c) Interés sobre el capital fijo  14.5% 152.72 (19.54) 257.26 (16.07) 513.08 (15.66)
3. Costo total (1+2) 781.52 (100.00)  1,601.04 (100.00) 3,276.80 (100.00)
4. Produccion de hongos (kg)* 1,538.00 3,719.00 7,235.00
5. Precio de los hongos (US$/kg) 0.757 0.692 0.744
6. Ingreso bruto (4x5) US$ 1,164.26 2,573.54 5,384.44
7. Retorno sobre el costo variable (6-1) 590.94 1,300.58 2,771.77
8. Beneficio neto (6-3) 383.73 972.50 2,107.64

* El nimero de bolsas cultivadas en un afio fue de 2487,5518 y 10,732 en las plantas pequefias, mediana y grande
respectivamente. Los nimeros en paréntesis representan los porcentajes del costo total.

las otras dos. Es también evidente que el grueso del costo variable (83-89%) se va en
materias primas y salarios en las tres categorias de plantas.

Basados en los costos fijos y variables, el analisis de costo/beneficio de las tres categorias
de plantas se presenta en la tabla 3. Los datos computados sobre el costo total en los tres
tipos de plantas indica que US$ 781.52, 1601.04 y 3276.80 gastados para realizar ocho
ciclos de cultivo en un afio pudo generar ingresos netos de US$ 383.73, 972.50 y 2,107.64
respectivamente con 1,538 kg, 3,719 kg y 7,235 kg de hongos frescos producidos y ven-
didos en US$ 0.757, 0.692 y 0.744 por kilogramo de producto fresco. También, de 73 a
80% del costo total correspondié al costo variable y solamente 23-27% correspondié a
costos fijos. El costo fijo en las plantas pequefias fue superior (27%) al de las plantas
medianas y grandes (20%).

Plantas de NABARD (India). Especificaciones

En vista de una tecnologia simple de cultivo y una inversion moderada, algunas institu-
ciones financieras de la India estan proveyendo de apoyo a cultivadores potenciales del
hongo ostra. EI Banco Nacional de Agricultura y Desarrollo Rural (NABARD por sus
siglas en inglés) aprobd recientemente especificaciones de costo unitario para el cultivo
del hongo ostra con baja tecnologia, como se describe a continuacion:

Tamafio de la unidad: 400 bolsas por ciclo y dos ciclos por afio
A. Capital de inversion: Rs*
a) Costo de construccion del cobertizo
4.5%4.5%1.8m®(20.25 m?a = (Rs 333.3/m?) 6,750.00
b) Anaqueles (12) 1,200.00
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¢) Bambdu para los anaqueles (80) 400.00
d) Aspersor (1) 950.00
e) Tambor-calentador (1) 300.00
f) Cubeta (1) 50.00
g) Miscelaneos (cuchillos, charolas, cuerda, etc.) 200.00
Subtotal 9,850.00

* La moneda de la India es la rupia (abrevidado IR, plural Rs), cuya equivalencia es US $ 1.00 = 43 Rs.

B. Costo de operacion (por bolsa)

a) Rastrojo 1.2 kg/bolsa (seca) Rs0.70/kg 0.84
b) Semilla’5% del pesoseco  Rs0.02/gm 1.20
¢) Bolsas de polietileno de 3656 cm50g Rs0.65/kg 0.35
d) Quimicosy lazo 0.10
€) Imprevistos (transporte, miscelaneos, etc.) 0.20
f) Prevision de pérdidas por operacion deficiente  10% 0.27

Subtotal 2.96

es decir:  3.00
Costo de operacion de dos ciclos de 400 bolsas:
Rs. 3.00 por bholsa 24,00.00

Costo unitario: Costo fijo mas costo variable (A+B) 12,250.00
C) Produccion e Ingreso
a) Rendimiento/bolsa 500¢
b) Rendimiento/ciclo 500g>400 bolsas 200 kg
c) Ingreso Rs25/kg por ciclo Rs 5,000.00
d) Ingreso total de dos ciclos por afio Rs 10,000.00

Nota: Las agencias que desarrollen este sistema deben invariablemente asegurarse que
las siguientes estipulaciones son reunidas antes de extender el apoyo financiero para
promover esta actividad:

1. Los beneficiarios deben tener adecuada experiencia/capacitacion en el cultivo de
hongos impartido por la Direccion de Horticultura.

2. Debe estar asegurada la disponibilidad de semilla de alta calidad, libre de contami-
nantes y de una fuente reconocida.

3. Se debe asegurar la supervision/asesoria de una agencia competente.

4. Las agencias que desarrollen este sistema deben asgurarse que los canales adecua-
dos de mercado estén disponibles para los beneficiarios.

5. Las condiciones higiénicas deben tener la més alta prioridad en la planta productora
para evitar infecciones y fallas en la produccién.
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Plantas en el Noroeste de la India
El Centro Nacional de Investigacion en Hongos ha realizado el andlisis econémico del
cultivo del hongo ostra en 1) Casas de plastico y 2) Casas de barro con rastrojo de maiz

como substrato (Upadhyay, 1990) de la siguiente manera:

1) Cultivo en casas de plastico (6.0<4.5%3.0m%): Rs

a) Gastos no recurrentes 27,850.00

b) Gastos recurrentes por ciclo 3,588.00

¢) Rendimiento esperado (EB 70%) por ciclo 350 kg hongos frescos
d) Ingreso bruto porciclo Rs.20/kg 7,000.00

e) Beneficio neto por ciclo 3,412.00

f) Beneficio anual por seis ciclos 20,472.00

2) Cultivo en casas de barro (18%6.0%3.6 m®) Rs

a) Gastos no recurrentes 13,000.00

b) Gastos recurrentes por ciclo 11,000.00

¢) Rendimiento esperado por ciclo (BE 60%) 1,200 kg hongos frescos
d) Ingreso bruto por ciclo Rs.20/kg 24,000.00

e) Beneficio neto por ciclo 13,000.00

f) Beneficio anual (seis ciclos) 78,000.00

Plantas en NEH India

A continuacion se presenta el analisis econdmico con tecnologia sencilla y estandariza-
do por Verma y colaboradores en North Eastern Hills (NEH). Esta tecnologia se refiere
al cultivo en cubo sobre cascarilla de arroz en casas de bamb( y techo de palma
(8%3.5%3.2 m®), con capacidad para 150 cubos 50>=<25>18 cm) por ciclo y seis ciclos en
un afio (Andénimo, 1985; Chandra et al., 1995).

Rs
a) Gastos no recurrentes 7,900.00
b) Gastos recurrentes por afio 16,378.00
¢) Rendimiento esperado (2kg/cubo) por afio 1,800 kg frescos
d) Ingreso bruto por afio Rs 30/kg 54,000.00
€) Beneficio neto por afio 37,622.00

Plantas basadas en la pulpa de café en México

Algunas plantas para el cultivo de hongos ostras basadas en el pulpa de café como
substrato han surgido en &reas de México y usan ya sea pulpa fresca fermentada o pulpa
seca almacenada en costales. El costo y el beneficio de tales plantas ha sido reportado
por Oci (1991) y se presenta a continuacion:
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Délares de EU
a) Gastos no recurrentes sobre el terreno (0.5 ha),  70,000.00
edificio para laboratorio de semillay cuartos de
incubacion, un vehiculo, equipos, etc.

b) Gastos recurrentes por afio 21,240.00
¢) Rendimiento esperado por afio 50 kg por dia 18,000 kg hongo fresco
d) Ingreso bruto porafio US$ 3.50/kg 63,000.00
e) Beneficio neto por afio 41,760.00

Pequefias plantas de Filipinas

El programa de extension de la Universidad de Filipinas en Los Banos (UPLB) propuso
esta alternativa de cultivo de hongos ostra con 2000 bolsas por mes. Oci (1991) ha
presentado el siguiente andlisis econémico de tal planta demostrativa.

Capacidad: 2000 holsas por mes

Rendimiento esperado: 21 kg de hongos frescos por 100 kg de substrato
Precio de los hongos: 30 pesos filipinos/kg.
Tasa de cambio considerada: US$ 1.00 = 40 pesos filipinos.

Pesos filipinos
a) Inversion no recurrente en la sala de fructificacion
consistente en techo de nipay paredes de tablas,

anaqueles de madera, area del piso 10m? 8,000.00
b) Costo de 2000 bolsas ya sembradas
3 pesos por bolsa 6,000.00
c) Costo de 2000 bolsas para fructificacion a
3pesos por bolsa 6,000.00
d) Produccion esperada por mes 410 kg hongo fresco

e) Menos 15% por manejo y pérdidas por transporte 60 kg hongo fresco
f) Ventas netas de 350 kg al mes

Ingreso bruto  35pesos/kg 10,500.00
g) Recaudo por mes 50% 5,250.00
h) Namero de meses para recuperar

los costos del proyecto 4 meses

Plantas de Hiratake en el Japdn

Delcaire (1978) realiz6 el analisis econémico del cultivo de Pleurotus ostreatus (Hiratake)
sobre aserrin en las provincias japonesas de Nagano y Hokkaido. Los datos presentados
sobre el costo y beneficio indicaba cerca de 150% de beneficio sobre ventas netas de la
siguiente manera:

283



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

Costo (délares de EU)
a) Gastos no recurrentes sobre edificio,
equipos, botellas, etc. 94,700.00
b) Gastos recurrentes por afio, que incluyen
materias primas, energia, depreciaciony

gastos de mercadeo 42,900.00
€) Rendimientos esperados por afio de siete ciclos 72,000 kg hongos frescos
d) Ingreso bruto porafio US$ 1.50/kg 108,000.00
e) Beneficio neto por afio 65,000.00
f) Porcentaje de retorno sobre lainversion 68%

El cultivo de diferentes especies de Pleurotus bajo condiciones locales también ha sido
reportado en paises como Taiwéan, Hungria, Francia, Italia y Suiza (Delcaire, 1978).
Debido a la disponibilidad de diferentes especies con diferentes requerimientos de tem-
peratura, no se necesita acondicionamiento de este factor y por lo tanto el cultivo ha
sido reportado como menos caro y simple.

ECoNOMIA DEL MANEJO POSCOSECHA

Inversion y costos

Un manejo répido y apropiado del hongo ostra contribuye a obtener el maximo beneficio
y evitar pérdidas, obviamente porque es un producto perecedero y tiene una vida corta
de anaquel. Inmediatamente después de la cosecha, el deterioro en los parametros de la
calidad da inicio causando que el hongo pierda turgencia por pérdida de humedad, se
sobre-madure, pierda textura y sabor, cambie de color, ademas de que se desarrolle un
crecimiento bacteriano/fungico que conduce a la licuefaccion del producto. Todos es-
tos factores causan la disminucién en el valor de mercado del producto y disminuyen el
margen de beneficio para el productor. Por esto, el productor no tiene mas opcion que 1)
vender inmediatamente el producto fresco, 2) aplicar un tratamiento poscosecha ade-
cuado para prevenir cualquier deterioro, o 3) agregarle valor por medio del procesado
de los hongos para ofrecer productos faciles de usar o de hacer. En el caso del hongo
ostra, las opciones disponibles son limitadas actualmente porque los estudios hechos
sobre manejo poscosecha de los hongos estan relacionados con el champifién y muy poca
informacién esté disponible en relacion con el hongo ostra.

Mercado fresco

La mejor opcidn es vender el producto inmediatamente después de la cosecha, la cual
es también la opcion mas barata. Un empacado en bolsas de polietileno o polipropileno
de menos de 100 micras de espesor y con perforaciones que provean un area de ventila-
cion del 0.5% no requiere gasto extra, excepto el costo de las bolsas, mano de obra y el
sellado con una simple méquina selladora eléctrica. Estas bolsas pueden ser transporta-
das de manera segura apiladas en charolas de plastico entre-distribuidas con algunas
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bolsas de polietileno con cubos de hielo, pero envueltas en papel periddico. Las charolas
también deben ser cubiertas con lamina de plastico perforado para proteger doblemente
el producto. Tal empacado y transporte provee la manera méas barata de movilizar el
producto a lugares que pueden ser alcanzados hasta el dia siguiente, y ayuda a obtener
un buen beneficio.

Sin embargo, si el producto requiere almacenamiento por varios dias, el gasto por su
conservacion a baja temperatura (8-10°C) incurrird en el costo de un refrigerador hori-
zontal con valor de $ 2,000.00 dodlares o en cdmara fria con un valor de $ 10,000.00
dolares. Ambos equipos implican un costo por electricidad que repercute en el benefi-
cio global.

Conservacion

El secado, liofilizado y congelado han sido considerados como apropiados para la conser-
vacion del hongo ostra en general, y el enlatado es aplicado s6lo para P cystidiosus y P
abalonus.

Deshidratado. El hongo ostra es cominmente sujeto a la deshidratacion con el fin de
limitar la disponibilidad de humedad para el crecimiento de microbios, asi como para
prevenir el deterioro del producto. Si se almacena en un recipiente sellado, el producto
seco puede permanecer a salvo y permanecer apto para el consumo por largo tiempo. El
secado es rapido y econémico y de hecho mejora el sabor del hongo. El secado al sol es
también el mas barato entre lo barato y no involucra costo de energia. Sin embargo, los
productos secados al sol necesitan ser puestos en hornos a 50°C por algunos dias hasta
antes de empacarlos en recipientes al abrigo del aire. El uso de secadores solares efi-
cientes ha eliminado este requerimiento y por lo tanto pueden lograrse productos bien
secos con un costo de energia casi nulo. Tales secadores solares pueden ser fabricados
en la India a un costo de $ 200-350 dolares segun el tamafio y el material utilizado.

El secado mecénico es requerido solo cuando la produccién es muy grande y durante la
época de lluvia, cuando los dias con sol son raros. Se pueden usar secadores de gabine-
te, rotativos, torres y anaqueles de secado u hornos de costos muy variables. Un cultiva-
dor muy pequefio puede adaptarse con un secador casero de alrededor de $ 300 ddlares.
Sin embargo, el precio de los secadores comerciales en la India fluctia entre US $ 750
y los 1,000 o0 aun més segln su capacidad.

Liofilizacion. Este método de conservacion es raramente usado para el hongo ostra. Esto
es porque requiere una alta inversion en capital y tecnologia consumidora de energia y
ha alcanzado muy limitadas aplicaciones hasta ahora. En la India, solo una planta pro-
ductora de champifién ha instalado una unidad a un costo de cerca de dos millones de
délares con equipo importado. Por esta técnica, los hongos son primeramente congela-
dos a -20°C y después deshidratados a través de una sublimacion con bajo calentamien-
to y un muy bajo vacio (0.5 mm Hg), lo que requiere un alto costo de energia. Ahora, el

285



La biologia y el cultivo de Pleurotus spp.

producto liofilizado 100K parece fresco y es altamente aceptado por las cadenas de
comida rapida en paises desarrollados. A menos que la demanda del hongo ostra alcan-
ce los niveles del champifion en el mercado internacional, especificamente en las cade-
nas de comida rapida, la posibilidad de aplicar esta técnica de conservacién parece
remota, al menos en el futuro préximo.

Congelacion. Este método también requiere de capital, pero su costo operacional es com-
parativamente menor, porque los requerimiento energéticos son mucho menores debido al
hecho de que los hongos son rapidamente enfriados a -25°C con vapor de nitrégeno. Sin
embargo, los hongos congelados requieren ser transportados al mercado en contenedores
enfriados, aunque el producto es bien aceptado en los supermercados y en grandes centros
de consumo debido a que el sabor, aroma y consistencia se conserva bien. El hongo ostra
responde adecuadamente a esta técnica de conservacion, pero el alto costo impide su
aplicacion en la industria, particularmente en paises en desarrollo.

Enlatado. La conservacion del hongo ostra por enlatado es exitoso s6lo en el caso de P
cystidiosus y P abalonus, aunque el 90% del comercio mundial del champifién se da en la
forma de productos enlatados. El enlatado es también una propuesta cara tanto en
términos de capital de inversion como de costos de operacién. Una enlatadora de hon-
gos consistente en un almacenamiento frio de preenlatado (20m? a 4-50°C), un area de
enlatado (60 m?) con equipos de alto costo y un almacenamiento posenlatado (88m?)
puede ser construida en la India a un costo estimado de $ 100,000.00 dolares si un linea
de enlatado local es instalada (US $50 000.00). Sin embargo, si una linea de enlatado
importada se instala, el costo de la enlatadora sube hasta US $ 250,000.00, los cuales
tienen la capacidad de enlatar 2.5 toneladas de hongos por hora y alcanzaran los estan-
dares impuestos por la FDA en Estados Unidos, el importador mas grande del mundo el
dia de hoy.

Salmueras. Este es naturalmente un método mas barato, sencillo, no requiere mucha
inversion y tiene también ventajas adicionales. EI hongo ostra puede ser conservado por
alguin tiempo por este método con su forma original y buena textura. Los hongos requie-
ren ser blanqueados y después de eliminar el exceso de agua se sumergen en una solu-
cion de 22-25% de sal comun. Por largos periodos de almacenamiento, los hongos son
colocados en frascos de vidrio o barriles con 18-20 de salmuera, a los cuales se les agrega
acido citrico para bajar el pH a 3.5. Después se cierra la boca de los frascos con tela de
muselina o preferiblemente con aluminio. Una méquina tapadora-selladora que permi-
te cerrar la boca del frasco con aluminio es disponible en la India a un costo razonable
de $ 200-250 dodlares. Aparte de esto, ningun otra maquinaria es requerida para esta
técnica y por lo tanto es muy adaptable para el hongo ostra.

Valor agregado

La preparacion de botanas, sopas, trozos, bizcochos, etcétera, con el hongo ostra son
algunos de los productos con valor agregado, los cuales pueden ser elaborados con una
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moderada inversion y empleando trabajadores calificados en lugar de grandes maquina-
rias. Tales procesos contribuyen a superar cualquier acumulacién de la produccion y
caida de precios del hongo fresco y pueden ser empleados también por pequefios pro-
ductores.

EcoNoMmiA DE MERCADO

El mercadeo del producto requiere tanta atencion como la produccion, puesto que el
monto de la ganancia de una planta dependera de la eficiencia en la mercadotecnia del
producto. El mercadeo es un proceso multietapas y su éxito depende de un paquete de
servicios que incluyen la clasificacion, el pesado, el empacado, el almacenamiento, el
transporte, el manejo, entre otros procesos, es decir, actividades que requieren gastos
por parte del productor. También, para asegurar un mercado regulado para el producto,
particularmente para uno perecible como los hongos, es necesaria una revision e inves-
tigacion previa del mercado. Aunque ellos también exigen de gastos, tales esfuerzos
pueden ayudar a desarrollar un sistema eficiente y ordenado de mercado, y a asegurar el
costo y el beneficio de varios canales de mercadeo.

En el caso del hongo ostra, el sistema de mercadeo esti todavia desorganizado en la
mayoria de los paises productores. Aun, pueden operar uno o mas de los siguientes
canales en el mercado doméstico, a través de diferentes intermediarios.

1) Cultivador Mercado Consumidor
1) Cultivador Detallista Consumidor
111) Cultivador Comisionista Consumidor
1V) Cultivador Consumidor

Es evidente que existen gastos en cada nivel de estos canales, los cuales se agregan al
costo de comercializacion del producto.

Costo al nivel del productor

El costo de mercadeo del productor incluye los gastos de limpieza, seleccion, pesado,
empacado, almacenamiento, procesado, transporte y manejo del producto hasta que es
vendido al comprador. Naturalmente, en caso del hongo ostra, estos gastos son modera-
dos si se comparan con el champifidn, puesto que es empacado en bolsas de polietileno/
polipropileno y transportado en charolas/canastas de plastico. En un estudio de caso en
Karnataka, el costo promedio de empacar y transportar un kilogramo de hongo ostra fue
de Rs 1.00 y 0.33 respectivamente (Mamatha, 1998).

Costos y margenes al nivel intermediario

Los intermediarios, como todos los vendedores, agencias de mercadeo, detallista y co-
misionistas incurren en gastos por salarios, sueldos, derechos por licencias, transporte,
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renta, pérdidas, etcétera, en relacion con el mercadeo del producto. Las agencias de-
ben gastar en el mantenimiento de una oficina y su acondicionamiento. En general, los
intermediarios invierten en manejo, transporte y pérdidas, los cuales son gastos que se
agregan al costo de mercadeo. Debido a ello, éste puede diferir segun la eficiencia de
trabajo y los recursos. En el estado surefio de Karntaka, en la India, un estudio compa-
rativo indicé que la Sociedad Cooperativa de Mercadeo de Productos Horticolas
(HOPCOMS, por sus siglas en inglés) trabajé mas eficientemente en el mercadeo del
hongo ostra y gast6 solamente Rs 0.35 por manejo y también por transporte de un kilo-
gramo de hongo. Por el contrario, los detallistas gastaron Rs 1.60 y 0.45 y los comisionis-
tas gastaron Rs 0.80 y 0.60 en manejo y transporte de un kilogramo de hongos, respecti-
vamente. La distribucion de los intermediarios en el mercadeo del hongo ostra también
fué variada. El producto a granel de los cultivadores pequefios, medianos y grandes fue
vendido a HOPCOSMS (54-42%) luego a los detallistas (36-25%) y a consumidores
(18-11%). EI margen de beneficio de cada nivel de intermediario también se suma al
costo de mercadeo y determina el precio final al consumidor. La diferencia entre el
precio pagado y el precio recibido por cada intermediario es su impacto al precio del
producto. En los canales de mercadeo de Karnataka mencionados anteriormente, se
observaron las siguientes posiciones:

Descripcion Canal-I Canal-ll Canal-Ill Canal-1vV
Precio bruto de cultivadores Rs 30.00/kg Rs34.00/kg  Rs28.00/kg  Rs40.00/ kg
Costo de mercadeo de cultivadores Rs 1.33/kg Rs 1.30/kg Rs 0.50/kg Rs 1.00/kg
Precio neto de cultivadores Rs28.67/kg Rs33.20/kg Rs27.50/kg  Rs 39.00/kg
Impacto de cultivadores en el consumo 82% 83% 73% 95%
Margen de los intermediarios Rs.5.00/kg  Rs.5.50/kg  Rs. 38.50 kg Ninguno
(HOPCOMS)  (detallista  (comisionista) (consumidor)
privado)
Costo de manejo, etc. Rs 0.70/kg Rs 4.00/kg Rs 1.40/kg Ninguno
Beneficio neto de los intermediarios. Rs 4.30/kg Rs 1.50/kg Rs 9.10/kg Ninguno
Impacto de los intermediarios en 12% 4% 24% Ninguno

el precio al comsumidor

De lo anterior se puede concluir que el cultivador obtiene mas beneficio si el nimero de
intermediarios es menor. EI maximo reparto en el precio del consumidor fue observado
cuando los hongos fueron vendido directamente al consumidor, seguido de los detallis-
tas y mercados —HOPCOMS. Sin embargo, el comisionista realizé el més alto impacto
en el precio del consumidor, lo cual sucede con los supermercados y tiendas departa-
mentales.

Limitaciones del mercado

Siendo cultivado por empresas de cultivo estacional, el hongo ostra enfrenta dificulta-
des tanto en el nivel de produccion como en las diversas etapas del mercadeo. Los
rendimientos bajos e inconsistentes son la mayor dificultad en la etapa de produccion,
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lo cual afecta su mercadeo por la interrupcién en el suministro regular de este hongo a
los compradores tanto en términos de cantidad como de calidad. Hasta ahora, el hongo
ostra ha tenido una seria competencia de otras especies como el champifion, shiitake, y
algunas especies silvestres como Morchella spp. trufas, de tal manera gque dificilmente se
localiza una demanda de hongo ostra en el mercado mundial. A pesar de ello, reciente-
mente la demanda por hongos ostra secos ha mostrado una tendencia al alza en el
mercado internacional, lo cual ha ayudado a impulsar su produccion en los paises en
desarrollo. Sin embargo, su cultivo no debe depender completamente de la exportacion
porque factores externos pueden afectar su mercado en cualquier momento.

De igual modo, en el mercado interno la principal dificultad es la baja demanda y un
precio méas bajo por este hongo, debido en parte a una falta de informacion sobre su
valor nutritivo y sus propiedades culinarias, asi como por una preferencia por el champi-
fidn. Las instalaciones para mercadeo inadecuadas y una corta vida de anaquel son las
otras dificultades para la venta en fresco de este hongo. La falta de instalaciones para el
secado en la vecindad de las plantas productoras también restringe la produccién. El
cultivo estacional limita su disponibilidad por un periodo del afio, lo cual también enre-
da el mercado regular.

Para eliminar estas dificultades, por lo tanto, se necesita cultivar el hongo ostra a lo
largo de todo el afio para tenerlo en todo momento. Se debera ademaés, soportar por una
vigorosa promocidn del producto, asi como por programas de informacion a traves de los
medios de comunicacion, para aumentar la demanda tanto en el mercado interno como
en el mercado mundial. Esto a su vez podra conducir a mejores precios y beneficios para
todos aquellos involucrados en su mercadeo y su produccién. El dia en que esto se
realice, el cultivo del hongo ostra se convertird en una empresa altamente remunerati-
va con una moderada inversion y mucho més dirigida a los cultivadores de hongos de los
paises en desarrollo.
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