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Efecto de la suplementacién de la cafia de maiz (Zea mays L.) con nitrato de amonio,
nitrato de potasio y urea en el cultivo del hongo Pleurotus ostreatus (Cepa ECS - 152)

Effect of the supplement of corn stalk (Zea mays L.) with ammonium nitrate, potassium
nitrate and urea in mushroom cultivation Pleurotus ostreatus (Stock ECS-152)

Este estudio formo parte del proyecto “Aislamiento, domesticacién y produccion de
hongos comestibles en Guatemala” que desarrolla la subarea de Ciencias Quimicas, de la

Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala.

Distintos estudios han demostrado que la pulpa de café (Coffea arabica L.) y la fibra de
palma africana (Elaeis guineensis Jacg.) son sustratos considerados como los mejores para la
produccion de Pleurottus, sin embargo no se encuentran disponibles en todas las regiones del
pais y en todas las épocas del afio. En otras investigaciones se hallé6 que los rastrojos de maiz
pueden ser un sustrato disponible para el cultivo del hongo, pero presenta bajas eficiencias
bioloégicas. Debido a esto, la presente investigacion se realizé con el objetivo principal de
evaluar el “efecto de la suplementacion de la cafia de maiz (Zea mays L.) con nitrato de amonio,

nitrato de potasio y urea sobre la eficiencia bioldgica de Pleurotus ostreatus.

La metodologia se dividié en dos fases: la primera a nivel de laboratorio que consistié en
la propagacién del micelio del hongo en medios de cultivo de papa dextrosa agar de donde el
nuevo micelio obtenido se indculo en bolsas de polipapel conteniendo granos de sorgo
(Sorghum vulgare L.) previamente hidratados y esterilizados y luego se incubaron a 28 grados

centigrados en obscuridad por 20 dias obteniendo el llamado in6culo primario.

El sustrato que se suplement6 fue la cafia de maiz (Zea mays L.) con nitrato de amonio,
nitrato de potasio y urea en cinco diferentes niveles de concentracion respectivamente; mientras
gue los parametros de comparacién sin suplementar fueron la pulpa de café (Coffea arabica L.)
y la misma cafia de maiz (Zea mays L.). Posteriormente los sustratos fueron esterilizados,

suplementados y sembrados con el in6culo primario.

La segunda fase consisti6 en la incubacion, fructificacion y cosecha del hongo bajo

condiciones controladas.
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La mejor eficiencia bioldgica de Pleurotus ostreatus se hall6é en la pulpa de café (Coffea

arabica L.) con 135.30% por lo que ninguno de los tratamientos suplementados lo superé ni
iguald.

Pero en lugares en donde el sustrato disponible es la cafia de maiz (Zea mays L.) esta
se debe suplementar con urea a una relacion de 1.17g por 50 g de sustrato seco, ya que
presentd una eficiencia biolégica de 121.38% lo que la hace efectiva para la produccion del
hongo comestible Pleurotus ostreatus.






1. INTRODUCCION

De los diferentes trabajos de investigacion realizados en el proyecto “Aislamiento,
domesticacion y produccion de hongos comestibles nativos de Guatemala”, que se desarrolla
en la Subéarea de Ciencias Quimicas de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San
Carlos de Guatemala, se han evaluado diferentes materiales para el crecimiento del hongo
Pleurotus ostreatus, los que pueden clasificarse como “excelentes” o “buenos” las pulpas de
café y la palma africana; regulares, representados por los restos de cosechas de gramineas vy,
finalmente, los catalogados como “inadecuados” o “malos” dentro de los cuales se incluyen los
mantillos (restos vegetales del bosque).

Se ha comprobado en los estudios realizados en Guatemala, que la pulpa de café sigue
siendo el mejor sustrato para producir a diferentes especies de Pleurotus y otros hongos mas.
Sin embargo, este sustrato no se encuentra facilmente en todos los lugares y su transporte a los

sitios de produccion usualmente no es una opcion viable, pues encareceria los costes del
cultivo.

En muchas comunidades abundan residuos de cosechas o materiales vegetales propios
de esos lugares que crecen de manera silvestre, que poseen baja calidad para producir el
hongo Pleurotus, a pesar de tener suficiente cantidad de celulosa y lignina, pero poseen poco
nitrégeno.

Por lo que este trabajo evalu6 el efecto de suplementar la cafia de maiz, con nitrato de
amonio, nitrato de potasio y urea, con la intencion de recomendar, en el caso de obtener
resultados favorables, la fertilizacion de los sustratos que se han considerado como
inadecuados para el cultivo de Pleurotus ostreatus, permitiendo de esta manera, que el cultivo

de este hongo sea popularizado, al tener la posibilidad de utilizar mayor nimero de sustratos.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se ha encontrado que hay en el pais una buena cantidad de materiales que son
considerados como regulares y malos sustratos para el crecimiento de Pleurotus ostreatus tales
como los rastrojos de maiz, frijol y tomate entre otros. Estos desechos se han clasificado como
sustratos deficientes por presentar una baja eficiencia bioldégica segun Garcia (2000) y Rojas
(2004), la cual se supone que es causada por la alta relacion carbono-nitrégeno presente, y que
por consiguiente repercute en producir bajos rendimientos del hongo. Sin embargo son
materiales abundantes, disponibles y de bajo costo que al enriguecerlos previamente con
suplementos nitrogenados, podria mejorar la eficiencia bioldgica de Pleurotus ostreatus y

favorecer de esta manera, su produccién artesanal.

Ademas debe sefialarse que, las pulpas de café y la fibra de palma africana, que son los
dos sustratos considerados como los “mejores” para la produccion de Pleurotus, no se
encuentran disponibles en todas las regiones del pais y en todas las épocas del afio. Por lo
tanto se hizo necesario evaluar el efecto de suplementar con nitrato de amonio, nitrato de
potasio y urea, los sustratos que se consideran como inadecuados para el cultivo de este
hongo, con el fin de inducir un incremento de la eficiencia bioldgica de Pleurotus ostreatus en

estos materiales.

Por esta razon, se selecciond para este estudio la cafia de maiz (Zea mays L.) por
encontrarse este material, disponible y en cantidad abundante en las diferentes regiones del

pais.

Con el uso de la cafia de maiz como sustrato para la produccién del hongo comestible
Pleurotus ostreatus se ofrece una opcién diferente que se cree puede reducir la quema de rosas
y de esa forma darle un mejor uso a los restos de cosechas y disminuir la contaminacion

ambiental.



3. MARCO TEORICO

3.1 Marco conceptual

3.1.1 Antecedentes

Los hongos comestibles desempefian un papel importante entre los pobladores de
Mesoamérica, principalmente en tierras con bosques de pino encino. En Guatemala, existe
entre los indigenas la micofagia o sea la practica de comer hongos, durante la época lluviosa
los recolectan en canastos y lo venden en mercados populares. Es verdaderamente admirable
ver la rica variedad de formas y colores de los hongos, asi como conocer los diferentes

nombres populares que les dan (Guzman, 1984).

Los estudios realizados sobre la identificacion, domesticacién y produccion de hongos
comestibles en Guatemala son relativamente escasos en relacion a la gran diversidad de zonas

de vida con que cuenta el pais.

El primer reporte de los hongos macroscépicos Guatemaltecos se llevd a cabo en 1,948
por Sharp, quién fue el primer investigador que estudio los hongos comestibles silvestres del
pais. Citd entre otros Amanita caesarea, Lactirius indigo, Pleurotus ostreatus y Cantharellus
cibarius (Sharp, 1984).

En el afio 1,955 dio inicio el cultivo de hongos comestibles en Guatemala con la
introduccion de champifiones (Agaricus bisporus). Mas tarde en 1,983 el Instituto
Centroamericano de Investigacién y Tecnologia Industrial (ICAITI) realizé algunos estudios en el
cultivo del género Pleurotus a nivel de laboratorio, cultivado sobre diferentes sustratos. En
1,986 se establecié la primera planta productora de hongos comestibles, y desde entonces se

comercializa a mediana escala en la ciudad capital (Leén, 1987).

Actualmente la Subarea de Ciencias Quimicas de la Facultad de Agronomia y el
Departamento de Micologia de la Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacia, ambos de la
Universidad de San Carlos de Guatemala, estan realizando estudios que conlleva a conocer

sobre la identificacion, domesticacion y produccion de hongos comestibles de Guatemala.
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3.1.2 Generalidades de los hongos

Los hongos forman el reino fungi, que incluye tanto organismos macroscépicos como
microscopicos y que poseen caracteristicas comunes, entre las que se pueden mencionar:
tienen células eucaridticas, son heterétrofos, portadores de esporas, carencia de clorofila y
tejidos de conduccion, nutricion por absorcion y reproduccion sexual, asexual o ambas (Deacon,
1988).

Dentro de los hongos microscépicos estan los mohos, las levaduras, los hongos de
interés médico y los hongos fitopatégenos; y los macroscopicos lo comprenden los hongos

comestibles, los alucinégenos, los venenosos, etc. (Deacon, 1988).

En funcion de su forma de nutricién, los hongos se dividen en tres grandes grupos: los
saprofitos, que se alimentan de la materia organica muerta; los parasitos, que se alimentan de
materia organica viva; y los simbiontes (micorrizicos), que subsisten sélo de una interaccion de

mutua ayuda con otros organismos (Sanchez, 1994).

Los hongos se nutren a través de su pared celular, teniendo la capacidad de producir
enzimas que le permite degradar macromoléculas, como la celulosa, la lignina y la

hemicelulosa, que no pueden ser absorbidas hacia el interior de la célula (Sanchez, 1994).

De acuerdo a su reproduccion sexual, los hongos se agrupan en dos clases:
Ascomycetes y Basidiomycetes, siendo esta Ultima la mas evolucionada y desarrollada, ya que
los hongos que ésta comprende, producen sus esporas en estructuras conocidas como
basidios, las cuales se encuentran en cuerpos fructiferos llamados basidiocarpos (Deacon,
1988).

3.1.3 Generalidades de los hongos macromicetos

Los hongos macromicetos o macroscopicos tienen la misma forma de crecimiento
vegetativo en forma de hifas y micelio que los microscépicos, sin embargo tienen la
caracteristica de formar un cuerpo fructifero visible aéreo (carp6foro), que es lo que mucha
gente identifica como “hongo”. El cuerpo fructifero se compone de las siguientes partes: micelio
primario, micelio secundario, pileo o sombrero, contexto o carne, estipite o tallo, el himeneo y

las esporas, que pueden ser sexuales o asexuales (Sanchez, 1994).



De acuerdo a los criterios taxonémicos, citados por Sanchez (1994) las caracteristicas
para la identificacion de un hongo son:

a) Color: Existen hongos de coloracion roja, rosaceo, café, blanca, etc. EI color es una
caracteristica de suma importancia para la identificacion de los hongos ya que permite
diferenciar especies (Sanchez, 1994).

b) Pileo o sombrero: Puede ser de formas variadas como; embudo, campanulado, plano,
convexo, cilindrico, giboso, etc., tener variaciones sobre sus margenes que pueden ser
dentadas, enrolladas, levantadas, etc. La textura del pileo puede presentar sensacién de
humedad, ser mucilaginoso, aceitoso, sedosos, tener escamas, vellosidades, estrias brillantes u

ornamentaciones (Sanchez, 1994).

c) Estipite o tallo: Algunos hongos no presentan estipite. Pero cuando lo tienen puede estar
ubicado abajo del centro del pileo, de manera lateral o excéntrica y algunas veces presentar
rizoides de forma y textura variada como bulbosa, torcida, rigida, lisa, quebradiza, lefiosa,

flexible, correosa, etc. (Sanchez, 1994).

d) Anillo: EI cual puede o no estar en forma de volva en la parte superior del tallo (Sanchez,
1994).

e) Estructuras que forman el himeneo: Las laminas (su forma, su tamafo, su densidad, la unién

con el estipite), la presencia de dientes o poros (Sanchez, 1994).

f) Olor y sabor del hongo: Son caracteristicas de importancia secundaria, sin embargo ayudan
a la confirmacién del algunas especies en particular, pudiendo ser agradable, imperceptible,

nauseabundo, etc. (Sanchez, 1994).

Partiendo de las caracteristicas bioquimicas y ecolégicas, la importancia de los hongos
radica en su sistema enzimatico complejo, el cual les facilita segun la especie, degradar
moléculas de alto peso molecular (macromoléculas) como la celulosa, lignina, hemicelulosa,
guitina, entre otros; a partir de la degradacion de esas macromoléculas, los hongos saprofitos
obtienen energia necesaria para sus procesos vitales y metabolitos para su nutricién (Sanchez,
1994).



La celulosa, lignina, hemicelulosa y otras macromoléculas normalmente estan presentes
en las formas vegetales y sus desechos, tienen una estructura quimica compleja que les
permite permanecer a la intemperie por largos periodos de tiempo sin ser degradados o sufrir
transformaciones (Sanchez, 1994).

De alli, la importancia de los macromicetos, ya que pueden revalorizar un desecho
organico. El desarrollo de estos organismos conduce por lo tanto, al aprovechamiento eficaz de
sus sistematico complejo que poseen, para fines alimenticios, médicos, industriales o

ecoldgicos (Sanchez, 1994).

Algunos hongos pueden llegar a establecer interacciones de tipo simbidtico mutualista
con células de las raices de las plantas, a ésta forma de interaccion se le llama micorrizas
(Herrera, 1998).

3.1.4 Requerimientos nutricionales para el desarrollo de los macromicetos

Como todos los seres vivientes los hongos requieren de una fuente de carbono,
nitrégeno, vitaminas esenciales y minerales, para su buen desarrollo. Los cuales se detallan a

continuacion:

a) Carbono: Es una fuente generadora de energia y representa casi la mitad del peso seco de
un hongo, lo cual indica la importancia de los compuestos carbonados para la célula fungica.
La celulosa es la fuente principal de carbohidratos compuestos como D-glucosa, sacarosa y
maltosa, siendo estos azucares solubles responsables del crecimiento vegetativo del hongo y
facilitando la colonizacién del sustrato. Algunos hongos son capaces de utilizar acidos
organicos como fuente de carbono, pero en general, los hongos crecen deficientemente o no
crecen si los acidos son la Unica fuente de carbono (Lau, 2001). La lignina es otra fuente de
carbono para los hongos, ésta contiene carbono, hidrégeno y oxigeno, cuya estructura quimica
no ha sido determinada con precision, pero su estrecha relacién con la celulosa se le incluye

como carbohidratos (Maynard, 1955).

b) Nitrégeno: El nitrégeno es requerido por los hongos para la sintesis de aminoacidos,
proteinas y protoplasma, en su ausencia, no ocurre ningun crecimiento. Los hongos pueden
utilizar nitr6geno inorganico, en forma de nitratos, nitritos o amonio y organico en forma de

aminoacidos. Zadrazil (en 1,989) cita que en base al rendimiento de cuerpos fructiferos, A.
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aegerita utiliza eficientemente el nitrato de amonio como fuente nitrogenada (Lau, 2001). De
acuerdo a Stamets (en 1,993), el rendimiento es de 1 libra de hongos frescos de A. aegerita por
5 a 6 libras de sustrato esterilizado(paja de cebada, aserrin, etc.), obteniéndose un mayor
desarrollo cuando se utiliza sustrato suplementado con nitrégeno (Stamets, 1993).

¢) Vitaminas: Algunos hongos son capaces de sintetizar sus propias vitaminas para su
crecimiento y reproduccion, mientras que otros son incapaces de producir biotina y tiamina, en
cuyo caso lo obtienen del sustrato donde crecen (Aldana, 2000). Estas y otras vitaminas se
encuentran facilmente dentro de los granos tipicamente se usan como fuente de nitrégeno
(Barrios, 2002).

d) Minerales: La madera, granos y otros materiales utilizados como sustratos, regularmente
poseen bajo contenido de elementos minerales (Barrios, 2000). En estudios de laboratorio
indican que se requieren en pequefias cantidades elementos minerales como potasio, fésforo,

magnesio, azufre, boro, manganeso, cobre, molibdeno, hierro, calcio y zinc (Aldana, 2000).

3.1.5 Descripcién de Pleurotus ostreatus

A. Habitat

Pleurotus ostreatus, es un hongo que en su ambiente natural, crecen en el suelo,
troncos 0 sobre desechos agricolas o agricolas industriales, que estan constituidos
principalmente por celulosas (40-60 por ciento), alimentandose de estos nutrientes y

degradandolos (Suarez, 2003).

B. Taxonomia

Dominio: Eucariota

Reino: Fungi

Division: Basidiomycota
Subdivision: Basidiomycotina
Clase: Basidiomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales

Familia: Pleurotaceae



Género: Pleurotus
Especie: Pleurotus ostreatus (Kirk, Cannon y David, 2001).
C. Morfologia

El verdadero hongo es una masa algodonosa, generalmente blanca, que técnicamente
se llama micelio y la cual crece sobre el sustrato. Las fructificaciones de los hongos (las cuales
se les llama setas) constituyen los cuerpos reproductores o fructiferos, son también la base de
identificacion de las especies (Suarez, 2003).

En la Figura No. 1 se muestran las partes fundamentales del hongo, el sombrero o pileo,
0 parte superior de la seta, es redondeado, con la superficie lisa, abombada y convexa cuando
es joven aplanandose luego poco a poco, el borde esta algo enrollado al principio. El tamafio
depende de la edad, oscilando de 5 a 15 centimetros de diametro, aunque pueden encontrarse
ejemplares mucho mas grandes. El color es variable, blancas, perla, gris claro, gris oscuro,

café o rosa (Suarez, 2003).

En la parte inferior del sombrero esta el himeneo que son unas laminillas dispuestas
radialmente, que van desde el pie o estipite que las sostiene, hasta el borde. Son anchas
espaciadas unas de otras, blancas o crema, a veces bifurcadas, y en ellas se producen las

esporas destinadas a la reproduccion de la especie (Suarez, 2003).

El pie o estipite suele ser corto, algo lateral u oblicuo, ligeramente duro, blanco, con el
principio de las laminillas en la parte de arriba y algo peloso en la base. Pero su forma y
longitud dependen mucho de la situacién del hongo. Si crecen varios juntos, que suele ser lo
mas frecuente, formando reprisas laterales superpuestas sobre un costado de los cultivos, los
pies estan unidos unos a otros, son muy cortos y estan cerca del borde de los sombreros, que

suelen tener forma de abanico o rifién (Suarez, 2003).

La carne es blanca, de olor algo fuerte, tierna al principio y después correosa (Suarez,
2003).



Sombrero o pileo

Esporas

Laminas o himeneo

Pie o estipite

Micelio

Nivel del suelo o sustrato

Figura 1. Partes de la seta de Pleurotus ostreatus (Suéarez, 2003).

D. Valores nutritivos del género Pleurotus

Al realizar el andlisis de aminoacidos se encontrd, que las tres especies tenian en
comun todos los aminoacidos esenciales y los siguientes no esenciales: histidina, arginina,
acido aspatrtico, acido glutamico, serina, prolina, glicina, alanina y tirosina. Porcentajes altos de
acido glutamico y 4cido aspértico y bajos porcentajes de metionina fueron comunes a los tres
hongos (Castillo, 1989).

Empleando el indice Nutricional (NI) las tres especies fueron ordenadas de la siguiente
forma: P. ostreatus (NI = 25); P. sajor caju (NI = 23) y P. florida (NI = 18). Los valores de NI

fueron comparables con los del frijol, mani y repollo (Castillo, 1989).

Al emplear el ensayo Razén proteinica neta (NPR) los hongos fueron ordenados de la
siguiente forma: P. ostreatus (NPR = 2.87); P. sajor caju (NPR = 2.51) y P. florida (NPR = 2.00).
Los NPR obtenidos son comparables a los del maiz, hojuelas de maiz (Corn Flakes) y harina de
trigo (Castillo, 1989).
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La especie Pleurotus ostreatus contiene: proteina cruda 10 — 30 por ciento, vitamina C
30 - 144mg/100g, Niacina 109mg/100g, &cido félico 65mg/100g y potasio 306mg/100g
(Stamets, 1993).

E. Relacién carbono-nitrégeno en el desarrollo de Pleurotus

En 1,988 Manu-Tawiah y Martin, determinaron una relacion 6ptima 40:1 para el
crecimiento de P. ostreatus en medio liquido. Hong en 1,978, encontr6 que para la misma
especie, una relacién 15.23 producia una rapida formacion de cuerpos fructiferos y que
considerando los dos aspectos (rendimiento y velocidad de formacién), la relacion 6ptima debia
ser 30.46:1 (Sanchez y Royse, 2002).

F. Factores ambientales para el desarrollo de Pleurotus

Es importante considerar que se trabaja con un ser vivo, susceptible a cambios en la
temperatura, humedad, ventilacion y luz, entre otros; que son, precisamente, los factores
ambientales mas importantes que se debe considerar y controlar a lo largo del proceso de
cultivo de los hongos. Las condiciones varian segun la etapa del proceso y del hongo, por lo
gue es fundamental conocer las necesidades especificas de la especie a cultivar. Para el caso

de Pleurotus los valores ideales para su desarrollo se detallan en el cuadro 1.

Cuadro 1. Valores ideales ambientales para el desarrollo de Pleurotus spp.

Factor Crecimiento miceliar Fructificacién
Temperatura 25 - 33°C 26 - 28°C
Humedad relativa Baja humedad 85 - 90%
Humedad del sustrato | 70% 50%
pH del sustrato 6.0 - 7.0 6.5 - 7.0
Concentracion de CO2 |20 - 25% (aire normal) | Menor de 0.6%(buena ventilacién)
Luminosidad Obscuridad 150-200 lux (suficiente para leer)

Fuente: Sanchez (1994).

3.1.6 Cultivo de Pleurotus ostreatus

Segun Sanchez (1994) la produccion de los hongos se produce en cuatro fases

fundamentales, que son:
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A. Preparacion del in6culo

Esta fase se desarrolla a nivel de laboratorio bajo una serie de cuidados. Se refiere a la
siembra y propagacion del micelio del hongo a partir de un tubo inclinado que contenga la cepa
original en buenas condiciones fisiolégicas. La otra opcién es a partir del micelio en el contexto
del carpoéforo fresco. La siembra se hace en una caja petri, ya sea en agar papa dextrosa, agar
extracto, agar de Sabouraud, etc. Se incuba en oscuridad a 28°C durante 8 dias
aproximadamente. Pasado éste periodo, el hongo se resiembra en su sustrato intermedio
(granos de cereales como maiz, sorgo, arroz, trigo, etc.) en cantidad suficiente para que una
vez desarrollado su micelio, la mezcla grano hongo se utiliza como semilla en la siembra del
sustrato definitivo. Se busca en éste caso la fructificacion rapida y econémicamente que

optimice la fructificacién (Sanchez, 1994).

La preparacioén del indculo comprende los siguientes pasos:

a) Preparacion del in6culo primario: El grano elegido como sustrato intermedio se limpia, se
rehidrata en agua limpia (durante 15 horas para el caso del sorgo, o 24 horas para el maiz), se
deja escurrir para eliminar el exceso de agua, se pesa en porciones de 200 gramos y mete
dentro de bolsas de polipapel. Posteriormente se esteriliza a 121°C durante 30 minutos, se deja
enfriar para luego inocularlo en condiciones de asepsia rigurosa con micelio proveniente de un
centimetro cuadrado del hongo, que se ha cultivado previamente en caja petri. Una vez
inoculada, cada porcion de 200 gramos debidamente embolsada se incuba durante 10 a 15 dias

a 28°C en oscuridad. A cada porcion se le denomina “primario” (Sanchez, 1994).

El proceso de preparacion del indculo primario debe realizarse en un area aséptica, de
preferencia cerrada y sin corrientes de aire con equipo esterilizado. Es recomendable la
utilizacién de una camara de flujo laminar o en su defecto dos o tres mecheros Bunsen o
Meckler colocados de tal manera que originen una zona aséptica en el area de la mesa donde
se trabajara. El material y equipo empleado (agujas de diseccion, bisturi y asas de platino) se
esteriliza flameandolos en la llama del mechero y dejandolos enfriar antes de su uso el hongo a

utilizar es el micelio que se obtiene en el laboratorio en las cajas petri (Sanchez, 1994).

b) Preparacion del in6éculo secundario: A partir del primario, se debe tomar de 8 a 10
porciones de grano para ser resembrados en el mismo namero de bolsas que contengan el
sustrato intermedio estéril. Esta nueva porcion, se incuba bajo las mismas condiciones que los

primarios. Una vez crecido el hongo, a estos segundos paquetes se les llama “secundarios”.
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Tiene las ventajas de: abaratar costos, debido al ahorro en agar y otros medios sintéticos; una
propagacion mas rapida por ya estar adaptado el grano; y un mayor nimero de inoculaciones
(Sanchez, 1994).

Antiguamente se empleaban frascos de vidrio para el efecto, pero esa metodologia, ha
sido reemplazada exitosamente con bolsas de polipapel, las que con ciertos cuidados, soportan
muy bien las condiciones de esterilizacién y los riesgos y problemas de manipulacién y volumen

que presentaban los frascos de vidrio (Sanchez, 1994).

B. Preparacién del sustrato

La preparacion del sustrato consistira en facilitarle al micelio los nutrimentos en forma
mas accesible para que se realice un rapido crecimiento del hongo. Esta fase de la preparacién
del sustrato comprende varios métodos, y el cual dependera del sustrato que se trabaje. Dentro
de esos métodos estan: la fermentacion (en el caso de la pulpa de café, bagazo de cafa de
azucar, etc.), el secado y la fracturacion o quiebra (en el caso de cascaras, olote de maiz, pajas
de gramineas, etc.), la hidratacion y escurrimiento, la pasteurizacion y finalmente el
enfriamiento(si se trata de mezclas) y mezclado de los materiales que serviran como soporte

para el crecimiento y fructificacion del hongo (Sanchez, 1994).

a) Fermentacion: Se recomienda para aquellos materiales como la pulpa de café fresca, el
bagazo del maguey y la cafia de azlcar que poseen una gran cantidad de azlcares solubles,
éstos azUcares deben ser eliminados ya que promueven el crecimiento de hongos, levaduras y
bacterias. Con la fermentacién se obtiene mayor retencién de humedad ya que ablanda la fibra
gue compone dichos materiales y ademas se reducen considerablemente otros compuestos no
deseados en los sustratos como taninos, fenoles, acidos, resinas, etc. que afectan el desarrollo
del micelio (Sanchez, 1994).

La fermentacion es un proceso aerdbico por el cual el sustrato se apila piramidalmente
en un monticulo donde se les agrega agua y se cubre con un material plastico negro para poder
mantener el calor y la humedad que favorecen las actividades enzimaticas de los
microorganismos, alcanzando una temperatura promedio de 50 a 55°C . En esta etapa del
proceso, se presentan cambios en el pH, lo cual permitira la adaptacion de distintos
microorganismos descomponedores de azucares, dando origen a carbohidratos menos
complejos y que a su vez generan proteinas, eso ademas trae los beneficios de disminuir las

probabilidades de contaminacion con hongos como Penicillium, debido a la baja concentracion
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de azucares, y la obtencion de sustratos mas blandos. Se recomienda remover los sustratos
cada dos dias para evitar una fermentacion anaerobica. El tiempo de fermentacion puede variar
de 3 a 5 dias dependiendo del sustrato, en algunos casos, como el de los bagazos, se requiere
un minimo de 10 dias (Sanchez, 1994).

b) Hidratacion: La hidratacion, se realiza basicamente en sustratos secos como pajas,
rastrojos, cascarillas, desechos de algodon, aserrin y pulpas deshidratadas. El sustrato a usar
deberd estar fraccionado, a un tamafio de mas o menos 2 a 3 centimetros por lado, las pajas, el
rastrojo, pueden ser procesados por una picadora y en el caso del olote o la cascara de cacao
pueden ser triturados, habiendo logrado el fraccionado indicado va a permitir una mayor

retencion de humedad y un facil manejo del sustrato. Las técnicas regularmente utilizadas son:

i) Remojo en agua, que puede ser ya sea a través de meter el material en bolsas de costal de
plastico y ponerlas en remojo durante 1 a 12 horas, después de escurrir el exceso de agua se
pasteuriza dentro de las mismas bolsas; o bien colocar el sustrato en un canasto de malla
metdlica de 50 x 80 centimetros y se sumerge por espacio de 20 horas, al término de las cuales
habré absorbido suficiente agua para tener cerca del 70% de humedad y esto es recomendable

hacerlo con las pajas y rastrojos.

ii) Formacion de pilas o volcanes, consiste en extender el sustrato en el piso del area de
preparacion y se aplica agua hasta cerca del 80% se cubre con un plastico y se deja por una

noche, y al dia siguiente estara listo para la siembra.

iii) Por compactacién, esta se emplea para sustratos que tienen muy poca retencion de
humedad y son dificiles de hidratar, como es el caso de desecho de algodon, papel, cartén,
estopa de coco, aserrin, etc., para efectuar esta practica se coloca el sustrato en un cajéon de
aproximadamente 2 x 2 x 1 metros y se aplica agua uniformemente y se presiona severamente
con los pies, con la finalidad de ir empapando y compactando el sustrato, luego se pone otra
capa del sustrato y se hace lo mismo. El sustrato se hidrata en un promedio de 3 a 5 dias con
un 70 a 75 por ciento de humedad (Sanchez, 1994).

¢) Pasteurizacién: La funcién es eliminar o inhibir la mayor cantidad de microorganismos
(bacterias, mohos, levaduras) que puedan competir con el hongo en la utilizacion del sustrato.
Esto se realiza sumergiendo el sustrato debidamente embolsado (sacos de tela) en un
recipiente con agua caliente a una temperatura de 90 a 100°C, durante una hora (Sanchez,
1994).
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C. Siembra e incubacién

Existen varias técnicas para realizar el cultivo de P. ostreatus. Entre éstos se
encuentran: el proceso del tanel, el cultivo en contenedores, el cultivo en bloques prensados y

cultivo en sacos o bolsas.

La técnica utilizar es la del el cultivo en sacos o en bolsas de polietileno (plastico)
transparente, no debiendo utilizar bolsas de color opaco o negras porque tienen el
inconveniente de no dejar ver el crecimiento del micelio sobre el sustrato y tampoco se puede
ver si aparece algin moho contaminante u otro problema. Las bolsas a utilizar deberan ser
nuevas, para evitar contaminaciones, siendo recomendable revisarlas para que no presenten
perforaciones, o algun desperfecto o que estén sucias. El tamafio indicado de las bolsas
pueden ser de 40 x 60, 50 x 60, 40 x 50 y 50 x 70 centimetros.

El enfriado del sustrato y la siembra se debe llevar a cabo en un area con estrictas
medidas de asepsia para evitar contaminaciones. El personal debe estar provisto de ropa
limpia, con mascarillas, cofia, y de preferencia guantes estériles y la puerta del local debe

permanecer cerrada durante el proceso para evitar corrientes de aire.

La siembra e incubacioén se refiere al momento de inocular el sustrato con el hongo y al
periodo de espera o reposo que se debe dar al sustrato para permitir el adecuado desarrollo del
micelio. La siembra se realiza agregando y distribuyendo en capas alternas los 200 gramos de
un secundario en 2.5 kilogramos de sustrato previamente pasteurizado y enfriado a la
temperatura ambiente. La mezcla sustrato-secundario se acomoda en bolsas de polietileno
transparente, al terminar la siembra la bolsa se cierra por medio de un nudo teniendo cuidado

de eliminar el aire del interior.

La incubacion es la propagaciéon del hongo en el sustrato previo a su fructificacion y su
posterior cosecha. La incubacién de las bolsas ya inoculadas se debe realizar en un local donde
la luz sea minima o en completa oscuridad, colocando los sustratos en anaqueles, debe
mantenerse una temperatura de 28°C durante 15 a 21 dias. Durante la incubacion, tres o cinco
dias después de haber efectuado la siembra, se hacen de 20 a 40 perforaciones perfectamente
distribuidas (con una aguja o navaja estéril) sobre la parte superior de la bolsa de polietileno
gue se ha sembrado y preferentemente sin tocar al sustrato, esto es para permitir un mejor

intercambio gaseoso y un mejor crecimiento del hongo (Sanchez, 1994).
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D. Fructificacion y cosecha

a) Fructificacion: La fructificacion se lleva a cabo después de la incubaciéon cuando ya ha
crecido bien el micelio y ha formado una superficie blanco-algodonosa que cubra todo el
sustrato (pastel) y esta lo suficientemente compactado. En presencia de luz se elimina la bolsa
de polietileno para permitir la aparicion de cuerpos fructiferos y pasar la masa hongo-sustrato
formada, a la sala de fructificacion. La sala de fructificacion debe ser un area amplia, dedicada
exclusivamente a la fructificacion del hongo. Alli se deben mantener condiciones bien
controladas de humedad tanto del sustrato (50% humedad) como del aire (85-90% humedad),

buena ventilacion, temperatura (26-28°C) e iluminacién, ver cuadro 1 seccion 3.1.5.F.

La ventilacion tiene como objetivo eliminar el CO2 generado por la respiracion del hongo
y renovarlo por aire oxigenado. Una ventilacién insuficiente propicia la acumulacion de CO2 y el
exceso de ventilacion produce resecamiento del sustrato. Una acumulacion baja de CO2 puede
inhibir el desarrollo de los cuerpos fructiferos o propiciar el crecimiento deforme de estos. Se
recomienda mantener una ventilacion en el cuarto de fructificacién, de tal manera que el

volumen de aire en dicho cuarto sea renovado de 4 a 6 veces cada hora.

El riego es necesario aunque solo sea en algunas horas del dia, para aumentar la
humedad y evitar el resecamiento del sustrato. Los riegos deben hacerse de preferencia de
pulverizacion al ambiente, también debe efectuarse riegos directos al sustrato, sin embargo el
chorro debe ser suave para no dafiar los cuerpos fructiferos. Es recomendable guiarse por un
higrometro o por higrotermégrafo para saber cuando es necesario regar. Una humedad inferior

al 80 por ciento sera negativa para la formacion de carpoforos (Sanchez, 1994).

Dos dias después de haber llevado los pasteles a la sala de fructificacion y de haber
eliminado la bolsa de polietileno, empiezan a aparecer los primordios, es decir los primeros
cuerpos fructiferos. Cuatro dias después, los primordios se han desarrollado bien, cubre la
totalidad de la superficie del pastel y estardn en madurez comercial, listos para ser cosechados
(Sanchez, 1994).

b) Cosecha: Para cosechar se debe esperar que los carpéforos alcancen el mayor tamafio
posible, pero sin permitir que el borde del pileo comience a enrizarse hacia arriba. La cosecha

se hace cortando el estipite con un cuchillo o bisturi estéril, justo a la base del tallo, en la unién
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con el sustrato, de abajo hacia arriba sin dafiar el sustrato, todos los cuerpos fructiferos frescos
gue se obtengan en un pastel, se pesan y se calcula la eficiencia bioldgica (Sanchez, 1994).

3.1.7 Contaminaciones, enfermedades y plagas

A. Contaminaciones

a) Causas:

e Mala pasteurizacion o descuidos en el manejo o en la siembra del sustrato en proceso.

¢ Deficiencias en la limpieza de los locales de incubacion.

e Orificios por donde puede entrar el aire y sus microbios, los insectos y otros animales
(Sanchez, 1994).

b) Efectos:
e Crecimiento pobre o nulo.

e Hongos mal formados o defectuosos (Sanchez, 1994).

c) Soluciones:

e Trabajar en condiciones asépticas, realizar buena esterilizacion y pasteurizacion.

e Buena limpieza, lavado y desinfectado (con alcohol al 70 por ciento, cloro u otro) de los
cuartos de incubacién, siembra y fructificacién, como también del equipo, instrumentos y ropa
de trabajo.

e Alrededor de los cuartos debe mantenerse siempre limpio (Sanchez, 1994).

B. Enfermedades

a) Abidticas: Este tipo de enfermedades, es causado por la falta de nutrientes especificos para
el desarrollo de los hongos o por las variaciones ambientales del entorno donde se cultiva el
hongo. En este sentido los principales problemas se presentan por efecto de: una deficiencia en
la ventilacion que influye directamente en la concentracion de COz2, variaciones en la humedad

relativa o en los efectos de exceso o falta de luminosidad (Sanchez, 1994).

El exceso de COz2, produce que los hongos desarrollen estipites mas largos o carpéforos
poco o nada desarrollados. La falta de humedad, ademés de reducir el rendimiento, afecta el

desarrollo de los carpoforos, los cuales pueden presentar deformaciones. La iluminacion
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produce variaciones en la pigmentacion de los carpoforos. Cuando la humedad es excesiva, de
tal manera que moja demasiado los cuerpos fructiferos, estos presentan un aspecto blando,
aguado y amarillento (Sanchez, 1994).

a) Bidticas: Son las enfermedades causadas por bacterias y hongos inferiores patégenos o

competidores (Sanchez, 1994).

De acuerdo a Maroto (1995), reporta las enfermedades siguientes:

i) Telarafia(Dactylium dandroides) (= Cladobotryum dandroides, Hypomyces rosellus):
Los filamentos de este hongo crecen rapidamente y se extienden sobre la superficie del sustrato
y de las setas, cubriéndolas con un moho blanquecino, primero ralo y luego denso y harinoso.
En las partes viejas las formas perfectas forman puntos rojizos. Los ejemplares atacados se
vuelven blandos, amarillento parduscos, y se acelera su descomposicion. Puede atacar a las
setas recolectadas. Esta enfermedad aparece con humedad excesiva, el calor y la escasa
ventilacion. Para su control se deben cubrir con cal viva en polvo, sal, formalina al 2 por ciento o
soluciones de benomyl en las zonas afectadas. También se puede emplear zineb, mancozeb,

carbendazin o thiabendazol (Maroto, 1995).

ii) Pseudomona tolaasii( = P. fluorescens): Esta bacteria ataca en cualquier fase del cultivo,
desde el micelio en incubaciébn a las setas ya formadas, disminuyendo o anulando la
produccion. En los sombreros de los ejemplares enfermos aparecen zonas de tamafio variable
de color amarillo-parduscos o anaranjado, acaban pegajosos y si la temperatura y humedad son
altas, se pudren pronto y huelen mal. Para su control se aconseja procurar evitar el exceso de
humedad, la adicion de sustancias nitrogenadas y el calor. Se puede afadir hipoclorito de sodio
al agua de riego, solucién de formalina al 0.2-0.3 por ciento, formol u otros productos (Maroto,
1995).

C. Plagas

Entre las plagas que afectan a Pleurotus estan: los caracoles y babosas, cochinillas de
humedad, ratones, larvas de algunos lepidépteros y dipteros, acaros (que en ocasiones resisten
la pasteurizacion); y finalmente insectos coledpteros y dipteros que se enumeran a continuaciéon

en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Familias de insectos plaga durante el cultivo de Pleurotus

ORDEN FAMILIA
Coledptera Staphylinidae
Coledptera Chrysomelidade
Coledptera Tenebrionidae
Coledptera Endomychilidae
Diptera Mycetophilidae
Diptera Stratiomydae
Diptera Drosophylidae

Fuente: Sdnchez (1994).

Algunos de estos insectos pueden reducir el rendimiento o calidad de los hongos, ya que
ademas suelen alimentarse de las esporas, de las laminas o inclusive del contexto mismo del
hongo, al cual perforan y le hacen tlneles y galerias. También pueden ser agentes de

contaminaciéon de otros hongos y bacterias (Sanchez, 1994).

Por otra parte se han observado algunas especies de lepiddpteros aun no identificados
gue en su fase larval afectan principalmente el estipite del hongo, el cual barrenan y sus dafios
no presentan sintomas externos, por lo que se convierten en plagas de importancia econdémica.
Algunos insectos depositan sus huevecillos en la madera de los anaqueles, y al eclosionar, las
larvas se introducen al sustrato, sobre todo durante la incubacion, después de haber perforado
las bolsas, las larvas se comen entonces el sustrato, el hongo y contaminan otros hongos del
pastel (Sanchez, 1994).

En estos casos es necesario la limpieza constante de anaqueles, paredes y pisos con
jabén y cloro para matar huevos y larvas. Para el control de estas plagas e insectos asociados,
recomienda el aislamiento del los locales y la colocacién de trampas. Tipos de trampas que

funcionan muy bien son:

a) Tiras de polietileno untadas con aceite comestible y colocadas a través de los estantes.
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b) Recipientes plasticos o de vidrio con un liquido atrayente con cerveza o miel de cacao, a la
cual se le pone en la boca un embudo con el orificio muy pequefio, de tal manera que el insecto

pueda entrar pero no salir.

c) Otra forma adecuada resulta mezclando insecticidas con alimentos atrayentes.

d) Resulta eficaz la aplicacion de un insecticida etnobotanico, como es el uso de aspersiones de
infusién de la raiz de la flor de muerto (Tagetes erecta) (Sanchez, 1994).

Finalmente como control preventivo de colémbolos y dipteros es la colocacion de filtros
junto a los ventiladores, eliminacién de residuos, tratamiento térmico de los sustratos, para
eliminar huevos y larvas. También puede aplicarse insecticidas como: diazindn o malatién en
polvo mezclados con el sustrato y nebulizaciones con endosulfan o diclorvos, etc. (Maroto,
1995).

3.1.8 Indicadores de produccién

Los indicadores de produccion son los parAmetros que permiten medir los rendimientos
de una cosecha de hongos. Los rendimientos de Pleurotus, son estimados en un promedio de
rango de 100 a 200 kilos del hongo por tonelada de sustrato preparado y hiumedo, rendimiento
gue se tiene en aproximadamente de 7 a 9 semanas. La produccién puede escalonarse a lo
largo del afo teniendo en cuenta que el ciclo total del cultivo se supone entre 2 y 4 meses

repartidos asi:

e De 15 a 30 dias de incubacion y crecimiento del micelio.
e De 15 a 20 dias en la zona de cultivo.
e De 45 a 60 dias de cosecha (Sanchez, 1994).

Los indicadores de produccion se pueden calcular a partir de las siguientes féormulas:

A. Eficiencia biolégica

Consiste en la produccion de cuerpos fructiferos, es decir que considera la

bioconversion de energia y la biodegradacion del sustrato. Se expresa en porcentaje y la
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formula utilizada para su célculo se obtiene de la relacion entre la cosecha de los cuerpos
fructiferos del hongo (peso fresco) y el peso seco del sustrato.

EB Peso fresco del hongo (gramos) X 100

Peso seco del sustrato (gramos)

Donde: EB, es la eficiencia bioldgica del hongo.

La EB, es generalmente el indicador de produccion mas utilizado para calcular el
rendimiento de una cosecha de hongos. La EB, depende basicamente del tipo de sustrato a
utilizar, en el caso de Pleurotus ostreatus, alrededor del 100 por ciento es considerada
adecuada (Sanchez, 1994).

Es recomendable que solo dos cosechas sean tomadas en cuenta para determinar la
eficiencia biolégica del hongo en un determinado sustrato, debido a que en una tercera o cuarta
cosecha los cuerpos fructiferos son de menor tamafio (Lazo, 2001).

B. Biodegradacion del sustrato por una cepa

La biodegradacion mide el porcentaje de la pérdida de peso del sustrato en base seca.

Se expresa de la siguiente formula:

Bd = g de sustrato seco inicial - g de sustrato seco final X 100

g de sustrato seco inicial

Donde: Bd es la biodegradacion del sustrato.

La importancia de la biodegradacién es que provee a grandes rasgos Yy sin requerir de
una andlisis profundo, dar una idea general de la facilidad que tendran las plantas de absorber
los nutrientes contenidos en los sustratos, los cuales por su composicidn lignificada dificultaban
tal labor, después de que fueron usados por estos hongos lignocelulésicos para su desarrollo y
fructificacion. Eliminando en gran medida esa cantidad de lignina y celulosa de la cual se

alimentaron (Fajardo, 2001).



21

3.1.9 Sustratos a utilizar

Para seleccionar un sustrato adecuado para el cultivo de hongos, se debe considerar los
requerimientos nutricionales del hongo, el andlisis proximal del sustrato, su bajo costo,

abundancia y facil disponibilidad (Sanchez, 1994).

A. Cafia de maiz (Zea mays L.)

Conjuntamente con el arroz y el trigo, el maiz es una de las tres gramineas mas
cultivadas en el mundo. Tiene una amplia utilidad en la industria moderna, mas que todo en la
produccion de diversos tipos de alimentos, como hojuelas de maiz, harinas, papillas, entre
otros. Los gérmenes de maiz contienen aceites para la alimentacion humana, para la
elaboracion de margarinas, etc. Ademas se puede utilizar como alimento para animales en

forma de rastrojo forrajero, asimismo en el ensilaje (Garcia, 2000).
El rastrojo dejado luego de la recoleccion de las mazorcas muchas veces es utilizado
como forraje para ganado, otras veces se incorpora al suelo como abono para la siguiente

siembra, pero regularmente es amontonado y quemado (Garcia, 2000).

La planta de maiz es de porte robusto de facil desarrollo y de produccién anual (Garcia,
2000).

Cuadro 3. Andlisis proximal del rastrojo y olote de maiz (Zea mays L.)

Componentes rastrojo olote
Materia seca 94.8% 91.9%
Extracto libre de nitrégeno 36.7% 48.1%
Extracto etéreo 1.8% 0.9%
Fibra cruda 40.2% 38.9%
Proteina cruda 8.0% 2.4%
Nitrégeno 1.28% 0.39%
Cenizas 8.1% 1.6%
Calorias 166 186
Calcio - 765mg/100g
Fésforo - 274mg/100g
Hierro - 7.4mg/100g

Fuente: INCAP (1968).
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Dentro de la planta de maiz (Zea mays L.), los tallos (cafia) son los que presentan las
estructuras mas lignificadas con un contenido de proteinas de 3.1 por ciento y las hojas con 4 a
7 por ciento. La composicion quimica indica que el rastrojo de maiz es bajo en materias
nitrogenadas con 4.5 por ciento de proteina bruta promedio (Lopez y Mendoza, 1999). La pared
celular presenta un porcentaje mayor de hemicelulosa que de celulosa, su bajo porcentaje de
lignina lo hace ser mas digestible que las pajas de cereales, siendo asi mismo mas rico en
azucares solubles que éstas. Por esta razon este residuo presenta un mayor valor energético
superior al de las pajas de cereales, fluctuando entre 1.69 y 2.1 Mcal/kg de materia seca
(Laforé, 2001).

B. Pulpa de café (Coffea arabica L.)

La pulpa de café es un desecho que proviene del beneficiado del café en cereza, la cual
constituye cerca del 40 por ciento de la masa de la fruta fresca. A través de estudios realizados
por varios investigadores, se ha demostrado que la pulpa de café es uno de los sustratos

eficientes para el desarrollo del hongo comestible Pleurotus spp. (Le6n, 1987).

La pulpa de café puede ser utilizada en fresco, sin embargo se recomienda fermentarla
durante 3 a 5 dias, la cual se logra apilandola en monticulos de aproximadamente 1 m de
didmetro y 50 y 60 cm de altura. Se cubre el monticulo con un plastico negro, para evitar la
deshidratacion y favorecer la fermentacion. Posteriormente la pulpa se somete al proceso de
pasteurizacién, seguidamente de la siembra del hongo al sustrato y finalmente la obtencién de

la cosecha (Le6n, 1987).

Sin embargo, la pulpa de café fresca solo esta disponible durante seis meses del afio,
gue es la época de la cosecha del café, por lo que la produccién de Pleurotus se ve limitada.
Otra alternativa de conservar la pulpa de café como sustrato de hongos comestibles es el
secada al sol inmediatamente después de haber sido sacada del pulpero(hasta un 8 por ciento
de humedad) y asi puede conservarse hasta 2 afios para ser usada e incluso facilitar su
traslado a otros lugares en donde no existe el cultivo del café. Par usar la pulpa deshidratada,
se sumerge durante 1 hora para hidratarla y se pasteuriza durante 40 minutos a 85°C para
posteriormente seguir los mismos procedimientos ya mencionados. La pulpa fresca fermentada

se pasa directamente a pasteurizar sin remojar (Sanchez, 1994).

La pulpa de café esta constituida tanto por macroelementos (N, P, K, Ca, Mg) como

microelementos (Fe, Mn, Zn, Cu) en diferentes proporciones, razén por la cual se considera util
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en las aplicaciones como abono organico. Asi como también sus contenidos celulares que
revelan su estado de descomposicion como la fibra detergente acido la cual se encuentra
formada principalmente por celulosa y lignina (Orellana, 1994).

Cuadro 4. Analisis proximal de la pulpa de café (Coffea arabica L.)

Componente Porcentajes

Materia seca 22.74
Extracto libre de nitrogeno 51.10
Extracto etéreo 1.08
Fibra cruda 15.07
Proteina cruda 17.71
Nitrégeno 2.8

Cenizas 15.04

Fuente: INCAP (1968).

3.1.10 Factores gque inciden en la descomposicion de la materia orgénica

La descomposicion de los residuos organicos en la elaboracion de la composta se
realiza con la fermentacion aerdbica (en presencia de aire), la cual se lleva a cabo en forma
natural a través de bacterias, hongos y otros microorganismos que producen cambios en la
materia organica por medio de su metabolismo. Este proceso puede verse afectado por los

factores siguientes:

A. Relacién carbono-nitrégeno

La relacion carbono-nitrégeno es la cantidad de carbono por unidad de nitrégeno

contenido en los tejidos de las plantas, la cual varia dependiendo del material.

La fuente de carbono se encuentra en mayor proporcién en residuos vegetales secos,
como rastrojos de maiz, trigo, maicillo, zacates y frijol, entre otros. La fuente de nitrégeno se
encuentra principalmente en estiércol de animales, hojas verdes de -cualquier planta
(especialmente en las leguminosas), desechos de hortalizas y otros. El nitrbgeno es necesario

para la descomposicion de la materia organica. Si el material organico tiene poca cantidad de
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nitrégeno con relacion al carbono presente, entonces la abonera tiene un alto contenido de
materiales, como rastrojo de maiz, trigo y zacate seco no descompuesto. En este caso la

actividad bacteriana tiende a disminuir y el proceso se retarda (Lopez y Mendoza, 1999).

Los microorganismos requieren, para su normal desenvolvimiento en la abonera, una
relacion de 25 a 30 partes de carbono por una de nitrdgeno. Una relacién carbono-nitrégeno
arriba de 30 se detiene la humificaciébn de la materia organica. Mientras mas alto sea el
contenido de carbono, mas tiempo tomara el proceso de descomposicion de la materia organica
(L6pez y Mendoza, 1999).

B. Oxigeno

El oxigeno es esencial en el proceso de oxidacion, durante el cual, por accion de los
microorganismos al degradar la materia organica, se libera la mayor parte de carbono en forma
de gas y calor. Una parte del carbono que no es liberado es utilizada por los microorganismos
en combinacion con el nitrégeno, para la formacion de su propia estructura celular. La
oxigenacion de la abonera se favorece haciendo volteos cada 15 dias. Es recomendable no
excederse en los volteos, ya que facilmente se pueden escapar otros componentes como el

nitrégeno (Lépez y Mendoza, 1999).

C. Temperatura

En la fermentacion aerobica, la temperatura sube hasta 75°C, permaneciendo asi por un
tiempo, para luego disminuir gradualmente a unos 40°C (fase mesdfila) y finalmente llegar a
temperatura ambiente (fase de maduracion). Cuando la abonera alcanza los 75°C, los
gérmenes patdgenos se destruyen, pero las bacterias y hongos benéficos pueden sobrevivir
(Lépez y Mendoza, 1999).

D. Humedad

El agua es esencial para el proceso bioldgico, por lo que hay que proveerla en forma
adecuada. En la fase inicial, debe humedecerse cada capa de material que se va agregando, de
tal manera que el material quede con 50 a 60 por ciento de humedad. Posteriormente los
riesgos dependeran del estado en que se este descomponiendo el material organico (Lopez y
Mendoza, 1999).
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E. Factor pH

En la fase mesodfila (temperatura ambiente y hasta 40°C), el pH tiende a ser acido,
llegando a valores de 2.5; el que posteriormente, en la fase de temperaturas altas, llega a
alcalinizarse alcanzando valores de 8.5, para estabilizarse, finalmente en rangos de 6.5 a 7.5
(L6pez y Mendoza, 1999).

3.1.11 Suplementos

La adicion de suplementos al sustrato acelera el crecimiento e incrementa la produccion
del hongo. Los suplementos nutricionales aumentan los niveles de nitrdgeno y de carbohidratos.
Al adicionar nitrogeno, se eleva el rendimiento de la cosecha, pero ciertos niveles pueden inhibir

la fructificacion (Barrios, 2002).

Segun Stamets en 1,993 menciona que la relacion del rendimiento es de
aproximadamente 1 libra de hongos frescos de Agrocybe aegerita, por 5 a 6 libras de sustrato
esterilizado (paja de cebada, etc.) obteniéndose un mayor desarrollo cuando se adiciona fuente

de nitrégeno al sustrato (Stamets, 1993).

En el estudio del efecto de la suplementacion de la paja de cebada (sustrato) sobre el
hongo Agrocybe aegerita con diversas fuentes de nitrégeno a diferentes concentraciones,
realizado por Lau, no encontré diferencia significativa entre la degradacion del sustrato no
suplementado y el suplementado con NaNO3, Urea y acido aspartico. Pero al utilizar
(NH4)HPO4 en las concentraciones de 0.32, 0.48, 0.64 y 0.80g de N/100 de sustrato, la
degradacién del sustrato si fue significativamente mayor que al utilizar el sustrato no

suplementado (Lau, 2001).

Generalmente, los hongos prefieren la utilizacion de amonio como fuente de nitrégeno
gue cualquier otro compuesto, probablemente debido a que requiere mucho menos gasto de
energia el uso de esta forma reducida de nitrégeno, eso explicaria la razén del porque los

sustratos suplementados con (NH4)HPOa4 se degradaron con mayor facilidad (Lau, 2001).

Lelley y Jansen en 1,993 citados por Cardona (2001) consideraron gque es necesario
suplementar el sustrato para la produccion de carpoforos del hongo P. ostreatus, siempre y

cuando se evite la propagacion rapida de microbiota competidora; dichos autores obtuvieron
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buenos resultados utilizando urea al 5 por ciento encapsulada con 100 partes por millébn de
MnCl2 (Cardona, 2001).

Por su parte, Zhao en 1,998 demostr6 que fertilizantes potasicos como KCI, KNOs3,
K2SO4 y KH2PO4 pueden incrementar la productividad de P. ostreatus y a la vez mejor el
contenido de proteina del cuerpo fructifero (Cardona, 2001). Danciang en 1,986 obtuvo un
aumento significativo en la produccion de carp6foros empleando como fertilizante del cultivo 4g
de sulfato de amonio por galén de agua (Cardona, 2001).

3.1.12 Tipos de suplementos a utilizar

A. Nitrato de amonio (NH4NO3)

Es un abono que contiene nitrdgeno en dos formas: nitrica, de efectividad inmediato y
amoniacal, de efecto retardado; por este motivo puede emplearse en distintos estados de
crecimiento de las plantas. La parte nitrica no queda retenida por mucho tiempo en el terreno, al
contrario que la forma amoniacal; las pérdidas en profundidad de este abono son limitadas. Se
presenta bajo la forma de granulos o polvo blanco con aspecto cristalino; atrae mucho la
humedad, por lo que es conveniente conservarlo sélo durante un breve periodo de tiempo, en
lugares secos en el interior de bolsas impermeables bien cerradas. Tiene un coste medio.

Puede emplearse en cualquier clase de terrenos, no deja residuos (Jackson, 2002).

Cuadro 5. Caracteristicas del nitrato de amonio

Titulo Efecto
Formula Reaccion | residual | Solubilidad
Quimica N P-Os | K20 | Otros en agua en el en el agua
terreno
NH4NOs3 | 26-27 0 0 | 89cCa0O acida neutro | Muy soluble

Fuente: Jackson (2002).

B. Nitrato de potasio (KNQO3)

Es un abono compuesto: que contiene nitrégeno en forma nitrica, que es de efecto
inmediato y potasio que es de efecto retardado. El potasio se mantiene bastante tiempo en el
terreno, incluso cuando la raices de las plantas no se afanan en absorberlo, es dificil que sea
arrastrado por las aguas que discurren hacia abajo. El nitrégeno, por el contrario, al estar

presente en forma nitrica, no es retenido por el terreno, por lo que, sino es absorbido
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rapidamente por las raices, puede perderse facilmente en profundidad. Se presenta bajo la
forma de polvo cristalino de color blanco; atrae poco la humedad y, por tanto, puede
conservarse durante periodo de tiempo bastante largo. Tiene un coste medio-bajo. El suministro
de este abono es util en todos los terrenos, pues no deja residuos (Jackson, 2002).

C. Urea

Es un abono nitrogenado de efecto retardado, porque contiene nitrégeno en forma de
urea, que en el terreno no tarda en transformarse en amoniaco. Se conserva durante tiempo en
el suelo, incluso cuando no es absorbido rapidamente por las raices de las plantas; es dificil que
lo arrastren a las profundidades de las aguas que discurren hacia abajo. Se presenta bajo la
forma de polvo granulos cristalinos de color blanco; atrae en cierta medida la humedad, por lo
gue puede conservarse durante tiempo en sacos impermeables bien cerrados. Tiene un coste
bastante bajo. Puede utilizarse en cualquier tipo de terreno, ya que no deja residuos (Jackson,
2002).

Cuadro 6. Caracteristicas de la urea

Titulo Efecto

Formula Reaccion | residual | Solubilidad

Quimica N P20s | K20 | Otros en agua en el en el agua

terreno

CO(NH2)2| 46 0 0 rastros neutra neutro | Muy soluble
Fuente Jackson (2002).

3.1.13 Disefio bloques al azar

Este disefio se caracteriza porque estratifica el material experimental en bloques,
cuando se logra determinar una gradiente de variabilidad, pudiendo ser esta climatica, edéfica,
o de otro tipo; para lo cual se agrupan los “k” tratamientos en “b” bloques, colocando los bloques
en sentido perpendicular a la gradiente que se ha establecido, de tal manera que las unidades
experimentales dentro de un bloque sean relativamente homogéneas. Se dice que se trata de
un disefio aleatorizado porque se asignan aleatoriamente los tratamientos “k” unidades
experimentales dentro de cada bloque. El nimero de unidades experimentales dentro de un
blogue debe ser igual al nimero de tratamientos a evaluar. En este caso el niumero de

repeticiones es igual al niumero de bloques (Garcia, 2000).



28

3.2 Marco referencial

3.2.1 Localizacion del experimento

Las fases de produccion del inéculo, siembra, suplementacion nitrogenada e incubacion,
se realizé en los laboratorios de la Subarea de Ciencias Quimicas, saléon B-15 interior, del
segundo nivel del edificio T-8 de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de
Guatemala, situado en la parte sur de la zona 12 del municipio de Guatemala, y segun el
Instituto Geografico Nacional (IGN) se localizada geograficamente en las coordenadas UTM
763563.67 metros este, 1613784.51 metros norte y a una altitud media de 1,502 msnm (IGM,
1983).

La fase de fructificacion del hongo, se efectué en una habitacién situada en la 102 calle
10-12 zona 11, colonia Roosevelth del municipio de Guatemala y segun el IGN se localiza
geograficamente en las coordenadas UTM 764238.69 metros este, 1616719.06 metros norte y
una altitud media de 1,502 msnm (IGM, 1983).

3.2.2 Climay zona de vida

Segun el mapa de zonas de vida de Holdridge (Cruz, 1982), El &rea donde se realizé el
estudio, pertenece a la zona de vida: Bosque humedo subtropical templado (Bh-st). Las
condiciones climaticas registradas por el Instituto nacional de sismologia, vulcanologia
meteorologia e hidrologia (INSIVUMEH) durante los meses de septiembre y octubre del afio

2,006 para el area del municipio del Guatemala fueron las siguientes (INSIVUMEH, 2006):

Precipitacion: 428.60 mm
Temperatura media: 25.9° C.
Humedad relativa media:  80%

Insolacién promedio: 5.80 horas/dia, 0.35cal/cm?/min.

3.2.3 Avances tecnolégicos

Segun la bibliografia consultada no se encontrdé ningun estudio previo donde se haya

evaluado la eficiencia biol6gica de Pleutotus ostreatus, sobre la cafia de maiz con la adicién de

suplementos nitrogenados.
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Esta investigacion forma parte del proyecto de colecta, domesticacion y produccion de
hongos nativos comestibles de Guatemala, desarrollado por la Subarea de Ciencias Quimicas
de la Facultad de Agronomia de la Universidad de San Carlos de Guatemala, en la cual se

busca generar conocimientos de nuevas técnicas para el desarrollo del cultivo de Pleurotus.

El autor y el asesor de ésta tesis han realizado los 18 meses anteriores tres pruebas de

ensayos preliminares de caracter exploratorio que fueron los siguientes:

En el primer ensayo realizado se fertiliz6 el sustrato con urea en solucién liquida en
concentraciones de 1, 3 y 5 por ciento de nitrégeno, previo a la inoculaciéon del hongo. Los
resultados encontrados fue de ningun desarrollo miceliar de Pleurotus, habiendo utilizado el

método de preparacion del sustrato por inmersion en agua alcalina al 2 por ciento.

Luego se realizé un segundo ensayo en el cual se redujo las concentraciones de
nitrégeno en 0.25, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25, 1.50, 1.75 y 2.00 por ciento usando como fertilizantes

cloruro amonio y nitrato de potasio.

Los suplementos fueron disueltos en agua estéril y pasteurizado a 80° C por 15 minutos,

luego fueron inyectados 4 dias después de la siembra del hongo.

Al momento se pudo observar que las unidades experimentales con concentraciones

mayores de 1.50 por ciento de nitrégeno es casi inexistente el desarrollo miceliar de Pleurotus.

Finalmente fundamentado en los resultados obtenidos en los ensayos anteriores se
determind suplementar la cafia de maiz siendo el sustrato a evaluar con niveles de dosis que
van de 0.42 a 1.50 por ciento de nitrogeno total en el sustrato, y considerando la relacion
carbono-nitrégeno 30.46:1 que es la éptima que recomienda Hong, citado por Sdnchez y Royse,

(2002) para un buen rendimiento de P. ostreatus.

Partiendo del estudio de estos ensayos y de la relacién Optima carbono-nitrégeno que
hall6 Hong, se procedié a calcular por método estequiométrico las dosis de nitrégeno en
cantidades porcentuales y equivalentes a peso en gramos de cada uno de los tres fertilizantes
gue se suplement6 a la cafla de maiz (ver cuadros 7, 8 y 9) y en el cuadro 10 los sustratos

testigos o no suplementados.
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Cuadro 7 .Cafia de maiz (Zea mays L.) suplementada con NH4NO3

Relacion
o Suplemento ) %
%Ninicial %N a ) %Nfinal C/N en
Trat. equivalente C.O.
sustrato | suplementar sustrato el
en gramos sustrato
sustrato
1 0.42 0.08 0.12 0.50 46.19 92:1
2 0.42 0.33 0.47 0.75 46.19 62:1
3 0.42 0.58 0.83 1.00 46.19 46:1
4 0.42 0.83 1.18 1.25 46.19 37:1
5 0.42 1.08 1.55 1.50 46.19 31:1

Fuente: Elaboracion propia

Cuadro 8 .Carfia de maiz (Zea mays L.) suplementada con KNO3

Relacién
o Suplemento ] %
%Ninicial %N a ) %Nfinal C/N en
Trat. equivalente C.0.
sustrato | suplementar sustrato el
en gramos sustrato
sustrato
6 0.42 0.08 0.29 0.50 46.19 92:1
7 0.42 0.33 1.19 0.75 46.19 62:1
8 0.42 0.58 2.09 1.00 46.19 46:1
9 0.42 0.83 2.99 1.25 46.19 37:1
10 0.42 1.08 3.89 1.50 46.19 311

Fuente: Elaboracion propia




Cuadro 9 .Cafia de maiz (Zea mays L.) suplementada con Urea

Relacion
o Suplemento ) %
%Ninicial %N a ) %Nfinal C/N en
Trat. equivalente C.O.
sustrato | suplementar sustrato el
en gramos sustrato
sustrato
11 0.42 0.08 0.08 0.50 46.19 92:1
12 0.42 0.33 0.35 0.75 46.19 62:1
13 0.42 0.58 0.63 1.00 46.19 46:1
14 0.42 0.83 0.90 1.25 46.19 37:1
15 0.42 1.08 1.17 1.50 46.19 31:1
Fuente: Elaboracion propia
Cuadro 10. Analisis de sustratos sin suplementacion
Relacién
N . %
%Ninicial | %Nfinal C/Nen
Trat. Sutrato C.0.
sustrato |sustrato el
sustrato

sustrato

16 | Cafia de maiz 0.42 0.42 46.19 110:1

17 | Pulpa de café 2.14 2.14 28.23 13.2:1

Fuente: Andlisis de Laboratorio de suelo-planta-agua, “Salvador
Castillo Orellana”, Facultad de Agronomia, USAC.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

4.1.1 Evaluar el efecto de la suplementacion nitrogenada de la cafia de maiz (Zea mays L.),

sobre la eficiencia biolégica de Pleurotus ostreatus (cepa ECS-152).

4.2 Especificos

4.2.1 Comparar la respuesta biolégica del hongo en la cafia de maiz suplementada con nitrato

de amonio, nitrato de potasio y urea Yy testigos.

4.2.2 Identificar el tratamiento que presente la mejor respuesta bioldgica de Pleurotus

ostreatus.
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5. HIPOTESIS

5.1 El hongo Pleurotus ostreatus presentara una mayor eficiencia biologica, en aquellos
tratamientos en los que se suplementara la cafla de maiz (Zea mays L.), con nitrato de

amonio, nitrato de potasio y urea.
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6.1

6.1.1

6.1.2

6. METODOLOGIA

Material experimental

Material bioldgico

Se evaluo la cepa de Pleurotus ostreatus ECS-152.

Materiales vegetales
Granos de sorgo (Sorghum vulgare L.)
Cafia de maiz (Zea mays L.)

Pulpa de café seca (Coffea ardbica L.) como testigo relativo.

Suplementos nitrogenados

Nitrato de amonio (NH4NO3) buscando concentraciones de Nitrégeno total en el sustrato
en porcentajes de 0.42, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25y 1.50 .

Nitrato de potasio (KNO3) buscando concentraciones de Nitrogeno total en el sustrato en
porcentajes de 0.42, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25y 1.50 .

Urea (CO(NH2)2) buscando concentraciones de Nitrogeno total en el sustrato en
porcentajes de 0.42, 0.50, 0.75, 1.00, 1.25y 1.50 .

Cristaleria, equipo de laboratorio y reactivos
Cajas de petri de vidrio

Probetas graduadas de 100 mli

Erlenmeyer de 250, 500 y 1000 ml

Frascos goteros

Campana de flujo laminar

Autoclave de olla

Estufa

Balanza semi-analitica

Termdmetro

Mechero bunzen

Incubadora

Alcohol etilico concentrado al 95 por ciento.

Atomizador
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e Como medio de cultivo papa dextrosa agar.
e Cubetas plasticas

e Bolsas de polipapel

6.2 Disefio experimental

Para la realizacién del experimento se usé un disefio de bloques al azar con arreglo
combinatorio, el cual conté con 17 tratamientos de los cuales la cafia de maiz sin
suplementacion se consider6 como testigo absoluto y la pulpa de café sin suplementacion
como testigo relativo. Cada tratamiento se repitié 6 veces para hacer un total de 102 unidades

experimentales.

Cada unidad experimental esta compuesta por una bolsa con 50 gramos de sustrato en
peso seco y con la suplementacion del fertilizante nitrogenado y a sus respectivas

concentraciones.

Los factores evaluados fueron los fertilizantes nitrogenados y los niveles de
concentracion de éstos.

El modelo estadistico a usar fue el siguiente:

Yik = p+ ai +Bj + (ap)ij + vk + eijk
donde:

Yijk = Eficiencia biolégica de Pleurotus ostreatus ECS-152 en cada uno de los
tratamientos con su respectivo fertilizante y nivel de concentracion.

po= Media general de la eficiencia biol6gica.

oi =  Efecto del i-ésimo fertilizante.

Bj = Efecto del j-ésimo nivel de concentracion.

(aB)ij = Efecto de la interaccion entre el i-ésimo fertilizante y el j-ésimo nivel de
concentracion.

vk =  Efecto del k-ésimo bloque.

gij = Error experimental asociado a la ijk-ésimo unidad experimental.
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6.3 Tratamientos

Cuadro 11. Tratamientos, claves y descripcion respectivamente.

TRATAMIENTO | CLAVE DESCRIPCION

T1 CF1N1 | Cafia de maiz con F1(NH4NOg3)y nivel concentracion 1 (0.50%)
T2 CF1N2 | Cafia de maiz con F1(NH4NOg3)y nivel concentracion 2 (0.75%)
T3 CFIN3 | Cafia de maiz con F1(NH4NO3)y nivel concentracién 3 (1.00%)
T4 CF1N4 | Cafia de maiz con F1(NH4NOg3)y nivel concentracion 4 (1.25%)
T5 CFIN5 | Cafia de maiz con F1(NH4NO3)y nivel concentracién 5 (1.50%)
T6 CF2N1 Cafia de maiz con F2(KNO3)y nivel concentracion 1 ( 0.50%)
T7 CF2N2 Cafia de maiz con F2(KNO3)y nivel concentracion 2 (0.75%)
T8 CF2N3 Cafia de maiz con F2(KNO3)y nivel concentracion 3 (1.00%)
T9 CF2N4 Cafia de maiz con F2(KNO3) y nivel concentracion 4 (1.25%)
T10 CF2N5 Cafia de maiz con F2(KNO3) y nivel concentracion 5 (1.50%)
T11 CF3N1 Cafia de maiz con F3(Urea) y nivel concentracién 1 (0.50%)
T12 CF3N2 Cafia de maiz con F3(Urea) y nivel concentracién 2 (0.75%)
T13 CF3N3 Cafia de maiz con F3(Urea) y nivel concentracién 3 (1.00%)
T14 CF3N4 Cafia de maiz con F3(Urea) y nivel concentracién 4 (1.25%)
T15 CF3N5 Cafia de maiz con F3(Urea) y nivel concentracién 5 (1.50%)
T16 C Cafia de maiz sin suplemento nitrogenado(testigo absoluto)
T17 P Pulpa de café sin suplemento nitrogenado(testigo relativo)

Fuente: Elaboracion propia.

A continuacién se presenta el cuadro que muestra el arreglo experimental del los

tratamientos y repeticiones en el espacio.
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Cuadro 12. Distribucion aleatoria de los tratamientos.

TRATAMIENTOS BLOQUES
UBICACION I Il I v \% Vi
1 T7 T13 T6 T1 T12 T13
2 T10 T11 T8 T2 T15 T9
3 T13 T5 T16 T14 T10 T12
4 T9 T1 T4 T7 T17 T7
5 T5 T10 T1 T6 T4 T10
6 T17 T4 T5 T10 T13 T14
7 T12 T7 T17 T9 T6 T1
8 T3 T14 T13 T11 T5 T4
9 T2 T3 T7 TS5 T16 T8
10 T15 T16 T14 T4 T7 T15
11 T16 T2 T12 T3 T14 T3
12 T4 T6 T15 T16 T2 T16
13 T11 T15 T11 T8 T9 T5
14 T8 T17 T10 T15 T1 T11
15 T6 T9 T2 T12 T3 T6
16 T1 T12 T3 T13 T8 T2
17 T14 T8 T9 T17 T11 T17

Fuente: Elaboracion propia.

6.4 Variable de respuesta

Eficiencia biolégica (%): Expresada en porcentaje y se obtuvo de la relacién Peso Total

de Hongos frescos (g) entre el Peso Seco del Sustrato (g) multiplicado por 100.

6.5 Analisis estadistico

Al final del estudio se realiz6 un analisis de varianza (andeva) de la eficiencia biolégica
de Pleurotus ostreatus en cada uno los tratamientos a evaluados. Para determinar si existio
diferencias significativas entre los tratamientos evaluados, se hizo necesario realizar una prueba
multiple de medias bajo el criterio de Tukey al 95 por ciento de confiabilidad (a = 0.05), para

determinar el o los mejores tratamientos en base a la variable de respuesta.



38

6.6 Manejo del experimento

6.6.1 Preparacion del in6culo

e Esta fase partié desde la adquisicion del micelio certificado, cepa ECS-152, proporcionado
por el “Cepario de hongos comestibles y medicinales de El Colegio de la Frontera Sur”
(ECOSUR), unidad de Tapachula, Chiapas, México.

e Posteriormente, bajo condiciones del laboratorio de la Subarea de Ciencias Quimicas, de la
Facultad de Agronomia de la USAC, el micelio se propagé en caja de petri conteniendo como
medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA), dentro de la campana de flujo laminar.

e Luego se almacené dentro de la incubadora a una temperatura de 28° C en obscuridad
durante 8 dias, después de ese lapso de tiempo el micelio colonizé toda la superficie del
medio de cultivo contenido en las caja petri (ver figura 2).

Figura 2. Medio de cultivo colonizado por micelio de Pleurotus ostreatus.

e Para preparacion del inodculo primario se eligio el grano de sorgo el cual se limpi6é e hidratd
en agua limpia durante 24 horas, luego se escurri6 para eliminar el exceso de agua y se
pesaron unidades de 30 gramos colocadas dentro de bolsas de polipapel, después se
esterilizaron a 121° C por 30 minutos, y se dejo enfriar.
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e Dentro de la campana de flujo laminar, con un bisturi estéril se procedié a cortar el agar con
el micelio en cuadritos de 0.5 cm?, y se inoculé 1 cuadrito de ese agar-micelio por cada bolsa
de polipapel conteniendo 30 g de granos de sorgo previamente esterilizado.

e Cada bolsa se cerrdé procurando compactarla lo mas que se pudo y se identifico con el

nombre de la cepay fecha de inoculacion y se incub6 a 28° C en obscuridad durante 20 dias.

6.6.2 Preparacion del sustrato

e Para esta investigacion se us6 pulpa de café y cafia de maiz, los dos sustratos en estado

seco.
e La cafa de maiz se fragmenté en trozos de 3 a 5 cm de largo con el fin de no romper las
bolsas, retener la humedad y facil manejo del sustrato. Mientras que la pulpa de café se

procedi6 a la limpieza de que no lleven otros materiales contaminantes.

e Los dos sustratos en partes separadas se hidrataron por 24 horas y se escurrieron por 1

hora.
e Después del escurrimiento los dos sustratos por separado se embolsaron en unidades
equivalentes a 50g de peso seco en bolsas nuevas de polipapel en medidas de 23 x 37cm;

luego se esterilizaron en el autoclave a 121° C (a 15atm de presion) por 20 minutos.

e Esterilizados los dos sustratos estos se dejaron enfriar hasta llegar a la temperatura

ambiente.

6.6.3 Preparacién de los suplementos nitrogenados

e Se solubilizaron las diferentes concentraciones de nitrato de amonio, nitrato de potasio y

urea en 25 mililitros de agua destilada estéril.

¢ En el potenciométro se determiné el pH de cada solucion.



Se autoclave6 a 121° C por 20 minutos las soluciones de nitrato de amonio y nitrato de
potasio conjuntamente con el sustrato, y la solucion de urea se pasteuriz6 a 80° grados

centigrados por 15 minutos para luego ser adicionada al sustrato.

Enfriado a temperatura ambiente el sustrato ya suplementado se procedié a realizar la

siembra.

6.6.4 Siembra e incubacién

El area de trabajo estuvo completamente cerrada y desinfectada con alcohol al 95 por ciento

y utilizando mascarillas nuevas.

La siembra se realizé dentro de la campana de flujo laminar mezclando en forma homogénea
el indculo primario con el sustrato, dentro de bolsas nuevas transparentes de polipapel de 23
X 37 cm la cual al terminar la siembra, se cerré por medio de un nudo de la misma bolsa,

teniendo el cuidado de eliminar el aire interior.

Luego las bolsas ya inoculadas se trasladaron a la sala de incubacion (la cual se desinfectd
pisos, paredes y techo) colocadas sobre anaqueles bajo condiciones de oscuridad y a una

temperatura de 26° C durante 30 dias.

Cuatro dias después de la siembra se realizé perforaciones perfectamente distribuidas sobre
la parte superior de la bolsa de polietileno teniendo el cuidado de no tocar al sustrato. Esto

con el fin de permitir un mejor intercambio gaseoso y un mejor crecimiento del hongo.

Finalizado el periodo de incubacién se observé el crecimiento miceliar de una apariencia

blanco-algodonosa que cubrié y compacté totalmente el sustrato.

6.6.5 Fructificacion y cosecha

e Dentro de la sala de fructificacién previamente desinfectada, se procedié a eliminar la bolsa

de polipapel y se colocé cada tratamiento conforme con lo previsto en la distribucion espacial

del disefio, para su fructificacion.
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En la sala de fructificacion se consideré las condiciones adecuadas de ventilacién, humedad,
temperatura y luminosidad, para evitar el resecado del sustrato.

Entre 5 a 7 dias después de llevados los pasteles a la sala de fructificacién (ver figura 3)

nacieron los primordios que posteriormente formaron los carpéforos.

Para cosechar los carpéforos se espera que alcancen el mayor tamafio posible, pero sin
permitir que el borde del pileo comience a enrizarse hacia arriba. La cosecha se hizo
cortando el estipite con un cuchillo o bisturi estéril, justo a la base del tallo, en la unién con el
sustrato. Se tomé el peso fresco de los hongos de cada corte de cada unidad experimental
en una balanza semi-analitica. Para calcular la eficiencia biolégica se consideré el peso

acumulativo de los hongos frescos hasta la segunda cosecha.



Figura 3. Sala de fructificacion del hongo Pleurotus ostreatus.
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6.6.6 Control de plagas durante la fructificacion

e El control de plagas durante la etapa de fructificacion del hongo fue mas de caracter
preventivo, la sala de fructificacion se mantuvo cerrada y la Unica ventana que se tuvo, se
cubrié con cedazo plastico con celdas de 1mm?2 para permitir el ingreso de ventilacién, mas

no asi el de insectos.

e Por otro lado, en la entrada de la puerta a la sala se mantuvo como limpia zapatos una toalla
impregnada con cloro, con el fin de no permitir el ingreso de algun tipo de insectos o bien de
otros microorganismos como hongos o bacterias que pudieran ir adheridas a la suelas de los

zapatos.

e En el caso de presentarse alguna plaga insectil o invasion por otros hongos o bacterias

dafinas lo mejor es eliminar la unidad experimental.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

El desarrollo de esta investigacion desde la preparaciéon del in6culo hasta la
determinacion de la segunda cosecha en peso fresco de los carpo6foros tuvo una duracion de 3

meses.

Los resultados obtenidos se detallan ordenadamente a continuacion:

7.1 Cuantificacion del peso de los carpéforos

El peso fresco de los carpéforos se determind en dos cosechas, en un lapso de 28 dias,

después de la inoculacion de los sustratos, de acuerdo con los tratamientos previstos.

El cuadro 13 presenta los pesos frescos obtenidos de los carpéforos por cada unidad

experimental en el desarrollo de la investigacion.



Cuadro 13. Peso fresco promedio (g) de carpo6foros por unidad experimental

de cada tratamiento.

BLOQUES Peso
Trats. fresco
I Il I v \% Vi promedio
(9)

T1 |50.50| 54.00| 41.05| 50.45| 53.01| 46.51 49.25
T2 |55.58| 53.55| 56.00| 39.65| 44.13| 42.75 48.61
T3 53.04| 41.39| 37.51| 40.43| 37.62| 51.06 43,51
T4 |35.74| 48.66| 38.58| 41.39| 40.44| 53.20 43.00
T5 |46.88| 36.79| 35.67| 38.30| 37.50| 45.41 40.09
T6 |45.06| 53.49| 46.97| 52.10| 49.34| 52.03 49.83
T7 |5257| 49.72| 48.86| 53.28| 46.37| 49.36 50.03
T8 |56.97| 51.33| 54.09| 52.00| 52.63| 48.74 52.63
T9 |55.89| 53.39| 57.09| 55.26| 54.53| 58.81 55.83
T10 |[60.09| 57.95| 55.52| 51.17| 58.95| 56.48 56.69
T11 |49.67| 50.60| 53.02| 49.97| 52.20| 47.07 50.42
T12 |50.28| 54.96| 51.21| 53.45| 48.58| 45.68 50.69
T13 |50.81| 47.73| 52.42| 56.48| 59.79| 54.09 53.55
T14 |58.90| 54.32| 57.59| 59.46| 55.65| 56.74 57.11
T15 |58.31| 61.22| 61.50| 55.05| 66.57| 61.50 60.69
T16 |54.90| 48.86| 50.24| 52.31| 48.16| 46.85 50.22
T17 |61.10| 63.74| 70.60| 71.84| 67.60| 71.02 67.65

Fuente: Elaboracion propia.
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Con fines de mejor interpretacion de los resultados obtenidos de peso fresco promedio

(9), del cuadro 13, estos se graficaron en la figura 4.
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Figura 4. Peso fresco promedio de los carp6foros por tratamiento.

La figura 4 refleja el rendimiento del peso fresco promedio obtenido por cada
tratamiento. EI mayor peso se obtuvo con el tratamiento 17 que correspondid a la pulpa de café
(testigo relativo) con 67.65g, luego el segundo mejor peso lo presentd el tratamiento 15 (cafa
de maiz suplementada con urea con nivel de concentracion 5) con 60.69g, seguidos
posteriormente por los tratamientos 14, 10, 9 y 13 con 57.11g, 56.69g, 55.83g y 53.55¢g
respectivamente, en tanto el tratamiento 16 cafia maiz sin suplemento (testigo absoluto) produjo
50.22g, y el peso mas bajo lo registr6 el tratamiento 5 (cafia de maiz suplementada con nitrato

de amonio con nivel de concentracion 5) con un peso de 40.09g.



7.2 Eficiencia biolégica
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El cuadro 14 presenta los porcentajes obtenidos de la eficiencia biolégica del hongo

Pleurotus ostreatus, en seis réplicas para cada tratamiento.

Cuadro 14. Eficiencia biolégica (EB), en porcentaje para cada tratamiento

Trats. BLOQUES EB (%)

I Il Il v \Y \ Promedio
T1 101.00| 108.00| 82.10| 100.90| 106.02| 93.02 98.51
T2 111.16| 107.10| 112.00| 79.30| 88.26| 85.50 97.22
T3 106.08| 82.78| 75.02| 86.80| 75.24| 102.12 87.02
T4 71.48| 97.32| 77.16| 82.78| 80.88| 106.40 86.00
T5 93.76| 73.58| 71.34| 76.60| 75.00| 90.82 80.18
T6 90.12| 106.98| 93.94| 104.20| 98.68| 104.06 99.66
T7 105.14| 99.44| 97.72| 106.56| 92.74| 98.72 100.05
T8 113.94| 102.66| 108.18| 104.00| 105.26| 97.48 105.25
T9 111.78| 106.78| 114.18| 110.52| 109.06| 117.62 111.66
T10 | 120.18| 115.90| 111.04| 102.34| 117.90| 112.96 113.39
T11 99.34| 101.20| 106.04| 99.94| 104.40| 94.14 100.84
T12 | 100.56| 109.92| 102.42| 106.90| 97.16| 91.36 101.39
T13 | 100.62| 95.46| 104.84| 112.96| 119.58| 108.18 107.11
T14 | 117.80| 108.64| 115.18| 118.92| 111.30| 113.48 114.22
T15 | 116.62| 122.44| 123.00| 110.10| 133.14| 123.00 121.38
T16 | 109.80| 97.72| 100.48| 104.62| 96.32| 93.70 100.44
T17 | 122.20| 127.48| 141.20| 143.68| 135.20| 142.04 135.30

Fuente: Elaboracion propia.

Los resultados obtenidos de la eficiencia biolégica promedio del cuadro 14 con el

propédsito de mejor explicacion se graficaron en la figura 5.
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Figura 5. Eficiencia Biol6gica promedio por tratamiento.

De acuerdo a la figura 5, en donde se presenta la eficiencia biolégica promedio del
hongo Pleurotus ostreatus se observa claramente que la mejor eficiencia bioldgica es el del
tratamiento 17 constituido por la pulpa de café con 135.38 por ciento, seguido por el tratamiento
15 con 121.38 por ciento, el tratamiento 16 registr6 100.44 por ciento y la menor eficiencia

biolégica la produjo el tratamiento 5 con 80.18 por ciento.

A la variable de respuesta de eficiencia biol6gica de Pleurotus ostreatus se le realizé un
Andlisis de Varianza (ANDEVA) y prueba de medias de Tukey con un nivel de confianza del 95

por ciento (o = 0.05).



Cuadro 15. Resumen de andeva para la eficiencia biol6gica de Pleurotus ostreatus
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Grados
Fuente de Suma de Cuadrados
de F Pr>F
Variacion ] cuadrados medios
libertad
Fert. (A) 2 6406.09296889 | 3203.04648444 | 41.89 0.0001*
NC (B) 4 507.62302222 | 126.90575556| 1.66| 0.1691ns
Fert. X NC 8 3793.24383111| 474.15547889| 6.20 0.0001*
Bloques 5 231.62524889 | 46.32504978| 0.61| 0.6956ns
Error
_ 70 5352.39788444 | 76.46282692
experimental
Total 89 16290.98295556
o =0.05 CV =8.61%

Fuente: Elaboracion propia.

El andlisis de varianza del cuadro 15 para la variable de respuesta de la eficiencia
biologica present6 diferencias significativas entre la interaccion del fertilizante y el nivel de
concentracion, por lo cual se realizé a continuacion la prueba de comparacion multiple de

medias de acuerdo con el criterio de Tukey, para la interaccion.
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Cuadro 16. Comparacion de medias segun el criterio de Tukey para la interaccion

suplemento y nivel de concentracion.

) Eficiencia
Tratamiento | Suplemento Nivel de. . biolégica
concentracion
(%)
T15 UREA 5 121.38 A
T14 UREA 4 114.22 A B
T10 KNOs3 5 113.39 A B
T9 KNOs3 4 111.66 A B
T13 UREA 3 107.11 A B
T8 KNOs3 3 105.25 A B
T12 UREA 2 101.39 B C
T11 UREA 1 100.84 B C
T7 KNOs3 2 100.05 B C
T6 KNOs3 1 99.66 B C
T1 NH4NO3 1 98.54 B C
T2 NH4NO3 2 97.22 B C D
T3 NH4NO3 3 87.02 C D
T4 NH4NO3 4 86.00 C D
TS5 NH4NO3 5 80.18 D

Fuente: Elaboracion propia.

De acuerdo al cuadro 16, las pruebas de Tukey di6 como resultado que la mayor
eficiencia biologica del hongo Pleurotus ostreatus se encuentra en el tratamiento namero 15 que
consistié en suplementar la cafia maiz con urea a un nivel de concentracién 5 ( o sea al 1.5 por
ciento de nitrégeno total en el sustrato), sin embargo el nitrato de potasio puede ser un buen
suplemento, ya que los resultados del mismo se acercan a los de la urea aunque no llegé a
alcanzar al mejor tratamiento de la urea, posiblemente se debié a la forma de disponibilidad del
nitrégeno organico en la urea lo cual concuerda con Sanchez y Royse (2002), donde citan que

el hongo prefiere las fuentes organicas para un crecimiento 6ptimo.

En tanto los tratamientos suplementados con nitrato de amonio registraron una
disminucion en la eficiencia bioldgica del hongo a medida que aumentaba el nivel de
concentracion del mismo, por lo que probablemente se deba a la elevada concentracion del ion

amonio que produjo un efecto de toxicidad en el sustrato.



51

Adicionando al estudio del uso de suplementos nitrogenados al sustrato, se utilizaron

dos testigos comparativos, siendo la pulpa de café como testigo relativo y la cafia de maiz sin
suplementacion como testigo absoluto que se pueden comparar en el cuadro 17.

Cuadro 17. Comparacion de medias de los tratamientos suplementados

y los testigos.

Tratamientos E. B. (%)
T17: Pulpa café (testigo relativo) 135.30| A
T15: Cafia maiz + Urea (n.c. 5) 121.38| A | B
T14: Cafia maiz + Urea (n.c. 4) 114.22 B|C
T10: Cafia maiz + KNO3 (n.c. 5) 113.39 B|C
T9: Cafia maiz + KNO3 (n.c. 4) 111.66 B|C
T13: Cafia maiz + Urea (n.c. 3) 107.11 B|C
T8: Cafia maiz + KNO3 (n.c. 3) 105.25 B|C
T12: Cafia maiz + Urea (n.c. 2) 101.39 C|D
T11: Cafia maiz + Urea (n.c. 1) 100.84 C|D
T16: Cafa maiz (testigo absoluto) 100.44 CcC|D
T7: Cafa maiz + KNO3 (n.c. 2) 100.05 CcC|D
T6: Cafla maiz + KNO3 (n.c. 1) 99.66 CcC|D
T1: Cafla maiz + NH4aNOz3 (n.c. 1) 98.54 CcC|D
T2: Cafa maiz + NH4NOs3 (n.c. 2) 97.22 C|/D|E
T3: Cafla maiz + NH4NOs3 (n.c. 3) 87.02 D|E
T4: Cafa maiz + NH4NOs3 (n.c. 4) 86.00 D|E
T5: Cafla maiz + NH4NOs3 (n.c. 5) 80.18 E

Fuente: Elaboracion propia.

De los resultados obtenidos del cuadro 17, muestra que la pulpa de café sigue siendo el
mejor sustrato para la produccion del hongo Pleurotus ostreatus, en tanto se tenga de la
disponibilidad de la misma, pero para aquellas regiones en donde se pueda disponer solo de los
rastrojos de maiz y la eficiencia bioldgica del hongo es baja segun los estudios de Garcia
(2000) y Rojas(2004), por lo tanto se puede suplementar el sustrato con urea en relacion de

1.17 g por 50 g de sustrato seco.
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8.1

8.2

8. CONCLUSIONES

La pulpa de café (Coffea ardbica L.) sigue siendo el mejor sustrato para la produccion
del cultivo del hongo Pleurotus ostreatus, ya que ninguno de los suplementos evaluados

supero su eficiencia biolédgica.

En lugares que no se cuenta con pulpa de café (Coffea arabica L.), se debe suplementar
la cafia de maiz (Zea mays L.) con urea en una relacién de 1.17 g por 50 g de sustrato

SecCo.
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9. RECOMENDACIONES

Seguir utilizando la pulpa de café (Coffea aradbica L.) como sustrato del hongo Pleurotus

ostreatus en regiones cafetaleras donde es facil adquirir la misma.

Suplementar la cafia de maiz (Zea mays L.) a razén de 1.17g de urea por 50 g de

sustrato seco en aquellos lugares de facil disponibilidad.

Realizar otros estudios en los cuales se pueda conocer el proceso metabdlico en que el

hongo asimila mejor las moléculas de nitrégeno del sustrato utilizado.
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11. ANEXOS

11.1 Glosario de términos

-Agar:

-Basidio:

-Basidiospora:

Sustancia de consistencia gelatinosa que se obtiene de las algas marinas y se
utiliza para preparar medios de cultivo nutritivos en donde se cultiva y estudia a
los microorganismos (Agrios, 1995).

Estructura en forma de mazo que contiene a las basidiosporas (Agrios, 1995).

Espora producida de manera sexual y localizada sobre un basidio (Agrios,
1995).

-Basidiocarpo: Cuerpo fructifero de los basidiomicetos, que contiene los basidios donde se

-Carpoforo:

-Cepa:

-Contexto:

producen las esporas (Agrios, 1995).

Organo reproductor de los hongos (Agrios, 1995).

Son las caracteristicas fenotipicas (aspecto, color, sabor, olor) y genotipicas
(cantidad y distribucién de los cromosomas) que identifican a una especie o

individuo en particular (Sanchez y Royse, 2002).

Parte interna del hongo, cominmente llamada carne (Agrios, 1995).

-Cuerpo fructifero: Cuerpo reproductor del hongo, el cual nace del micelio, que crece en el

-Espora:

-Esporada:

-Estipite:

suelo o sustrato (Agrios, 1995).

Unidad reproductiva de los hongos que consta de una o varias células (Agrios,
1995).

Conjunto de esporas desprendidas por el himenio del hongo (Agrios, 1995).

Parte que sostiene el pileo de los hongos; cominmente conocido como pie
(Agrios, 1995).



58

-Eucarioético:

Organismo cuyas células poseen nucleo, rodeado de una membrana nuclear
(Agrios, 1995).

-Heterétrofo: Organismo que soélo puede cubrir sus necesidades troficas a partir de materia

-Hifa:

-Himenio:

organica previamente sintetizada (Agrios, 1995).

Ramificacién simple de un micelio (Agrios, 1995).

Superficie fértil de un hongo; corresponde a la parte del cuerpo fructifero que
produce esporas (Agrios, 1995).

-Macromiceto: Hongo superior que puede observarse a simple vista (Agrios, 1995).

-Medio de cultivo: Medio nutritivo preparado en el que se cultivan microorganismos o células

-Micelio:

-Pie:

-Pileo:

-Saprdfito:

(Agrios, 1995).

Conjunto de hifas ramificadas que crece en el suelo o sustrato como una masa

algodonosa, produciendo los cuerpos fructiferos del hongo (Agrios, 1995).

Nombre equivalente para estipite (Agrios, 1995).

Parte superior del cuerpo del hongo; cominmente es conocido como sombrero
(Agrios, 1995).

Organismo que obtiene sus nutrientes a partir de materia organica muerta
(Agrios, 1995).

-Suplementacion: Accién de suplir o adicionar lo que hace falta (Lau, 2001).

-Sustrato:

Material o sustancia en la que un microorganismo se alimenta y desarrolla
(Agrios, 1995).
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