




















INTRODUCCION

El estudio sobre los hongos comestibles en nuestro pafls estd en uha
etapa incipiente, debido a que se conoce poco sobre la techologfa de
mul}iplicacién y/0 preparacion de “semilla”; asf como la fase de produccién
de los cuerpos fructiferos. |

Los problemas alimenticios en la mayorfa de la poblacion son
deficientes, a falta de un consumo de alimentos ricos en protefnas,
vitaminas y minerales; consumiendo hongos comestibles podemos
solucionar estos problemas, ya que estos hongos contienen una elevada
cantidad de protefnas, vitaminas y minerales, facilmente digeribles por el
organismo humano.

En nuestra region existen muchas especies de hongos comestibles,

entre las cuales tenemos a Agaricus campestris ‘paku’, que es

ampliamente conocido y consumido por los lugarefios desde la antigliiedad.

Estos hongos conociendo una buena tecnologia, se pueden aislar en cepas



puras y cultivarlas en ambientes controlados.
La diferencia con otros cultivos agricolas, es que éstos, se realizan a
campo abierto; por tanto, se efectlian de 1 a 2 cultivos anuales: sin

embargo, para el cultivo de Agaricus campestris “paku”, se necesitan

invernaderos o casas especiales dotados de temperatura, humedad y
aireacion adecuadas. A estas condiciones €l cultivo es sin cesar, realizando
de 4 a 5 cultivos anuales.

Uno de los factores principales es contar con cantidades grandes
de materia prima lignoceluldsico, para preparar el compost.

Nuestra region es propicia para este tipo de cultivos, ya que existe
una inmensa cantidad de restos de desecho agricola (material
lignocelulésico), de diferentes calidades para la preparacién del compost.

Para poder optimizar el cultivo de Agaricus campestris se requiere

tener en cuenta los siguientes factores: { a ) Obtener una producciéon de
blanco o “semilla” de calidad, que se utiliza para inocular al sustrato
(compost), y esta debe ser producida continuamente bajo condiciones libre
de contaminantes en cantidades adecuadas; ya que se utiliza a razén de

400 g/m? de cama de cultivo. ( b ) Obtener un compost de calidad

adecuada para la nutricién y crecimiento, sélo para Agaricus campestris
“paku”, de tal modo que no se encuentren en el sustrato microorganismos
perjudiciales ni competidores en el proceso de crecimiento micelial y
fructificacion.

En el presente trabajo de investigacion, se plantearon los siguientes

objetivos:



Aislar en cultivo puro, micelios de Agaricus campestris “paku” por

cultivo de esporada, tejido Plectenquimdtico y cultivo directo de
micelios en condiciones de campo.
Seleccionar un medio de cultivo selectivo apropiado para la

conservacién y propagacion de micelios de Agwricus campestris

“paku’”.

Establecer las condiciones mdas apropiadas de temperatura, humedad
relativa y aireacion para la fructificacion en condiciones de
invernadero.

Evaluar la Eficiencia Biologica (%EB), Tasa de Produccién (%TP) y
Rendimiento (%R) en 4 tipos de compost a base de estiércol de llama,

caballo y cuy.



I. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. ANTECEDENTES SOBRE EL CULTIVO.

El cultivo de hongos comestibles en el &mbito mundial como fuente

de alimentacion es muy antiguo. Las especies Lentinus edodes Yy

Valvariella velvacea se consumen desde hace mas de 2000 afos en los

paises asidticos, como producto de un cultivo artificial.

La especie Agaricus bisporus, comenz0 a cultivarse en el siglo XVIili,

en Francia, mds recientemente otras especies como Pleurotus ostreatus

han entrado al grupo de los hongos cultivados (LEAL, 1993).

Agaricus bisporus es el mds importante en funcién a los volimenes

de produccion y la amplia distribucion de zonas en donde se le cultiva. La
produccién de Shii - Take, un hongo japonés, también es notable, aunque
Su consumo no es tan generalizado como el del champifién, siendo el
consumo principalmente en el Japon.

Actualmente en México se cultivan de manera rudimentaria dos
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especies de hongos, Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus, imperando

en un alto grado de empirismo, debido principalmente al escaso nivel de
conocimiento cientifico y tecnoldgico en esta area.

Los hombres han consumido hongos comestibles desde los tiempos
mds primitivos; los griegos y los romanos ya los conoén’ an ‘y Dioscorides en
su “Materia Médica" distinguia los comestibles de las venenosas (IBAR,
1980).

FIDALGO e GUMARAES (1985), manifiesta que el cultivo de hongos
comestibles en Brasil se inici0 en escala comercial 3 partir de 1953, en el

estado de Sao Paulo, con la especie de Agaricus campestris actualmente

fa produccion del pais se restringe a nuevas especies de Agaricus

campestris conocido como champifién y Pleorotus ostreatus Kummen
vulgarmente conocido como caltetuba o cogumelio gigante.

NICHOLS (1993), menciona que el cultivo de hongos comestibles,
puede resultar provechosa para muchos paises en vias de desarrollio.
Ofrece buenas oportunidades de inversion y de generacién de empleos, asi
como una valiosa fuente de protefna. Por necesitar mucha mano de obra,

que abunda en los pai'ses en desarrollo.

1.2. VALOR NUTRITIVO Y MEDICINAL.

El valor nutritivo de los hongos comestibles es similar al de diversas
hortalizas. Su contenido de proteinas es elevado, alcanzando de 1.5 al
6.0%. el valor de hidratos de carbqno oscila entre 3.5 y 5%, son pobres en
materias grasas, sin embargo, son ricas en cierto nimero de minerales,

como potasio, fésforo, magnesio, hierro y calcio.
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Cuadro N° ©1: Composicion media del “champifién” comparando con

otros productos vegetales y animales.

Especie Agua Proteinas M ;:225 Hlirrz;t:nge Minerales
Champifién 90 3.5 0.3 4.0 1.0
Boleto 86 5.4 0.4 5.2 1.0
Cantarelas 91 2.6 0.8 3.5 0.7
Espinaca 93 22 0.3 1.0 1.9
Esparrago 93 1.8 0.1 2.0 0.6
Papas 75 2.0 0.1 21.0 11
Leche 87 3.5 3.7 4.8 0.7
Vacuno 68 18.0 3.0 0.5 0.5

FUENTE.: Vedder (1993), porcentaje sobre peso fresco.

También son ricas en vitaminas como la tiamina (B1), la rivoflavina
(B2). la piridoxina (Be), dcido pantoténico, acido nicotinico, dcido félico,
acido ascérbico (Vit. C), ergosterona (provitamina Do) y la biotina (Vit. H).

LAMBERT (1972), menciona que estas vitaminas se conservan bien
cuando los champifiones se cocinan, se enlatan, se deshidratan o se
congelan.

El consumo de hongos puede adicionalmente tener efecto curativo.
Por ejemplo el contenido del dcido félico favorece la curacion de muchos
casos de anemia; las sustancias presentes en el hongo (Shii - take),
permite disminuir el contenido del colesterol en la sangre, también fue
descubierto por investigadores japoneses, que en los hongos comestibles

existe ciertas sustancias que detienen el cancer (VEDDER, 1993).
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1.3. TAXONOMIA Y MORFOLOGIA.

La especie de hongo comestible Agaricuas campestris, comprendido

en el presente estudib, se clasifica de la siguiente manera (ALEXOPOULOS,

1985; DEACON, 1993).

Reino : Fungi.

Divisidon : Eumicetes.

Clase : Basidiomycetes.

Sub - Clase Holobasidiomycetidae II

Orden : Agaricales.

Familia : Agaricaceae

Género : Agaricus.

Especie ) Agaricus campestris.

Nombre vuigar: “paku”, “champifidn”, “hongo blanco”.

Agaricus campestris.- Presentan las caracteristicas siguientes:

Sombrero_o pileo.- Con superficie seca, lisa y suavemente fibrosa,
blanco puro a veces poco coloreado a pardo canela totalimente brilloso
con velo remanente.

“Carne’ - Es grueso, blanco, no se mancha cuando es maltratado; pero
a veces se colorea a pardo rojo con el tiempo o en agua
(especialmente junto por encima de las lamelas), olor agradable.
Lamelas.- Son cerrados, de color rosado palido en el estado juvenil,
luego rosado ‘brilloso, empezando de pidrpura, marrén a chocolate y
finalmente pardo - chocolate.

Pedicelo o pie.- Es gruesa, y una base delgada firme, liso, por encima

del velo frecuentemente con un poco de fibra.
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e [Espora- Es de color chocolate - pardo de 6.5 - 8.5 x 4 - 5.5 , eliptica,
lisa, la capa superficlal no se amarillenta con KOH, basidio con mds de
4 esporas.
e Habitat.- crecen en gras a lo largo del mundo, desde el nivel del mar
hasta las alturas. Usualmente crecen en grupOs O en circulos en
campos, pastizales, fructifican al comienzo del invierno (ARORA, 1986).

Agaricus campestris, son hongos que presentan una ldmina de

color café violéceoA al inicio y finalmente café chocolate 0 nNegro violaceo; el
sombrero es blanco y liso, con pocas escamas de color café rojizo. Son
hongos de pie corto, aproximadamente del largo del didmetro del
sombrero. Presentan anillo sencillo, suelto, membranoso colgante,
delicado y faciimente desprendible. Sombrero de 3 a 8 cm de didmetro,
crecen silvestres en conjuntos a veces formando circulos o “anillos”, en las
praderas, potreros y jardines, en zonas tropicales, subtropicales vy

templadas (GUZMAN, 1980).

1.4. REPRODUCCION.

La reproduccion de un basidiomiceto es un caso eSpeéiaI. ya que se
realiza la fusién de hifas vegetativas provenientes de dos cepas
monocariéticas. Después de disolverse las paredes, los nicleos se
desplazan hacia €l tipo de apaream_iento hifal tiene dos nicleos diferentes,
condicién dicariética, en (itima etapa se forma el cuerpo fructifero que
desarrolla basidios; en cada basidio 10s ndcleos se fusionan, hay meiosis y

jos nlcieos haploides resultantes migran hacia las basidiosporas en



desarrollo (DEACON, 1993).

La fusidn de nicleos se retrasa después de la conjugacion, mientras
tanto, el micelio dicaridtico ha producido grén cantidad de basidios en los
que se lleva acabo la meiosis; una sola fusién de colonias compatibles da
lugar a la produccién de muchos millones de esporas de dispersion
genéticamente diferentes.

Las esporas de los basidiomicetos tetranucleados contienen un
anico ndcleo haploide y el micelio se forma tras la fusién de dos micelios
primarios. La formacién del cuerpo fructifero requiere la presencia
simultanea de dos genes, el Ay y el Ay cada uno de los cuales sélo puede
estar en un anico nicleo. Si los dicariones de un micelio tienen el mismo
gen Ay & Ao, no tiene lugar la formacion del cuerpo fructifero. Se trata. por

tanto, de “basidlomicetos heterotélicos" (WOLFGANG y GERHARD, 1994).

1.5. AISLAMIENTO.

El aislamiento de cepas consiste en un trabajo de laboratorio,
partiendo de tejidos de sombrero o pie 0 también de una masa de esporas.
Se obtiene un cultivo puro de micelio de champinén, generalmente sobre
un medio nutritivo compuesto de estiércol o malta solidificado con gelosa
(Agar - agar).

Un cultivo puro, es un cultivo que con ciertos artificios permiten
obtener y proteger totalmente contra organismos extranos, de forma que el
champifdn es el tnico que se encuentra en él (VEDDER, 1993).

Existen técnicas de aislamiento para realizar cultivos de material

silvestre como:
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Cultivo de Esporada Multiple; se obtlene colocando verticalmente
duranto 6 - 12 horas el cuerpo fructifero recién cortado, del cual se desea
hacer un cultivo, sobre una superficie estéril. Durante este tiempo, las
esporas producidas en el cuerpo fructificante se depositan sobre (a
superficie estéril. A continuacidén se obtiene una suspension (Con solucion
de NaOH al 1%) con las esporas depositadas y se transfiere a un medio
nutritivo (LEAL, 1990).

Para ol cultivo de tojido so obtiene cortando asépticamente piozas
del tejidd interior del cuerpo fructificante y colocandolas en medio nutritivo.

Los cultivos de tejido producen normaimente un rendimiento menor
que los cultivos de esporada, derivédos del mismo cuerpo fructificante.

En ambos casos mencionados es conveniente obtener cultivos de
cuerpos fructificantes del primer periodo de fructificacion ya~que éstos
cultivos tienden a producir la mayor parto do su rendimionto en primeros
beriodos de fructificacion.

PAVLICH (1997), menciona que Una vez obtenido el hongo, se debe
lavar en agua corriente, luego remojar en una solucién de hipoclorito de
sodio al 5%, luego se debe enjuagar con agua destilada estéril, enseguida
retirar fragmentos de 1 a 2 mm de la parte interna del hongo y colocarlos
repartidos en una placa Petri con medio nutritivo y se debe incubar a 25 °C.

Los aislamientos silvestres muestran mejor resistencia a
‘condiciones de cultivo desfavorables que las especies comerciales, lo cual
representa ung caracteristica importante para ser introducidos en estas
ultimas, mediante programas futuros de mejoramiento genético (WANG,

1993).
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1.6. IDENTIFICACION.

Para identificar un hongo comestible se debe tomar en cuenta las
caracteristicas mds resaltantes del cuerpo fructifero; tal es asi, que se
debe tomar en cuenta la forma, color y la consistencia de cada una de las
partes del hongo, incluyendo la parte interna o “carne” y la parte
subterranea.

La presencia o ausencia de cualquier estructura o caracterfstica del
cuerpo fructifero, llamativo a la vista, ejemplo: escamas, verrugas, pelos,
espinas, poros, grietas, estrias, viscosidad, carnosidad.

El cambio de color de cualquiera de las partes, ya sea al
maltratarse; presencia o ausencia de un jugo lechoso o latex al cortarse el
hongo.

También se debe tomar en cuenta el sabor de la “carne”. Observar
el color de las esporas en masa, porque el color de las esporas es bésjco
para la identificacién de los hongos (ARORA, 1986; GUZMAN, 1980).

Una de las caracterfsticas para la identificacién microscépica del
micelioc de los basidiomicotina, es que las hifas dicaridticas presentan
pequefias ramificaciones que se proyectan hacia atrds y se originan
enfrente de un septo y se fusionan con el compartimiento que' se
encuentra detrds del septo. Estas estructuras se denominan conexiones en

grapa o fibulas.

17. PRODUCCION DEL BLANCO {SEMILLA).
“Blanco”es el nombre comiin con el que se conoce el sustrato sélido

colonizado por un micelio puro y fresco, que se utiliza como semiila para la
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produccion del champifidn.

RIGAU (1985), sostiene que el blanco es un sustrato especiaimente
preparado, segln el modelo adoptado por el productor e invadido en su
totalidad de micelio proveniente de la germinacion de esporas. Es en cierto
modo una concentraciébn bajo en pequefio volumen, de filamentos
micelianos muy finos de gran vigor, de seleccidn perfecta, exenta de todos
los gérmenes perjudiciales de origen vegetal o animal.

STAMENTS (1993), opina que el blanco es usado para inocular
sustratos preparados; este in6culo consiste de un material transportador
completamente colonizado por el micelio de un hongo. El tipo de material
varia de acuerdo a la especie del hongo cuitivado.

LAMBERT (1972), manifiesta que existen varios productores bien
acreditados de “blanco" que han dominado la complicada técnica del
cultivo puro indispensable para preparar el material de preparacion desde
las eéporas del champifién. Casi todos los cultivadores prefieren comprar
los micelios de_éstos productores a tratar de preparario ellos mismos.
Finalmente VEDDER (1993), dice que el "blanco” es adquirido por
productores especializados, que lo preparan con cuidado y en condiciones

de higiene total.

1.71. Clases de "Blanco”.
e Blanco estiércol.- Es el micelio crecido sobre el estiércol compostado de
caballo o mezclas de éste con el estiércol de vacuno, lavado, secado y

esterilizado. Se produce en forma comercial en una envoltura

enrrollada cilindrica, protegida con papel encerado, que esté
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impregnado con insecticida o en botellas de vidrio de un litro de

capacidad. Este debe ser roto, desmenuzado y sembrado sobre el

compost (STAMETS, 1993).

este Dblanco proporcionaba muchos puntos de siembra, siendo
innecesario fragmentarlo en pequenos trozos y podia extenderse tal cual
sobre la superficie del compost (VEDDER, 1993). También se puede
usar granos artificiales preparados de estiércol de caballo, salvado de
cualquier otro material similar compactados.

El blanco grano es una mezcla de cereal, en este caso trigo entero,
cocido en agua y mezclado con carbonato de calcio y yeso (PAVLICH,
1997).

La disponibilidad y costo de los materiales son los principales
factores a ser considerados para decidir cual es el material a ser usado
para una produccién comercial del blanco a gran ‘escala (VEDDER,

1993).

1.7.2. Preparacion del sustrato para el blanco.

Para la elaboracion del blanco estiércol se puede usar estiéreol de
caballo o una mezcla de éste con estiércol de vaca, se realiza el
compostaje del estiércol bajo condiciones naturales por tres semanas. Se
lava varias veces el estiércol con agua corriente para purificar las posibles
suétancias inhibidoras del crecimiento y luego se drena el agua en exceso
quedando con un 60 a 65 % de humedad.

Se elimina la paja larga, tamizando a través de una malla gruesa o



14
escogiendo 'a mano de manera que el material final es un sustrato
finamente dividido, .thedo sin olor fuerte, producto del compost
descompuesto y de pequefios pedazos de paja. La preparacion de este
sustrato tiene la ventaja que se realiza en grandes cantidades y se puede
regular la humedad exactamente (PINKENTON, 1978).

VAN GRIENSVEN (1983), menciona que para la produccion del
blanco - grano, eé importante considerar el tipo de grano que se usa:. el
sorgo, primeramente es precocido con agua corriente por 20 minutos,
jJuego se deja en reposo por dos minutos, se descarta el exceso de agua 'y
se ajusta el pH con una mezcla de sulfato de calcio y carbonato de calcio,
el contenido de humedad debe ser aproximadamente de 53% y pH
aproximado de 6.8 antes de la esterilizacion. Sin embargo, el sorgo no es
| adecuado para traba jar a gran escala.

Si se usa trigo, éste se puede hacer hervir en una cantidad de agua
que permita que el grano se hinche y que incremente su contenido de
humedad para ser luego esterilizado a fin de obtener un sustrato con un

71% de humedad después de la esterilizacion (VEDDER, 1993).

1.7.3. Materiales de cultivo y esterilizacién.

VEDDER (1993),senala que el blanco se produce en botellas u otros
recipientes de vidrio, sacos o botes de pléstico y se tapan con algoddn en
rama o con filtro en cinta.‘. Para matar todos los gérmenes se esterilizan
durante hora y media a una temperatura de 120 °C los recipientes y su
contenido. |

PAVLICH (1997), menciona que el blanco se produce en frascos de
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vidrio de 500 mi de capacldad, boca ancha y de tipo Pirex capaces de
soportar un proceso de esterilizacidon en autociave. También se pueden
usar bolsas de plastico de tipo poliproplileno.
Se debe esteﬂlizar por 25 minutos en autoclave o de 90 a 120

minutos en caso se use olla a presion.

1.7.4. El micelio - in6culo.

El micelio escogido para la producciéon del blanco, debe ser de
primera calidad, es decir sano y que no muestre signos de degeneracion,
esto significa que el micello crece lentamente o crece en forma densa
algodonosa y levantado, que a menudo aparece en sectores sobre el agar y
produce estromas. Los signos de degeneracion incluyen manchas
desnudas en las camas o también otro signo de degeneracidn es la
presencia de “hongos llorosos”, que no son sino cuerpos fructiferos que
exudan gotas de Ifquido (VAN GRIENSVEN, 1983).

El compost es probablemente el mejor medio para el
mantenimiento del micelio de Agaricus, dado que contiene la nutricién
natural del hongo (LAMBERT, 1972).

En Horts, Laboratorio de Produccién de Bianco Holandés, los
micelios son mantenidos en tubos sobre agar - trigo y compost. Es posible
mantener también, conservandolos en nitrégeno liquido que minimiza la
poslibilidad de cambio por mutacién natural.

El medio nutritivo biomalta agar, agar harina avena y papa dextrosa
- agar, algunas veces inducen al desarrollo del micelio algodonoso,

mientras que el compost - agar no provoca esto (VAN GRIENSVEN, 1983).
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LEAL (1990), sefiala para el mantenimiento de cepas existen
métodos como: la transferencia periddica de micelio mantenido en medio
nutritivo; la cepa se transfiere cada tres a seis meses y de ella se hacen
subcultivos para producir indculos usados en el cultivo comercial. Este es
el método empleado con mayor frecuencia para el mantenimiento de
cepas de basidiomycetos por varios afos. Como condicidn indispensable
se tiené que efectuar un control continuo de la productividad y de otras
caracleristicas de la cepa, para asi poder detectar a tiempo una posible
degeneracion.

La estabilidad de las cepas depende de los medios usados; ya que
éstos deben ser tan complejos como sea posible y se deben evitar
transferir el micelio muy segﬁido.

Entre los medios nutritivos recomendados para este fin son. Agar
Trigo, Agar Compost y Compost para Agaricus.

'CASSINELLI (1991), menciona que la inoculacioén de cada medio de
cultivo se realiza colocando una sola rodaja o porcidon de 10 mm de
didmetro conteniendo micelio desarrollado en medio Papa Dextrosa Agar

(PDA) durante 15 dlas.

1.8. INOCULACION E INCUBACION.

Las botellas o bolsas deben ser inoculadas bajo condiciones
asépticas. Las técnicas més seguras requieren el empleo de un flujo de
aire laminar. Para la inoculacién, un operador abre la botella y flamea ia
boca, un segundo operador mezcla el indculo en los granos y el primer

operador después cierra las botellas. Las botellas preparadas con estiércol
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son inoculadas transfiriendo una pequefia porclén de cultivo puro crecido
previamente en una botella semilla en el centro de la botella estéril, con un
par de pinzas largas (VAN GRIENSVEN, 1983).

El cuarto de inoculacién puede ser relativamente esterilizado
usando lamparas de luz ultravioleta, aceites g_efmicidas voldtiles o usando
aire filtrado de tal manera que el cuarto tenga presion positiva.

- El personal que trabaja en el drea estérii debera tener acceso
solamente después de desinfectarse las manos y ponerse un traje estéril.
Las paredes y pisos deben mantenerse l|impios y desinfectados.
(STAMENTS, 1993).

PAVLICH (1997), menciona que la incubacion de los bloques de
sustrato debe hacerse en condiciones de oscuridad y se realizan controles
diarios con el fin de comprobar el desarrollo del micelio y detectar casos de
'contamlnacién. La temperatura debe ser de 25 °C, la misma debera
mantenerse hasta completar la invasién del sustrato. La concentracién de
CO, se vera aumentada (en la bolsa cerrada) como un producto metabdlico
del crecimiento del micelio en el sustrato; sin embargo, esto no debe
preocupar ya que una elevada concentracion del CO, favorece el

crecimiento micelial.

La incubacién de las botellas con estiércol se hace de 20 a 25 °C
con alta humedad y de 4 a 6 semanas; durante este tiempo el micelio se
desplaza a través del estiércol de la botella hasta que penetra en todas sus
partes y estd en tal cantidad de manera que sostiene al estiércol en una

masa compacta (STAMETS, 1993).
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19. PROCESO DE COMPOSTALIE.

La palabra gompost denominamos la degradacién microbiana de
sélidos organicos por medio de uUna respiracion aerobia que pasa por una
fase termofilica.

El compostaje empieza con una coleccidn heterogénea de material
organico que contiene una poblacion grande de hongos y bacterias. Estos
microorganismos se desarrolian e inician el proceso de descomposicion en
el momento en que Se presentan condiciones favorables de humedad,
temperatura y aireacién (LEAL, 1990).

MAROTO (1986),' menciona que el compost se fabrica sometiendo a
un proceso de fermentacién, cén o cual se consigue la transformacion de
determinadas sustancias precursoras de nutrientes en otras materias
asimilables por parte del hongo, y por otro lado se llegan a destruir los
gérmenes nocCivos que pueden llevar las materias primas del “compost”™
Estos hechos van acompanados de importantes cambios quimicos, como
descensc de pH y gran absorcion de agua.

VAN GRIENSVEN (1983), sefiala que la materia principal para el
compost es la paja, de preferencia de trigo, dentroc de lo posible se usa
paja que ha servido para yacijas de caballos. Esta se pone disponible en
forma de estiércol de caballo rico en paja.

Para la fermentacion, la mezcla de paja y estiércol se coloca en
montenes largos y estrechos llamados éordones, que tienen 1.5 a 2m de
ancho y de alto. En ellos comienza la fermentacion bajo fa influencia de los
microorganismos que contienen.

La paja de trigo, cebada, centeno y avena (utilizades como cama en
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los establos), suministra a la composta 10s hidratos de carbono bdsicos
para la nutricidn del hongo. La paja de trigo contiene aproximadamente
36% de celulosa, 25% de pentosas y 16% de lignina. La celulosa y
pentosas son descompuestas a azlcares simples que suministran energia
para el crecimiento microbioldgico. La lignina es un material altameﬁte
resistente que durante el composteo es convertido al complejo nitrégeno -
lignina - humus, que funciona como una fuente de protelnas para
Agaricus.

Las heces de caballos son una fuente de nitrégeno, fosforo, potasio
y otros minerales. La paja a su vez contiene carbohidratos y en las heces
viven microorganismos que aceleran el proceso de composteo. Es por ello
que este material tiene una ventaja decisiva frente a otros materiales
(LEAL, 1993),

VEDDER (1993), sefiala que para la preparacién del compost de
champifién, puede utilizarse toda clase de materiales de origen vegetal. Se
debe tener en cuenta el precio y las cantidades durante todo el afo.

El compostaje se empiezé colocando en un montén (sin comprimir)
el estiércol fresco y pajoso del caballo, se afiade estiércol de pollo, harina
de semillas de algoddn o de gérmenes de malta y yeso, se le dan 3 6 4
vueltas. El estiércol de caballo se puede hacer una mezcla con la de vaca

en una proporcién de 50%.

191 Temperatura.
El calentamiento de masas en la fermentacién, por medio de la

actividad microbiana, puede alcanzar un maximo de 76 °C, en cas0 de que
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se tenga suficiente agua para que el crecimiento no se encuentre limitado,
y 80 °C presenta el limite del autocalentamiento de masas organicas por
causas bioloégicas. No obstante, a estas temperaturas se realizan
reacciones quT micas exotérmicas en las masas de fermentacidon que
favorecen el autocalentamiento de las mismas por arriba de los limites
bioldgicos (LEAL, 1990).

" Existen diferentes métodos de composteo, en funcién de los
materiales basicos, suplementos y los recursos disponibles. De acuerdo
con el tiempo de preparacion, éstos pueden clasificarse en dos:
*COMPQSTEQLARGQ.- Se caracteriza por una duracién de 20 a 28 dias para
completar la fase I En este método, la descomposicién de los materiales
es fundamentalmente debida a la actividad microbiana. Con este método
se busca evitar la descomposicién quimica, por lo que no debe permitirse
temperaturas por arriba de 65 °C. esto se logra con una periodicidad en los
volteos y en las dimensiones de las pilas.

La fase finaliza cuando la composta presenta un color café oscuro,
impregnadé de actinomicetos y esta libre de amoniaco. En este momento
la composta presenta un contenido de humedad entre 67 y 70% vy un pH

de 7.0a7.5.

(1950), consiste que la fase I o composteo al aire libre de muy reducida
duracién (entre 8 y 12 dias), promueve una descomposicion quimica, el
cual se ve favorecido por temperaturas superiores de 65 °C, un pH alcalino
y la presencia de amoniaco y ox{geno.

La fase II; es realizado por un proceso biolégico llevado a cabo por
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microorganismos terméfilos (bacterias, actinomicetos y hongos),
manteniendo una temperaturé de 58 a 60 °C durante 6 horas y luego bajar
hasta el rango de 52 48 °C y manteniendo en este valor durante 6 a 8
di'as, proceso de acondicionamiento (LEAL, 1993).

VEDDER (1993). menciona que Lambert descubri6 que en un
montén de estiércol en fermentacion se podrian distinguir varias zonas. En
algunas zonas, la temperatura se eleva a 70 - 80 °C, mientras en otras no
alcanzaba mas que 50 -60 °C la capa exterior apenas fermentaba, debido
a que el estiércol se enfriaba y desecaba demasiado en esta zona.

WAINWRIGHT (1995), manifiesta que en el centro del
compost alcanza una temperatura de 70 °C, temperatura suficiente para
matar la mayqn’a de las plagas y patégenos de los champinones. Pero
desafortunadamente las capas exteriores dei compost no alcanzan esta
temperatura y frecuentemente actuan después como focos de propagacion

de los patdgenos.

19.2. Humedad.

La humedad es un factor muy importante en la fermentacion del
compost, para la preparacién de compost de pajas de cereales se necesita
una humedad mayor de 70%.

La actividad del agua es el factor que mejor describe un estado en
que ésta se encuentre presente y el grado de dificultad que pueden tener
los diversos tipos de microorganismos para utilizaria para su crecimiento
(LEAL, 1990).

El agua es el componente mds importante en el proceso de
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composteo. En gran rﬁedida el agua gobierna el nivel de actividad
microbiana. La paja deberéd ser humedecida a saturacion, “el estiércol de
caballo” a 69 - 71% y la composta sintética a 74 - 73% para
posteriormente ser amontonado.

Los microorganismos necesitan también de oxigeno para
desarrollarse. Un sobrehumedecimiento en la composta (arriba de 75%)
ocasiona que los espacios de aire se llenen con agua, impidiendo el paso
del oxigeno al interior de la composta, causando condiciones anaerobias.
En contraste, insuficiente humedad (debajo de 67%) resuita una composta
muy aireada, donde la actividad de los microorganismos es baja. Para
mantener estas condiciones de humedad, se necesitara 2500 a 3000 L de

agua por tonelada de paja seca (LEAL, 1993; VEDDER, 1993).

19.3. Aireacion.

Este proceso tiene dos finalidades: suministrar oxigeno y extraer el
calor producido.

La aireacién de las pilas se realiza por medio del volteo periddico.
Este volteo debiera basarse en la concentracion del oxigeno en la pila.

En el corddn del estiércol en fermentacion, existen microorganismos
aerébicos gue necesitan aire, oxigeno para seguir el proceso. Por tanto, es
preciso asegurar que penetre ia suficiente cantidad de oxigeno en el
montén del compost en fermentacion (LEAL, 1993; VEDDER, 1993).

El oxigeno en la pila es consumido por la microfiora en pocas horas
después del volteo. Asi que el volteo tiene una limitada funcién en cuanto

al suministro del aire. El efecto de chimenea es el mas importante
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mecanismo para la aireacién del compost. El aire penetra a la pila a causa
de la diferencia de temperaturas entre el medio ambiente y el interior de la

pila (LEAL, 1993).

194 Relacion carbono/ nitrégenoc (C/N).

Es el aspecto mds importante del composteo. La mayoria de los
microorganismos usan 30 partes en peso de carbono por cada parte de
nitrégeno, por lo que una relacion C/N de 30 es la mds conveniente para
una fermentacion eficiehte, aunque se informa composteos eficientes con
materiales que poseen valores de C/N que fluctian de 26 a 35.

Si se tienen materiales con bajo contenido de nitrégeno, como son
las pajas ¢ desechos de madera, es posible producir mezclas fermentables
al anadir materi‘ales con alto contenido de nitrégeno, como son los
desechos de animales. En estas mezclas las proporciones de los diversos
tipos de materiales usados se deben calcular de forma que la relacion C/N
se acerque lo més posible a 30.

La combustisn de las combinaciones de carbono proporciona la
energia que necesita la microflora para desempenar su funcién durante el
compostaje. La relacion C/N disminuye sin cesar, debido al consumo de
carbono y a que la cantidad de nitr6geno permanece invariable o©
ligeramente creciente.

La relacién de carbono - nitrégeno de la paja fresca es 80, de
estiércol de caballo 30 y de los microorganismos 10 aproximadamente.

La relaci6bn C/N tanto de la paja como del estiércol es demasiado

pequefia en comparacion con la de carbono. Esto puede corregirse con
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suplementos como la urea o la gallinaza. Hay que alcanzar de un 1.5 a un

2% de nitrégeno segun el tipo de compost, en la entrada de la

pasteurizacion. (VEDDER, 1993; LEAL, 1993).

195 Cambios durante el compostaje.

Los microorganismos utilizan rdpidamente Jos carbohidratos
fécilménte degradables y los I(pidos presentes. Las hemicelulosas y
celulosas son degradados hasta cierto punto, mientras que la lignina es el
material mas resistente a la degradacion.

El pH inicial es ligeramente dcido (pH - 6). Durante las primeras
etapas de compostaje, el pH disminuye; en fases posteriores, al aumentar
la temperatura aumenta también el pH y se estabiliza ligeramente alcalino
a causa de la produccién de amoniaco.

Las formas solubles del nitrégeno son asimiladas de inmediato, y
las formas insolubles son solubilizadas antes de ser. usados por los
microorganismos. Durante la fermentacién se produce amoniaco por
medio de la desaminacién oxidativa de aminodcidos, la mayor parte del

nitrégeno sintetizado se encuentra como proteina.

El pH éptimo para la mayoria de los hongos es menor que para las
bacterias activas en la fermentaciin. El champifién y muchos otros hongos
prefieren el pH 7. El pH del estiércol de caballo fresco es aproximadamente
9, muy elevado para el champifién. Debido a la pérdida y transformacién
de amoniaco durante el proceso de fermentacion, el pH del compost baja.

(LEAL, 1990; VEDDER, 1993).
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196. Adicion de yeso.

El yeso se utiliza para mejorar la estructura del compost, o sea, para
impedir que el compost se haga graso y para bajar el pH. También sirve
como suministro de calcio para el champifién, y para permitir Ia
transformacion del acido oxdlico que segrega el micelio en oxalato de
calcio. (VEDDER, 1993).

GERRITS (1977) quien estudid la importancia del yeso en el
compostaje sintético, suplementada con gallinaza como fuente de
nitrégeno. El comparé los rendimientos obtenidos en el compost con y sin
aplicacion de yeso. Fue posible definir que el efecto del yeso tiene una
relacidn con el contenido de amoniaco en el compost; cuando se aplica
niveles altos de gallinaza el contenido de amonio se incrementa y con ello
el pH del compost sube. En presencia de yeso el pH decrece, por tanto, la

adicion del yeso al compost tiene un efecto estabilizador en el rendimiento.

197. Pasteurizacion.

Es un Proceso Térmico para matar a los microorganismos,
nematodos, larvas de moscas presentes en el compost y, ademas, liberar
la presencia de amoniaco.

LAMBERT (1972), menciona que el compost debe acomodarse en
montones largos, angostos bien ventilados, el contenido de agua debe
tener entre 70 - 75%, se debe lienar una tonelada de compost himedo,
aproximadamente unos 10 m2- Cuando todo estd lleno, los almdcigas con
compost, se cierran las puertas y se apagan los ventiladores y se deja

elevar la temperatura del cuarto como resultado del calor generado del
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compost, con la ayuda del vapor muy caliente, hasta que la temperatura
del compost esté entre 57 - 60 °C. Se mantiene esta temperatura hasta
que el compost pierda su olor a amoniaco y el pH sea de 8.2 o menos. Los
almécvigas deben recibir agua durante la pasteurizacién, para tener una
humedad de 65 % al término después de 4 a © horas.

El llenado de la sala de pasteurizaciéon se realiza de acuerdo al
siste;na de cultivo utilizado. La pasteurizacion se puede efectuar en
charolas colocadas en estantes o bien a granel o en masa, el compost se
debe colocar lo mas rapido posible, para evitar pérdidas de calor. Si en
esta etapa el compost presenta partes secas, éstas deben regarse
ligeramente (LEAL, 1993).

La pasteurizacidn, tiene dos finalidades fundamentales como:

1. Producir un sgstrato selectivo para Agaricus, lo mas uniforme

posible.

2. Prevenir que en el sustrato se encuentren organismos daninos

al micelio de Agaricus sp. O que compitan con él por las
fuentes de nutrientes (LEAL, 1990).

Finalmente VEDER (1993), senala que una vez pasteurizado es
necesario que, en un espacio de 8 - 12 horas, la temperatura del compost
baje grado a grado hasta alcanzar 58 - 56 °C en el centro del compost.
Alcanzado esta temperatura se puede prolongar aire durante 8 a 12

minutos cada media hora.

1.10. SIEMBRA.

Antiguamente se utilizaba fragmentos de caballos bien invadidos de
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micelio para introducirlos en los caballones nuevos, Constantin y Matruchot
(1894), consiglieron un -cultivo puro de micelios de ch’ampiﬁén. El otro
gran avance fue dado por Sinden (1935) cuando puso a punto el blanco
sobre grano. Este blanco proporcionaba muchos puntos de siembra
(VEDDER, 1993).

Existen varios métodos se siembra; la siembra en masa es uno de
los métodos, fue conseguido por el Dr. Sinden (1935), éste se basa en que
el blanco es mezclado con el compost y homogenizado al sembrar.

Las grandes explotaciones que utilizan el sistema plurizona y que
emplean cajas, utilizan para esto maquinarias en donde vuelcan juntos el
compost y la semilla, mezclados por un cilindro de pdas. A continuacién se
colocan nuevamente en las cajas el compost con la semilla y se compacta
con fuerza, utilizando una prensa hidraulica.

Sin embargo, existen otros métodos como la siembra post -
mezclado. Fue creado por el danés Rasmussen (1920), la siembra se
emplea en la superficie del compost, pasados 8 - 10 difas cuando el
micelio crecié a mitad de camino en la capa del compost se remueve éste,
mezclando convenientemente (VEDDER, 1993).

PAVLICH (1997), sefiala que la semilla se introduce en el sustrato
una cantidad equivalente del 2 al 5% del peso del sustrato.

Sin embargo, LEAL (1993) y VEDDER (1993), sefialan gue la
siembra se debe realizar lo méas rdpido posible, utilizando un 0.5% sobre el
peso del compost, los materiales empleados deben estar bien limpios los

mismo gue las manos y ropas del personal.
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1.11. INCUBACION Y PROPAGACION VEGETATIVA.

Bajo las condiciones ambientales adecuadas se logra que el micelio
se desarrolla inmediatamente. Esto dependiendo de la calidad del
compost, del blanco y la céntidad del inéculo, el micelio alcanza su
desarrollo después de 10 a 14 dias de incubacion.

Durante el desarrollo vegetativo se debe mantener una temperatura
constante de 25 a 27 °C en el compost, la humedad relativa del ambiente
de cultivo se debe mantener entre 90 y 95% puede ser suministrado por
medio de un vapor (LEAL, 1993).

CRESPO (1994), sefiala que en los momentos previos a la siembra
se debe tener mucho cuidado en la temperatura que debe oscilar entre 21
°C y 23.5 °C, una ventilacion por dos veces al dia para cambiar el aire del
ambiente. También los riesgos son importantes para mantener un nivel
hidrico adecuado.

Finalmente LAMBERT (1972), menciona que se debe proporcionar
un poco de ventilacién durante el crecimiento de los micelios y la capa
superficial del compost se riega ligeramente con agua para mantener su
contenido apropiado de humedad cerca de 65% de todo el compost.

Durante la incubacion, el micelio de hongo genera grandes
cantidades de CO,, siendo factible que su concentracion en el medio
alcance valores de 1.5 a 3%. Estas concentraciones de CO- no influyen

negativamente sobre el crecimiento vegetativo.

1.12. TIERRA DE COBERTURA.

Es una mezcla de sustratos que tiene la finalidad de atrapar la
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humedad, sirve como tamp6én de humedad, aireacién y protege al micelio
en crecimiento.

La utilizacion de la tierra de cobertura es un factor indispensable,
pues sin la tierra de cobertura los champifiones aparecerdn en pequefia
cantidad o no apareceran en absoluto.

La capa de cobertura es el medio en el que el rﬁicelio pasa de la
fase vegetativa a la generativa. La funcién acaba con la formacién de
granos, pues '°§ granos necesitan mucha agua, entonces la tierra de
cobertura debera servir de reserva de agua o tampén de humedad.

La capa de cobertura debe tener un pH correcto de 7.0 a 7.5 por lo
que se afnade carbonato de calcio. En el momento dé aplicar debe ser
estéril por esta razdon se debe desinfectar a vapor o al formol (VEDDER,
1993).

Una vez que el micelio de Agaricas sp ha invadido el compost, se
procede a cubrir la superficie con la tierra de cobertura, en ella se
favorecen los factores que desencadenan el procesoc de fructificacion, la
formaéién de un gradiente en la concentracién de CO, de un cierto
microclima y la presencia de cierto tipo de bacterias.

La tierra de cobertura debe tener una estructura granulosa que
permita un intercambio gaseoso (CO; y O3).El espesor de la capa de
cobertura depende de la profundidad del llenado (cantidad del compost).
comdnmente es utilizada de 3.5 a 4 cm (LEAL, 1993).

MARQOTO (1986), sefiala que la tierra de cobertura se puede anadir
de un espesor no superior a 2 cm y ligeramente himeda.

La tierra de cobertura estd compuesta de turba y “tierra esponjosa”
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que es residuo de la industria de la remolacha azucarera, sirve como
tampon de agua, previene la desecacion dél compost y produce un clima
himedo y el mds importante es que se desempena un papel esencial en la
fructificacion (VAN GRIESVEN, 1983).

La tierra de cobertura debe ser una magra que no sea demasiado
arenosa en textura ni contenga demasiada arcilla, debe ser de reaccion
neutral, se neutraliza agregande piedra caliza pulverizada {LAMBERT,

1972).

1.43. INDUCCION A LA FRUCTIFICACION.

La induccion es el cambio de las condiciones ambientales para
pasar de un desarrollo vegetativo a un generativo (formacién de
primordios). Esta fase comienza cuando el micelio ha alcanzado Ia
superficie de la tierra de cobertura, el primer paso es disminuir ia
temperatura del compost al rango de fructificacion entre 18 - 20°Cy 15 a
17 °C en el aire; en este periodo la humedad relativa del ambiente debe
mantenarse a un nivel de 95%, el nivel de CO, se debe bajar 2a0.1y0.2%
(LEAL, 1993)

Para fa formacién de granos se debe regular el aire. para que el
crecimiento vegetativo se detenga, la humedad relativa debe permanecer
entre 85 - 90%. En esta etapa no se debe regar el cultivo (VEDDER, 1993).

La produccién del cuerpo fructifero se produce tres semanas
después de la siembra a intervalos semanales. la mayor cosecha se
produce en Ia primera semana, despues de la cual la produccion disminuye

progresivamente (WANWRIGHT, 1995).



1. MATERIALES Y METODOS

2.1. UBICACION DEL EXPERIMENTO.
El presente Trabajo de Investigacion se realizé en el Laboratorio
Microbiologia Industrial y Biotecnologia de la Facultad de Ciencias

Biolbgicas de la Universidad Nacional de San Cristébal de Huamanga.

2.2. MATERIAL BioLOGICO.
La cepa para el presente trabajo corresponde al hongo comestible

Agaricus campestris ‘paku” que fueron recolectados y aislados en 12

zonas ecolégicamente diferentes del distrito de Quinua (Anexo N° 11) y la

cepa comercial adquirida de la Universidad Peruana Cayetano Heredia.

2.3. MEDIOS DE CULTIVO:
> Agar Extracto de Malta (AEM).

» Agar Extracto de Malta y Levadura (AEML).
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Agar Sabouraud Maltosado (ASM).
Agar Papa Dextrosa (APD).
Agar Papa Dextrosa y Extracto de Levadura (APDL).

Agar Trigo (AT).

v WV Vv V¥V VY

Agar Compost (AC).

2.4. REcou-:cc'téN DE CUERPOS DE FRUCTIFICACION DE Agaricus
campestris “paku”:
Para el aislamiento de micelios en cepa pura de Agaricus
campestris "paku”’ se recolectaron los cuerpos de fruétificacién en los
diferentes anexos del distrito de Quinua de la manera siguiente:
¢ Utilizando un cuchillo, los carpéforos, fueron extraidos del suelo, luego
fueron colocados cuidadosamente a un frasco de vidrio estéril cada
hongo independientemente.

e inmediatamente fue codificada con el nombre del lugar, nimero y la
fecha de coleccién respectiva para cada frasco. Luego en una libreta fue
anotando las caracteristicas del medio ambiente y del hongo, y fue

llevado al laboratorio para su procesamiento respectivo.

25. OBTENCION DE ESPORADA MULTIPLE.

Se seleccionaron los carpéforos sanos de mayor tamano y maduros,
luego se procedié a cortar el estipite (Pie), para coloca(lo sobre una placa
Petri con papel blanco estéril, enseguida se cubrid con un frasco de vidrio.

Después de 12 a 24 horas, se procedid a la recoleccién del papel

conteniendo esporas de Agaricus campestris “paku”, luego con un asa de
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Kolle y agua destilada estéril se procedié a recoger las esporas y fueron
inoculadas en estrias sobre medios preparados de Agar Extracto de Malta
(AEM) en placas Petri y/o tubos de prueba. Inmediatamente se incubaron a
medio ambiente fluctuando una temperatura de 19 a 21 °C por un periodo

de 60 dias.

26. OBTENCION DE TEJIDO PLECTENQUEMATICO.

Se seleccionaron los hongos sanos en forma de “botdn” sin la
abertura de copa, luego se procedil a la limpieza y desinfeccion ..

Cuidadosamente se lavaron los carp6foros en agua corriente, para
luego remojar en una solucién jabonosa por 20 minutos agitando
constantemente, luego fue transferido a una solucion de 25% de
hipocloritoc de sodio (Lejia) durante 30 minutos en agitacion.
 Posteriormente se enjuagd con agua destilada estéril por varias veces.

Inmediatamente, sobre una placa Petri estéril y bajo 1a llama de un
mechero con la ayuda de una pinza y bisturi estéril se procedid a cortar el
cuerpo fructificante en dos partes, luego la parte interna es seccionada en
fragmentos pequenos de tamano de 1 a 2 mm de tejido y se procedid a
inocular sobre medios preparados de Agar Extracto de Malta (AEM)
distanciados en placas Petri y/0 tubos de prueba. Inmediatamente fueron
incubado§ a temperatura ambiental fluctuando entre 19 a 21°C, a

condicion de oscuridad por un periodo de 30 dias.

2.7 OBTENCION DE MICELIO DE CAMPO.

El micelio fue recolectado juntamente con los cuerpos fructificantes,
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en forma de raicillas blancas, éstos fueron lavados suavemente con agua v
destilada estéril en agitacidn por varias veces, y luego se procedid a la
inoculacion sobre medios preparados de Agar extracto de Malta (AEM) en
p]acas Petri y/0 tubos de prueba, luego fue inoculado a medio ambiente
fluctuando la temperatura de 19 - 21 °C por un periodo de 15 dias en

condiciones de oscuridad.

28 IDENTIFICACION DE Agaricus campestris “paku”.
s [dentificacion macroscopica.

Para la identificacion macroscdpica se utilizaron las claves
taxonémicas seguidas por GUZMAN (1980) y ARORA (1986).

= ldentificacion Microscdpica:

Esta parte del trabajo experimental se realizé en el Laboratorio de
Botdnica y Micologia de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. Con los
siguientes experimentos:;

= |dentificacion de esporas:

Con la obtencién de la esporada miiltiple se preparé una solucién
de esporas en agua destilada estéril y luego se sacd una gota al porta
objeto, se cubrid y‘ se observé a (400X) comparando sus caracteristicas
principales. |

= Prueba de Crecimiento Micelial:

Sobre los medios de cultivo Agar extracto de Malta (AEM) y Agar

Compost (AC), en placas Petri, fueron inoculados con las cepas aisladas de

Agaricus campestris “paku” bajo condiciones de asepsia total

Inmediatamente fueron incubados a medio ambiente, a una temperatura
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que fluctuaron entre 22 - 206 °C, fueron evaluadas; diariamente las
caracteristicas de crecimiento micelial.
=  Observacion Microscoépica del Micelio:

Para la determinacién del micelio de Agaricus campestris “paku”

con la ayuda de un bisturi se cortd un pedazo del érecimlento micelial,
conj;mtamente con el agar agar, se ubicé sobre un portaobjeto y luego se
cubrié para pasar al calor del mechero para su fijacién.
» QObservacion del micelio con KOH al 10 %.
Se procedié al raspado del micelio en crecimiento de Agaricus
campestris “paku” y se realiz6 el montaje en portaobjeto con la solucién de
KOH al 10%, luego se cubrid la muestra; se observd a microscopio

colocando una gota de azul de metileno a inmersion.

2.9. PROPAGACION DEL MICELIO.
Con el fin de conseguir a nuestras condiciones de laboratorio un

medio adecuado para la propagacion micelial de Agaricus campestris

“paku”, cepa ACQ-03 se evalué su crecimiento 'y las caracteristicas del
micelio en 7 tipos de medios de cultivo descritos en el (Anexo 10), bajo las

condiciones de temperatura. de 19-21°C en oscuridad..

2.10 SUSTRATO EN GRANO DE TRIGO.

Se procedié a hervir 1 Kg. de trigo durarjte 10 minutos en 2.00
litros de agua, moviendo el exceso de agua se drend y se dejé orear por un
periodo; luego se mezcld con 35 g de CaCO; y 13 g de yeso,

inmediatamente se procedié a llenar a frascos de vidrio y/0 bolsas de
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pldstico de tipo polipropileno, luego se procedié a la esterilizacién en
autoclave por un periodo de 2 horas a 15 |b. de presién y a 121 °C. El pH

del sustrato fue de 7.5 y el contenido de humedad fue del 50 %.

2.11 INOCULACION.

Bajo ia llama de un mechero, la cepa pura fue cortada en porciones
de ':L cm?. inmediatamente bajo condiciones asépticas fue transferida al
sustrato enfriado en bolsas y frascos en una proporcion de 3% y luego fue
incubado al medio ambiente fluctuando una temperatura de 19 - 21 °C

por un periodo de 25 dias.

2.12. PREPARACION DE COMPOST.
A fin de hallar bajo nuestras condiciones un sustrato éptimo para el

crecimiento y fructificacién de Agaricus campestris “paku’ se

consideraron tres tipos de estiércol, aditivos y componente celulésico, para
preparar cuatro tipos de compost.

La procedencia del estiércol de caballo fue adquirida en el distrito
de Quinua, el éstiércol de llama fue adquirida en los criaderos de llama del
distrito de Vinchos (Tunsulla), la de cuy fue proporcionada por la Estacion
Experimental CANAAN - INIA, y la de gallinaza fue adquirida en la granja
Avicola Quispe.

El material celulisico (paja de trigo) fue adquirida de los trilladores
en Wari, Distrito de Quinua.

Bl proceso de compostaje se realiz6 en aire libre en el Area del

Programa de Investigacion de Pastos y Ganaderia de la Facultad de
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Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional de San Crist6ébal de
Huamanga. Alll se prepararon cuatro tipos de compost.
Utitizando como sustratos la paja de trigo, estiércol de caballo,
flama y cuy. La mezcla de paja y estiércoles fueron de proporciones iguales

para los siguientes tipos de compost:

" 1. Compost de caballo
2. Compost de llama y cuy
3. Compost de caballo y llama

4. Compost de caballo y cuy.

> Compost de caballo.

En total se prepararon 20 Kg. en materia prima seca, primeramente
se pesdé 10 Kg. de paja de trigo y remojando totaimente en un pozo 48
horas antes, luego fue mezclado con 10 Kg. de estiércol de caballo; y se
adicioné 2 Kg. de paja de alfalfa molida, 1.6Kg de gallinaza, en seguida fue
apilado y se procedi6 al riego total con manguera.

Para la evaluacién de temperatura se utilizé un termémetro de
méaxima, haciendo la lectura diariamente en tres partes de la pila. centro y
dos extremos.

Los volteos se realizaron a intervalos de cada tres dias, efectuando
un total de slete en el proceso, para este fin se utilizé un trinche de metal
especialmente disefiado, en cada volteo se realizé la fumigacion con
insecticida (Amchh - 50) a una concentracién de 0.7 x 1000

En el segundo volteo se adicion6 yeso la cantidad de 600 g, a
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medida que se iba volteando se distribuyé poco a poco. En cada voiteo se

humedecid las partes secas para conservar la humedad deseada.

> Compost de llama vy cuy.

Para preparar 20 Kg. de materia prima seca, se pesé 10 Kg. de paja
de trigo remojando en un pozo 48 horas antes, luégo fue mezclado con 5
Kg. estiércol de llama,5 Kg. estiércol de cuy, 2 Kg. paja de alfaifa molida y
1.6 Kg. de gallinaza en seguida fue apilada.

El riego, la evaluacidn de temperaturas, los volteds. fa fumigacion y

la adicién de yeso, fue igual al de compost de caballo.

> Compost de caballo y (lama.
Se prepard la misma cantidad de sustrato que el compost de llama
+ cuy, la mezcla, adicion de sustratos, evaluacion de temperatura, volteos,

fumigacion y la adicién de yeso también fue lo mismo.

» Compost de caballo y cuy.
El procedimiento fue igual en todas sus partes que el compost de

flama vy cuy.

2.13. PASTEURIZACION DEL COMPOST.

El compost fue lienado en bolsas de pldstico polipropileno cada tipo
’ independientemente, luego sev procedié al proceso de pasteurizacion
utilizando autoclave a una temperatura de 60°C por un periodo de 4 horas.

Previo a la pasteurizacidn se evalué el contenido de pH de cada tipo
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de sustrato. En un vaso de precipitacion se disolvi6 el sustrato y utilizando
un pHmetro digital, se tomé la lectura respectiva haciendo tres

repeticiones para cada uno.

2.14. ACONDICIONAMIENTO DE LAS CAJAS DE CULTIVO Y SIEMBRA.
Para eliminar todo tipo de organismos presentes en el cuarto y cajas
de cultivo, 48 horas antes del acondicionamiento, fueron fumigados con
una solucién de formol al 0.5%.
Las cajas de cultivo fueron de madera con la base de malla de
nylon, las dimensiones de 55 x 40 x 9 cm, €l compost pasteurizado fue
pesado utilizando una romana y llenado poco a poco a las cajas de cultivo.

Utilizando 2 cepas, Agaricus campestris “paku” cepa nativa

codificada con ACQ. O3 y Ab. 01 (cepa comercial) fueron sembradas a las
cajas de cultivo con micelio en grano de trigo a una proporcién de 1% en
ambos casos; en cuatro tratamientos (compost) y con tres repeticiones
para cada cepa.

La siembra se realizé en masa; cada caja de cultivo fue llenado con
7Kg de compost y luego compactado utilizando una madera forrada con
plastico, la ubicacién fue distribuida para cada cepa y para cada
compost.(Ver anexo N° 05).

Una vez distribuidas en su lugar fueron aplicados un riego ligero con
agua, en seguida fueron fumigados con una mezcla de benléte al 0.5 x
1000 y ambuch al 0.7 x 41000, inmediatamente fueron cubiertos con

pldstico de color negro con una ventilacién constante.
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2.15.INCUBACION.

La incubacidén es un procesc de cuidado, manejo de temperatura y
humedad, en tales condiciones durante este periodo la sala de cultivo fue
mantenidc a una temperatura fluctuando entre 21 a 23°C; para ello se
utilizé el encendido de dos estufas eléctricas a intervalos de 2 a 3 horas
diarias y para la recirculacidn del calor se utilizd una ventiladora con
ventilaciin suave cada cierto tiempo.

La humedad relativa fue mantenida remocjando las paredes del

ambiente de cultivo a chorro fino utilizando una mochila de fumigacion; la
lectura de la humedad relativa se realizé utilizando el Diagrama
Psicrométrico para Ayacucho; para ello se utilizd dos termOmetros de

maxima ubicadion en una madera, uno con bulbo seco y otro con bulbo

himedo, registrandose la lectura diariamente.

2.16. PREPARACION DE LA TIERRA DE COBERTURA.
Con el fin de dar las condiciones para la fructificacion de Agaricus
campestris "paku” se prepararon 19 Kg. de tierra de cobertura utilizando

los siguientes sustratos:

- Turba Negra 71.0% 135 Kg.
- Turba Rubia 10.5% 2.0 Kg.
- Arena fina del ro 8.0% 15 Kg
- Caliza triturada 8.0% | 1.5 Kg.
- Carbonato de caicio 2.5% 0.5 Kg.

La piedra caliza fue triturada en un batan hasta obtener una arena
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fina luego los sustratos se mezclaron homogéneamente y se procedié a
remojar hasta obtener un lodo, posteriormente fue apilado y se dejé por

un periodo de 5 dias para proceder a medir el pH.

» Pasteurizacion.
Previamente al embolsado se procedié a medir el pH, en un vaso
precipitado, se colocé un pufiado de tierra mas agua destilada y

Y e

homogenéizado. Utilizando un pH metro digital ‘Y tomando Ia lectura, se
realizd por tres repeticiones de diferentes zonas de la pila.
La pasteurizacién del sustrato se realizd en autoclave por un

periodo de 4 horas a 60°C.

2.17. PROCESO DE LA CoaéRTURA.

Después de la pasteurizacién, la tierra fue colocada por encima del
compost con crecimiento micelial con un espesor de tierra de 2 cm, luego
fueron regados con agua a chorro fino, estandarizando la misma
temperatura y humedad que la de incﬁbacién‘ Y con los mismos

procedimientos.

2.18. INDUCCION A LA FRUCTIFICACION.

Cuando aparecieron micelios sobre la tierra de cobertura, se bajé la
temperatura a 18 °C con una ventilacion constante, a la vez se ubicaron
tinas de agua conteniendo porciones de hielo y proporcionando riegos a las

paredes del ambiente con agua fria y a chorro fino.
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2.19. COSECHA.

Para evaluar la Eficiencia Biolégica (EB), Tasa de Produccién (TP) y
Rendimiento (R) de los basidocarpos, se realizaron las cosechas teniendo
en cuenta el nlimero de cajas de cultivo de la cepa correspondiente,
determindndose el peso fresco de los cuerpos fructiferos por cada caja de

cultivo y luego fueron secados en estufa para realizar el peso seco.

2.20. ANALISIS ESTADISTICO.

Con el peso fresco y seco de los basidiocarpos y el peso séco y
himedo del sustrato utilizado y el tiempo de produccion, al final del
experimento se procedié a determinar los siguientes parametros:
Eficiencia Biolégica (%), Tasa de Produccion (%) y Rendimiento (%) para
cada cepa en estudio. Estos resultados se sometieron a un Andlisis de
Varianza, en el Diseﬁo'de Bloques Completos y Ramdomizados con arreglo

factorial 2A x 4B, donde 2A = Tipos de cepas y 4B = tipos de sustratos.



III RESULTADOS Y DISCUSION

CUADRO MWN° 022 Inoculacion por tres métodos de Aislamiento de
micelios de Agaricus campestris “paku”. Sobre
medio Agar Extracto de Malta (AEM)

o2 8| 82 Placas inoculadas —
@ o o< =9 X
O ~ T} [o) QE Wy
o E =M © 3 Crecimief
Jz‘c: Tg a3 S8 | contam % No % to /dfas
=w g% 2= ) Contam. )
Esporada
02 24 23 95.8 01 4.2 55
Multiple
Tejido
02 24 21 87.5 03 12.5 25
Plectenguimdtico
Micelio en cond.
de campo 02 24 241 10000 0¢] 00 8
TOTAL 72 68 94.4 04 56 -
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3.1. METODOS DE AISLAMIENTO DE MICELIO DE Agaricus campestris “paku”

En el cuadro N° 02, se presentan tres métodos de aislamiento, por
esporada, tejido Plecténquimdtico y micelios en condiciones de campo,
para ello se trabajé con dos repeticiones por zona y para cada método de
aislamiento utilizando el medio de cultivo Agar Extracto de Maltav (AEM),
resultando un total de 72 pruebas.

" El aislamiento utilizando tejido Plecténquimético, fue el que resulto
mejor, resultando tres cepas aisladas en un 12.5% del total por este
método. El tiempo de aislamiento fue un factor importante, ya que en este
método fue de 25 dias promedio, lo cual favorecid menor riesgo de
contaminacion durante la evaluacion.

El aislamiento por esporada es un método convencional, en centros
de produccién de champifiones (LEAL, 1993, VEDDER, 1993), para evéluar
la productividad de una especie, es un método tan importante; sin
embargo, necesita de equipos especiales, porque la germinacién de
esporas es demasiado lento, para este experimento -se trabajé con
esporada multiple. Logrando aislar una (01) cepa con una proporcion de
4.2%, en un periodo de 55 dias promedio.

El método utilizando micelios en condiciones de campo, es un
método tan antiquisimo, utilizado para la propagaciéon del micelio dentro
del compost, este método sobre medio de cultivo (AEM) resulté con un
100% de contaminacién en un periodo de 8 dias promedio.

El trabajo se llevd a cabo con un riguroso sistema de asepsia; sin
embargo, pudieron exiétir errores en la manipulaciéon de la limpieza y

desinfeccion de los carpéforos recolectados o en la inoculaciéon al medio de
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cultivo y/o durante el incubado y evaluaciones.

Finaimente resultd 68 pruebas contaminadas, principaimente por
hongos ambientales, haciendo un total de 94.4% y 4 pruebas no
contaminadas haciendo un total de 5.6% respectivamente.

El aislamiento utilizando tejido interior Plecténquimatico respoﬁdié
mejor a nuestras condiciones de Iaboratorio, dependiendo de Ia
desinfeccion del cuerpé fructifero, y por el menor tiempo de crecimiento
micelial sobre el medio de cultivo. Mientras que el aislamiento por
esporada no fue adecuado por necesitar equipos especiales y el tiempo de
germinacion de esporas ocurre en un tiempo prolongado. El aislamiento
utilizando micelios en condiciones de campo no fue bueno, ya que el
micelio se encuentra creciendo contaminado con otros microorganismos

en su medio natural.

3.2. IDENTIFICACION MACROSCOPICA Y MICROSCOPICA DE Agnricus campestris

‘paku”.

Las cepas aisladas e identificadas fueron cuatro (4) codificadas de
la siguiente manera ACQ.01, ACQO03, ACQO6 y ACQ. 10E Los
basidiocarpos recolectados fueron Identificados macroscopicamente
utilizando las claves taxonémicas seguidas por GUZMAN (1980) y ARORA
(1986).

En la identificacion microscopica de las esporas se observaron
esporas ovoides, lisas y brillosas de color marron chocolate. y, para la
identificacion del micelio se realizd una prueba de crecimiento micelial

sobre Agar Extracto de Malta (AEM) y Agar Compost (AC), teniendo
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referencia las caracter(sticas del micelio del champifién; con crecimiento
lento, y formacién de corddn. micelial rizomorfo.

Las cepas diferentes a las caracteristicas del crecimiento micelial
fueron descartadas y Las cepas con caracterfsticas semejantes, se llevaron
a la identificacién microscopica, la técnica utilizada fue preparar un
montaje del micelio en crecimiento para identificar las caracteristicas del
género Agaricus, donde fue observado un micelio con hifas uniformes,
septados y con presencia' de fibulas. _Estas caracter(sticas observadas
fueron ratificados que, el micelio es un basidiomiceto.

Es dificit llegar a identificar microscépicamente hasta la especie
solamente podemos llegar a estas condiciones con la prueba de

electroforesis de isoenzimas y la prueba de fructificacion (NICOL, 1993).
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