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Resumen. La importancia econémica de los hongos comestibles y las nuevas demandas
culinarias en la sociedad, exigen desarrollar y establecer procesos de produccién adap-
tados a nuestro medio. En esta linea, se evaluaron medios de cultivo y sustratos para la
produccion de inéculo. En una primera fase, se estudiaron diferentes medios de cultivo
solido in vitro, para el crecimiento micelial, donde se determiné que el mejor medio para
el hongo Agaricus blazei es MSA; para Grifola frondosa 'y Lentinula edodes son MSA, Ty
A; por ultimo, para Pleurotus ostreatus los mejores medios son MSA, T, P y A. En una
segunda fase se usaron diferentes semillas de cereal, como sustrato, contenidos en dos
diferentes envases: bolsa plastica y frasco de vidrio, encontrandose respuestas diferen-
tes al sustrato utilizado. En ambas fases se observaron cambios de coloraciéon durante la
maduracién del micelio en cada una de las especies, aspecto caracteristico de las espe-
cies de hongos comestibles.

Palabras clave: Alimentos alternativos; Crecimiento micelial; Procesos productivos.

Summary: Evaluation of culture media and substrates for the inoculum production
of edible fungi. The economic importance of edible mushrooms and the new culinary
demands in the society, demand the development and establishment of production pro-
cesses adapted to our environment. In this line, culture media and substrates for the pro-
duction of inoculum were evaluated. In a first phase, different solid culture media were
studied in vitro, for mycelial growth, determining that the best culture medium for the fun-
gus Agaricus blazeiis MSA; for Grifola frondosa and Lentinula edodes are MSA, T and A;
finally, for Pleurotus ostreatus the best culture media are MSA, T, P and A. In a second
phase, different cereal seeds were used as a substrate, in two different containers: plastic
bag and glass jar, finding different responses to the substrate used. In both phases, col-
oration changes were observed during the maturation of the mycelium in each of the spe-
cies, a characteristic feature of the edible mushroom species.

Keywords: Alternative foods; Mycelial growth; Productive processes.

Introduccion Estos incluyen especies venenosas y es-

pecies fitoparasitas, que causan pérdidas
Entre la variedad de hongos que existe en econémlcas en los cultivos agricolas
la naturaleza, la mayoria tienen aplica- (Martinez - Carrera 1998 y Stamets,
ciones en la agroindustria, la medicina y 2005).

poseen propiedades alimentarias, aluci-

nogenas, toxicolégicas, entre otras También incluyen especies importantes
(Mizuno 1995, Mamede 2001 y OEI por su comestibilidad y relacion simbio-
2003). tica con las plantas; otros por su valor
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nutritivo y caracteristicas organolépticas
(Eaton y Salmén 2000, Ardon 2007, Lo-
pez 2007).

El cultivo de hongos comestibles es con-
siderado de interés a nivel mundial, tanto
por las caracteristicas mencionadas, co-
mo por ser una alternativa de aprove-
chamiento de residuos agroindustriales
(Ferreira 1997 y Ardon 2007), es por ello
que su produccion y estudio se ampliaron
en los ultimos afos, enfocandose princi-
palmente en las especies de mayor de-
manda mundial como Agaricus bisporus
cultivado ampliamente por sus caracteris-
ticas organolépticas, Lentinula edodes,
Pleurotus sp. de amplio consumo por sus
caracteristicas medicinales como también
organolépticas, incluyendo en los ultimos
afios a las especies Agaricus blazei y
Grifola frondosa, por sus caracteristicas
medicinales (Tormo 1996, Trabanino
2004, France y Cortez 2005, Suarez
2010).

Esta alternativa de producciéon ha sido
explotada con éxito desde hace mucho
tiempo en otros paises, principalmente de
Asia, donde se ha desarrollado tecnologia
para la produccion y conservacion de los
hongos comestibles como champifion,
hongo ostra y shiitake (Stamets 2005,
Suarez 2010).

En Bolivia existe muy poco conocimien-
to de las especies de hongos comestibles,
su cultivo y el potencial que representan,
por ello y por los bajos niveles de pro-
duccion existentes, se hace necesaria la
implementacion de técnicas y tecnologia
adecuada a nuestro medio.

Segun Quimio (2002), Stamets (2005) y
Suarez (2010), el cultivo de hongos com-
prende dos etapas, una primera que tiene
la finalidad de obtener semilla, término
con el cual es conocido el material de

multiplicaciéon o inoculo obtenido del
micelio del hongo, la segunda etapa es ya
propiamente de produccion, destinada a
la obtencion de carpoforos o frutos, culti-
vados en troncos de arboles, paja de ce-
reales, compost y residuos industriales.

En el presente trabajo, se estudio el cre-
cimiento y maduraciéon del micelio, en
respuesta a diferentes medios de cultivo
in vitro, diferentes sustratos y envases,
para la obtencion de indculo de cuatro
especies de hongos comestibles.

Materiales y métodos

Se utilizd6 micelio de Agaricus blazei,
Lentinula edodes, Grifola frondosa y
Pleurotus ostreatus, estas especies se
eligieron en funcién a su importancia
comercial a nivel mundial.

Los medios de cultivo in vitro, emplea-
dos para este trabajo, se seleccionaron en
funcién a los elementos nutritivos que
proporcionan un medio adecuado para el
crecimiento micelial de los hongos.

Como sustrato se evalud granos de avena,
cebada, maiz, sorgo y trigo, estos cerea-
les fueron seleccionados por la disponibi-
lidad en el mercado y por su costo.

Para el proceso in vitro, se prepar6é medio
de cultivo s6lido comercial PDA (papa
dextrosa agar), este se esterilizd a una
temperatura de 121°C con 15 libras/pulg”
de presion, durante 20 minutos. E1 mismo
se dispensd en placas Petri dentro de una
camara de flujo laminar.

En condiciones de asepsia se sembro
cada especie debidamente codificada.
Posteriormente fueron llevadas a incuba-
dora a 25°C, hasta que el micelio com-
pletd su crecimiento en toda la placa.
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Fase I: Seleccion de medios de cultivo

La preparacion de los medios de cultivo,
se realiz6 mediante las instrucciones del
fabricante, ajustando el pH de cada me-
dio a 6.0, para luego esterilizarlos en
autoclave, durante 20 minutos, a una
temperatura de 121°C con 15 libras/pulg’
de presion. En condiciones de asepsia, se
dispenso en placas Petri dejando reposar
por 24 horas.

Dentro de la camara de flujo laminar, se
transfirio el micelio activo de cada espe-
cie en estudio, a un circulo de 5 mm de
diametro, en la parte central de cada pla-
ca Petri, la cual provenia de otra placa
previamente activada. Posteriormente se
llevaron las placas Petri inoculadas a una
incubadora a 25°C.

Los tratamientos estuvieron constituidos
a partir de los siguientes factores:

Factor 1: Especie de hongo:

ABM: Agaricus blazei
GF: Grifola frondosa
LE: Lentinula edodes
PO: Pleurotus ostreatus

Factor 2: Medio de cultivo:

PDA = papa, dextrosa, agar

P = papa, dextrosa, levadura, agar
A = avena, levadura, malta, agar

T =trigo, dextrosa, malta, agar

MSA = malta, sorgo, levadura y agar

En base a los dos factores, se formaron
20 tratamientos, distribuidos en un disefio
completamente aleatorio, cada uno con
cuatro repeticiones. Cada unidad experi-
mental estuvo constituida por una placa
Petri. Las variables que se consideraron
durante esta fase fueron: crecimiento
micelial y maduracion del micelio.
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Los datos fueron analizados estadistica-
mente y las medias se compararon con la
prueba de Rango Multiple de Tukey (p =
0.05).

El crecimiento micelial, se evalué cada
48 horas después de la siembra en placa,
midiendo en forma radial con la ayuda de
una regla graduada, hasta que el micelio
cubri6 por completo la placa Petri.

Fase II: Seleccion de sustratos:

Inicialmente se realizo6 la limpieza de los
cereales, eliminando impurezas (piedras,
paja, otras semillas). La preparacion del
sustrato se realizd siguiendo la metodo-
logia propuesta por Ferreira (1997).

Los tratamientos estuvieron constituidos
por la combinacion de los siguientes
factores:

Factor 1. Especie de hongo:

ABM = Agatricus blazei

GL = Grifola frondosa

LE = Lentinula edodes
PO = Pleurotus ostreatus

Factor 2. Sustrato:

A= Avena
C= Cebada
M = Maiz
S= Sorgo
T= Trigo

Factor 3: Envase:

F= Frasco
B= Bolsa

Como variable de respuesta se considerd
al crecimiento micelial, el que fue eva-
luado mediante mediciones en porcentaje
de la distancia recorrida por el micelio,
sobre el sustrato en cada unidad experi-
mental. Las mediciones se realizaron
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cada 48 horas, hasta que el micelio cu-
bri6 por completo el sustrato.

Los tratamientos fueron evaluados en un
disefio completamente aleatorio con 40
tratamientos, cada uno con cuatro repeti-
ciones. Cada unidad experimental estuvo
constituida por un frasco de vidrio y una
bolsa (paralelamente).

Los datos fueron analizados con estadis-
tica inferencial y las medias se compara-
ron con la prueba de Rango Multiple de
Tukey (p = 0.05).

Resultados y discusion
Fase I: Seleccion de medios de cultivo

Crecimiento micelial en medios de culti-
vo in vitro. El crecimiento micelial de
cada especie, mostrd diferente compor-
tamiento en cada uno de los medios de
cultivo. De acuerdo al ANVA se encon-
tro diferencias significativas (p < 0.001),
para la interaccion entre hongo, medio y
dia, por lo que cada hongo tuvo un desa-
rrollo diferenciado en cada medio de
cultivo en relacion al tiempo.

Crecimiento micelial de Agaricus blazei
en los medios de cultivo in vitro. En base
a la comparacion de medias, el creci-
miento micelial de A. blazei en los dife-
rentes medios de cultivo in vitro (A,
MSA, P, PDA y T) a través del tiempo,
presentd diferentes comportamientos;
como se muestra en la Figura 1.

El crecimiento micelial de A. blazei, durd
30 dias, siendo superior estadisticamente
(p = 0.001) en el medio de cultivo MSA
respecto a los medios de cultivo A, T, Py
PDA, que duraron 46 dias, bajo las mis-
mas condiciones ambientales (Figura 1).
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Figura 1. Crecimiento micelial de
Agaricus blazei en los diferentes medios
de cultivo in vitro a través del tiempo

Se observo que en el medio de cultivo
MSA, el crecimiento micelial de Agari-
cus blazei fue superior, en comparacion
con los medios de cultivo PDA, T, Ay P.

Crecimiento micelial de Grifola frondo-
sa en los medios de cultivo in vitro. La
Figura 2 muestra el crecimiento micelial
de G. frondosa en los diferentes medios
de cultivo in vitro, presentando diferente
comportamiento a través del tiempo.
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Figura 2. Crecimiento micelial de
Grifola frondosa en los diferentes medios
de cultivo in vitro a través del tiempo

En el crecimiento micelial del hongo G.
frondosa, se observa que en los medios
de cultivo A, MSA y T completaron el
crecimiento en placa en 20 dias y supe-
riores estadisticamente (p = 0.001) a los
medios PDA y P; en cambio, el creci-
miento micelial en los medios de cultivo
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P y PDA, mostré un ritmo lento, comple-
tando la placa Petri a los 46 dias (Figura
2). También se observd que en los me-
dios de cultivo T, A y MSA, el creci-
miento micelial de G. frondosa completo
la placa Petri, antes que en el caso de los
medios de cultivo PDA y P.

Crecimiento micelial de Lentinula edo-
des en los medios de cultivo in vitro. En
base a la comparacion de medias, el cre-
cimiento micelial de L. edodes en los
diferentes medios de cultivo, presentd
diferentes comportamientos a través del
tiempo, como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Crecimiento micelial de

Lentinula edodes en diferentes medios
de cultivo in vitro a través del tiempo

Se observd que el micelio del hongo L.
edodes, en los medios de cultivo A, MSA
y T, presentd un crecimiento similar y
superior estadisticamente (p = 0.001),
comparando con los medios PDA y P,
llegando a completar la placa Petri en 8
dias. En cambio, en el medio de cultivo
P, completo su crecimiento a los 10 dias.
Por otro lado en el medio PDA completo
la placa Petri en 16 dias, siendo este el
medio de cultivo que presenta un periodo
de crecimiento mas largo en relacion a
los otros. El crecimiento del micelio de L.
edodes es similar en los medios de culti-
vo MSA, A, T y P, en cambio en el me-
dio de cultivo PDA, present6 un creci-
miento mas lento.
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Crecimiento micelial de Pleurotus os-
treatus en los medios de cultivo in vitro.
El crecimiento micelial de Pleurotus
ostreatus en los diferentes medios de
cultivo, present6 diferentes comporta-
mientos a través del tiempo.
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Figura 4. Crecimiento micelial de
Pleurotus ostreatus en diferentes medios
de cultivo in vitro a través del tiempo

La Figura 4 muestra que los medios de
cultivo A, MSA, P y T, para el creci-
miento del micelio del hongo P. os-
treatus, fueron superiores estadisticamen-
te (p = 0.001), al medio PDA, ya que
completaron la placa Petri en 8 dias. El
crecimiento micelial de Pleurotus os-
treatus en el medio de cultivo PDA,
complet6 su ciclo en la placa en 10 dias,
siendo este el crecimiento mas lento. El
crecimiento del micelio de P. ostreatus
completd la placa Petri en menor tiempo
en los medios de cultivo MSA, T, P y A.
También se debe mencionar que el mice-
lio de cada especie tiene un comporta-
miento diferente en cada medio de culti-
vo y depende del tipo de medio de culti-
vo utilizado y del pH.

Estas especies pudieron completar su
ciclo in vitro a los 30 dias, lo cual esta
cercano a lo reportado por Suarez (2010),
que indica que el micelio de los hongos
comestibles, coloniza el medio de cultivo
a los 21 o 28 dias después de la inocula-
¢ién, en medio de cultivo PDA.
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Ardon (2007), menciona que los medios
de cultivo que contienen extracto de le-
vadura y extracto de malta, son utilizados
frecuentemente para el crecimiento mice-
lial y propagacion de hongos comesti-
bles. Suarez (2010), menciona que el
crecimiento del micelio del hongo L.
edodes, es mejor en el medio PDA.

Suarez (2010), menciona que los medios
de cultivo en el que el micelio de Pleuro-
tus ostreatus crece con mayor velocidad,
son PDA y P, completando la placa Petri
hasta los 10 dias.

Mediante el presente trabajo se propor-
cionan otros medios de cultivo alternati-
vos para el crecimiento micelial de este
hongo.

Fase II: Seleccion de sustratos

Para este analisis se utilizo el micelio que
se identifico en la etapa 1 de la primera
fase del estudio, evaluandose el creci-
miento micelial en diferentes sustratos y
envases, donde se encontré que la inter-
accion entre hongo, envase, sustrato y
dia, present6 diferencias significativas (P
<0.0001).

Crecimiento micelial de Agaricus blazei
en los diferentes sustratos en bolsa. El
crecimiento micelial de 4. blazei presenta
diferentes comportamientos en cada uno
de los sustratos utilizados en este estudio,
como se muestra en la Figura 5.

El crecimiento micelial en bolsa de A.
blazei (Figura 5), mostro que los sustra-
tos T y S fueron estadisticamente supe-
riores (P = 0.001) respecto a los sustratos
A, C y M, hasta el dia 30, en cambio los
sustratos C y M completaron el creci-
miento a los 32 dias, y en A complet6 a
los 34 dias, siendo este el crecimiento
mas lento.
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Figura 5. Efecto de los sustratos

en bolsa sobre el crecimiento de

Agatricus blazei hasta los 34 dias
después de la inoculacion

A més del tiempo, se observo que el mi-
celio de este hongo crecié mas compacto
y vigoroso en los sustratos T y S, en
comparacion con los sustratos A, Cy M.

Crecimiento micelial de Agaricus blazei
en los diferentes sustratos en frasco. El
crecimiento del micelio de Agaricus bla-
zei en frasco (Figura 6), fue superior
estadisticamente (P = 0.001) en los sus-
tratos S y M con relacion a los otros,
teniendo en cuenta que en todos los sus-
tratos, la colonizaciéon del micelio se
completd en 34 dias. También se observo
que en los sustratos S y M el micelio fue
vigoroso y compacto, lo cual permitira un
mejor desarrollo del in6culo.
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Figura 6. Efecto de los sustratos en

frascos sobre el crecimiento micelial

de Agaricus blazei hasta los 34 dias

después de la inoculacion
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Crecimiento micelial de Grifola frondo-
sa en los diferentes sustratos en bolsa.
El crecimiento micelial de G. frondosa
presenta diferentes comportamientos en
cada uno de los sustratos utilizados en
este estudio (Figura 7).
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Figura 7. Efecto de los sustratos en
bolsa sobre el crecimiento micelial
de Grifola frondosa hasta los 34 dias
después de la inoculacién

El crecimiento del micelio, en bolsa de
G. frondosa en el sustrato A, fue superior
(P = 0.001) estadisticamente hasta el dia
30, respecto a los otros sustratos.

Los sustratos M y C, completaron el cre-
cimiento micelial hasta el dia 32, en
cambio los sustratos S y T, recién al dia
34, tal como se muestra en la Figura 7,
presentando un crecimiento mas lento
que en el sustrato A.

También se observd que el micelio mas
compacto y vigoroso, se presentd en los
sustratos S y A, sefial que muestra que es
posible obtener un inoculo de mayor
calidad, siendo el mejor sustrato para el
crecimiento micelial del hongo, el sustra-
to A, por el tiempo de crecimiento y la
vigorosidad del in6culo (Figura 7).
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Crecimiento micelial de Grifola frondo-
sa en los diferentes sustratos en frasco.
El crecimiento de micelio de G. frondosa
en frasco, fue superior en el sustrato T
(Figura 8), pero similar con todos los
demas sustratos.

El micelio del hongo completd su creci-
miento hasta el dia 32, en todos los sus-
tratos estudiados. Se observo que en los
sustratos S y T, el micelio crecié vigoro-
so y compacto, lo cual otorga buenas
caracteristicas para obtener un indculo de
mayor calidad.
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Figura 8. Efecto de los sustratos
en frasco sobre el crecimiento micelial
de Grifola frondosa hasta los 32 dias
después de la inoculacion

Crecimiento micelial de Lentinula edo-
des en los diferentes sustratos en bolsa.
El crecimiento micelial de L. edodes
presenta diferente comportamiento en
cada uno de los sustratos utilizados (Fi-

gura 9).

El crecimiento de micelio de L. edodes
en bolsa, mostrd que los sustratos S y T
fueron superiores estadisticamente (P =
0.001), completando su crecimiento el
dia 28; los sustratos A y M completaron
el crecimiento micelial a 32 dias pos
inoculacion.
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Figura 9. Efecto de los sustratos
en bolsa sobre el crecimiento micelial
de Lentinula edodes hasta los 36 dias

después de la inoculacién

En el sustrato C se completd a los 36
dias, siendo el crecimiento mas lento en
relacion a los sustratos S, T, A y M.
Ademas, el micelio en los sustratos S y
T, fue mas compacto y vigoroso respecto
a los otros sustratos, generando a futuro
un inéculo de mejor calidad (Figura 9).

Crecimiento micelial de Lentinula edo-
des en diferentes sustratos en frasco. El
crecimiento de micelio de L. edodes en
frasco, fue similar en los sustratos A, S, y
T y superior (P = 0.001) estadisticamente
a los otros sustratos, completando su
crecimiento hasta el dia 20.

Se observo que en los sustratos C y M, el
micelio detuvo su crecimiento a los 24
dias.

En los sustratos S y T el micelio de L.
edodes fue mas compacto y vigoroso, lo
que permitié obtener inéculo de mejores
condiciones para la produccion masiva
(Figura 10).
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Figura 10. Efecto de los sustratos en
frasco sobre el crecimiento micelial
de Lentinula edodes hasta los 20 dias
después de la inoculacion

Crecimiento micelial de Pleurotus os-
treatus en diferentes sustratos en bolsa y
frasco. Se observo que P. ostreatus, tanto
en bolsa como en frasco, tuvo comporta-
miento similar en los sustratos S, T, M y
C, completando el crecimiento micelial el
dia 8, en cambio en el sustrato A comple-
t6 a los 10 dias. En los sustratos Sy T el
micelio fue més vigoroso y compacto en
comparacion con los sustratos A, My C,
tanto en bolsas como en frascos (Figura
11). El micelio de cada una de estas cua-
tro especies producido in vitro, en gene-
ral crecid mejor en sustrato de S y T,
pero en algunas especies ademas en A, C
y M, lo cual coincide con OEI (2003),
quién indica que el micelio de los hongos
comestibles requiere de un gran conteni-
do de lignina (como es el caso del sorgo)
para un buen crecimiento.

Alave (2008), menciona que el micelio
de Agaricus blazei presenta una mayor
velocidad de crecimiento en sustrato C
que en los sustratos S, T y M, llegando a
completar su crecimiento en 15 dias y no
asi como se observa en es este estudio,
donde los sustratos con mayor velocidad
de crecimiento colonizaron el sustrato
hasta los 30 dias.
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Figura 11. Efecto de los sustratos en bolsa (izq.) y frasco (der.) sobre el crecimiento
micelial de Pleurotus ostreatus hasta los 10 dias después de la inoculacién

Lépez (2007), indica que cominmente se
utilizan los granos de cereales de trigo,
sorgo y maiz para la producciéon de
inéculo de Grifola frondosa.

Alave (2008), menciona que el micelio
de Lentinula edodes avanza con mayor
velocidad en sustrato S, completando su
crecimiento en ocho dias, por lo que es
conveniente el empleo de este sustrato
para este hongo. También OEI (2003),
indica que el micelio de L. edodes requie-
re un gran contenido de lignina (como es
el caso del sorgo S) para un crecimiento
vigoroso.

Suarez (2010), indica que el mejor sustra-
to para el crecimiento del micelio de
Pleurotus ostreatus es T. Por su parte,
Alave (2008), menciona que el mejor
sustrato para el crecimiento micelial de
P. ostreatus es S y llega a completar su
crecimiento en 10 dias.

Conclusiones

» En general, el medio de cultivo para el
crecimiento micelial de Agaricus bla-
zei fue MSA, para Grifola frondosa y
Lentinula edodes fueron MSA, Ay T,
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en cambio para Pleurotus ostreatus
fueron MSA, A, Ty P.

* A. blazei presentd un crecimiento mi-
celial superior en bolsa, con sustratos
de trigo y sorgo; en frasco tuvo mejor
crecimiento con sustrato de maiz y
cebada. Para G. frondosa, el mejor
sustrato en bolsa, fue avena y en fras-
co trigo.

* Los mejores sustratos para Lentinula
edodes en bolsa, fueron trigo y sorgo,
y en frasco fueron avena, sorgo y tri-
go. Para P. ostreatus los mejores sus-
tratos fueron avena, sorgo, cebada y
trigo, tanto en bolsa como en frasco.
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