AgroScience Research 2(1): 7-19 (2024)

AgroScience Research

https://agroscienceresearch.com/

Evaluacion de varios indculos para el cultivo de setas comestibles
Pleurotus spp.

Evaluation of several inoculums for the cultivation of edible
mushrooms Pleurotus spp.

Roxana Suarez Rodriguez ?; Armando Antonio Macias Gonzalez ?; Yolexis Roberta Cardona Soberao %
Jorge Diaz Sanchez % Amaury Pérez Sdnchez ®*

a Facultad de Ciencias Aplicadas, Universidad de Camagiiey, Carretera Circunvalacién Norte, km. 5 %, e/ Camino Viejo de Nuevitas y Avenida Ignacio
Agramonte, CP 74650, Camagtiey, Cuba.

* Autor corresponsal: Amaury Pérez Sdnchez [ amaury.perez84@gmail.com | https://orcid.org/0000-0002-0819-6760 ]
Roxana Sudrez Rodriguez [ roxana.suarez@reduc.edu.cu | https://orcid.org/0009-0009-0928-6790 ]
Armando Antonio Macias Gonzalez [ amado.macias@reduc.edu.cu | https://orcid.org/0000-0000-0002-1646-1413 ]
Yolexis Roberta Cardona Soberao [ yolexis.cardona@reduc.edu.cu | https://orcid.org/0000-0002-0042-5805 ]
Jorge Diaz Sanchez [ jorge.diaz@reduc.edu.cu | https://orcid.org/0000-0003-1193-8873 |

Resumen

Se plantea una metodologia para la produccién eficiente de indculos en el cultivo de setas comestibles Pleurotus
spp, a partir de cuatro tipos de granos, con el fin de mejorar la eficiencia y productividad en la produccion de setas.
Mediante un disefio experimental se evalud el crecimiento de Pleurotus spp. en cuatro tipos de granos: arroz con
cascara, maiz, cebada y aserrin. Se realizé la preparacidon e inoculaciéon aséptica de los granos y se monitore¢ la
colonizacion micelial durante el periodo de incubacién a través de observaciones sistematicas. Los resultados
evidenciaron un desempefio diferencial de los granos como soportes, destacandose la cebada por presentar la
mayor eficiencia en términos de crecimiento y propagacion del inéculo. El maiz también mostré un buen potencial,
aunque con problemas persistentes de contaminacion. El arroz con cdscara tuvo un rendimiento intermedio como
sustrato, mientras que el aserrin resulté completamente ineficaz para la produccién de indculo. Los hallazgos
confirman la importancia critica de seleccionar adecuadamente el tipo de grano para obtener inéculos con elevada
calidad y productividad. Por ultimo, se elabord una propuesta de procedimiento estandarizado para la obtencién de
indculos a partir de granos que integra las mejores practicas identificadas.
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Abstract

A methodology is proposed for the efficient production of inoculum in the cultivation of edible mushrooms Pleurotus spp,
from four types of grains, in order to improve efficiency and productivity in mushroom production. Using an experimental
design, the growth of Pleurotus spp. in four types of grains: paddy rice, corn, barley and sawdust was evaluated. Aseptic
preparation and inoculation of the grains was carried out and mycelial colonization was monitored during the incubation
period through systematic observations. The results showed a differential performance of the grains as supports, with barley
standing out for presenting the greatest efficiency in terms of growth and propagation of the inoculum. Corn also showed
good potential, although with persistent contamination problems. Paddy rice had intermediate performance as a substrate,
while sawdust was completely ineffective for inoculum production. The findings confirm the critical importance of properly
selecting the type of grain to obtain inoculum with high quality and productivity. Finally, a proposal for a standardized
procedure was developed to obtain inoculum from grains that integrates the best practices identified.
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DOI: http://doi.org/10.17268/agrosci.2024.001
BY Esta obra estd publicada bajo la licencia CC BY 4.0

Recibido: 07/03/2024 | Aceptado: 12/04/2024

-7-


https://agroscienceresearch.com/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es
http://doi.org/10.17268/agrosci.2024.001
mailto:amaury.perez84@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-0819-6760
mailto:roxana.suarez@reduc.edu.cu
https://orcid.org/0009-0009-0928-6790
mailto:amado.macias@reduc.edu.cu
https://orcid.org/0000-0000-0002-1646-1413
mailto:yolexis.cardona@reduc.edu.cu
https://orcid.org/0000-0002-0042-5805
mailto:jorge.diaz@reduc.edu.cu
https://orcid.org/0000-0003-1193-8873

Sudrez Rodriguez et al. / AgroScience Research 2(1): 7-19 (2024)

1. Introduccion

Desde la antigliedad, los hongos han llamado la
atencién de la humanidad, debido a sus diversas
formas y colores. Se sabe que antiguas civilizaciones
de extremo oriente y Mesoamérica (regiones
comprendidas desde el Noroeste Central de México
hasta el Noroeste de Costa Rica) los utilizaron
especialmente en practicas terapéuticas, actividades
religiosas y como alimento (Andrade, 2007).

Llas setas son hongos que se desarrollan
principalmente sobre troncos en descomposicién u
otros substratos vegetales. Cada hongo esta formado
por una serie de finos filamentos llamados hifas, que
en conjunto forman lo que se denomina micelio. En la
naturaleza y bajo condiciones favorables de humedad
y temperatura, este micelio se transforma en
pequefios grumos que van aumentando de tamafio
hasta formar la tipica seta. El hongo formado tiene la
funcion de producir las estructuras de reproduccion
llamadas esporas cuya misidn es perpetuar la especie
(Gaitdn-Hernandez et al., 2006).

La produccion global de setas comestibles cultivadas,
segln reporta (Nifio et al., 2021), ha experimentado
un crecimiento sostenido desde 1978. El valor de
mercado global de hongo fresco alcanzé USD S 38
billones en 2018, siendo China el mayor productor
dentro de la regidn asidtica contribuyendo aproxima-
damente con el 35% del mercado global de hongos.
Los paises asidticos contribuyen con el 76% de la
produccién de hongo, seguida de Europa (17,2%) vy
Estados Unidos (5,9%) (Mahari et al, 2020). En
América Latina, México lidera la produccion, seguido
por Brasil y Colombia.

Mds alld de la produccién de setas, los hongos del
género Pleurotus spp., tienen un panorama muy
amplio debido a que el sustrato agotado que se
obtiene, durante el proceso de fermentacion en
medio sdlido, puede ser usado de diversas maneras,
tales como, la obtencién de enzimas, de fertilizantes,
de abonos orgéanicos, de biorremediadores y de
alimento para rumiantes (Coello et al., 2017), asi
como la produccién de plantulas de Carica papaya
Lin., variedad Maradol Roja, en condiciones de
cultivos semiprotegidos (Bermudez et al., 2021).

Se estima que Pleurotus spp. ocupa el tercer lugar
entre los hongos con mayor produccion y consumo a
nivel mundial, luego del hongo botdn (Agaricus
bisporus), el hongo shiitake (Lentinula edodes)
(Mahari et al., 2020). Segun (Maheswari et al., 2020)
el hongo ostra (Pleurotus ostreatus) constituye el
segundo hongo comestible mas cultivado a nivel
mundial después del Agaricus bisporus. El género
Pleurotus cuenta con numerosas especies distribuidas
por todo el planeta en diferentes altitudes que van
desde el nivel del mar hasta superior a 3000 metros.

Las especies del género se caracterizan por poseer un
alto valor nutrimental, potencial nutracéutico vy
variadas aplicaciones biotecnoldgicas y ambientales
(Nifio et al., 2021).

El cultivo artificial de hongos comestibles, especial-
mente aquellos clasificados como sapréfitos, es mas
comun debido a su capacidad para utilizar biomasa
vegetal como fuente de carbono y energia. Bajo el
género Pleurotus, se engloba una variada gama de
hongos saproéfitos comestibles que han sido exitosa-
mente adaptados para su cultivo en diversos sustratos
lignoceluldsicos mediante un proceso de preparacion
simple y répida (Coello et al., 2017).

Un aspecto crucial en la produccién de setas es el
proceso de produccién de indculos, ya que este
determinara la calidad de los cuerpos fructiferos en
etapas posteriores (Calderon, 2010). El indculo o
spawn es el micelio vegetativo de un hongo
seleccionado, crecido en un medio conveniente como
trigo, mijo, sorgo etc., con la finalidad de obtener una
cosecha de hongos. Involucra la preparacién de un
cultivo puro de hongo a partir de sus tejidos o
esporas, los cuales son mantenidos generalmente en
agar seguido por su cultivo en granos esterilizados vy
mas adelante multiplicados en mdas grano. El inéculo
comprende entonces, el micelio del hongo y un medio
de soporte que provee nutricién a éste durante su
crecimiento (Sifuentes, 2014).

La eleccion de los granos o semillas para la produc-
cién de indculo dependera de su disponibilidad, bajo
costo y calidad. Se pueden emplear semillas de sorgo,
trigo, centeno, cebada, avena, mijo y arroz, entre
otros (Gaitdn-Hernandez et al.,, 2006). Ademas de
grano, se puede utilizar un soporte inerte que facilite
la propagacién del micelio, como tarugos, aserrin,
carton o trocitos de madera, los cuales representan
una ventaja para el cultivo en exteriores (Sifuentes,
2014).

De forma general son muy variados los tipos de
sustratos utilizados o evaluados para la produccion de
setas comestibles, entre los cuales se pueden
mencionar residuos de la extracciéon de oleorresina de
aji  (Capsicum spp.) (Luz et al., 2008); dos
formulaciones diferentes de pasto kikuyo, mani
forrajero, vaina de frijol y cascarilla de algoddn
(Garcés et al., 2005); paja de arroz y trigo (Zhang et
al., 2002); varias especies de yerba mala tales como
Leonotis sp. (Lamiaceae), Sida acuta (Malvaceae),
Parthenium argentatum (Asteraceae), Ageratum
conyzoides (Asteraceae), Cassia sophera
(Caesalpiniaceae), Tephrosia purpurea (Papilionaceae)
y Lantana camara (Verbenaceae) (Das & Mukherjee,
2007); tallo de maiz, residuo de guisante (tijeretas) y
hojas de bananas con o sin suplementacién de
afrecho de arroz y estiércol de pollo (Pokhrel et al,,
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2013); funda de maiz + mazorca de maiz + medula de
fibra de corteza de coco, paja de cascara de arroz +vy
paja de ragi, y bagazo de cafia de azlcar
suplementado con un 10% de afrecho de trigo
(Maheswari et al., 2020); maiz, maiz y aserrin (1:1 v/v)
y maiz y aserrin (3:1 v/v) (Muslimin et al., 2021); paja
de arroz (Plana et al.,, 2020) y vainas de Lupinus
angustifolius suplementado con rastrojo de maiz
(Martinez & Soto-Velazco, 2015). También, en Akter
et al. (2022) se evaluaron cinco residuos
agroindustriales: paja de arroz, paja de trigo, mazorca
de maiz, aserrin y céscara de arroz (3:1) y bagazo de
cafa de azUcar, para el cultivo de Pleurotus ostreatus,
mientras que en Werghemmi et al. (2022) se evalué la
influencia de extractos de hojas de oliva y té para
medir el didmetro de crecimiento micelial y la tasa de
crecimiento lineal de Pleurotus ostreatus.

Asimismo, se reporta el empleo de paja de trigo para
el cultivo de 14 cepas de nueve especies del género
Pleurotus bajo condiciones de laboratorio (Shnyreva
et al., 2017); el empleo de paja de trigo, paja de
algodon, paja de lenteja y afrecho arrocero para el
cultivo de Pleurotus eryngii var. ferulae (Kirbag &
Akylz, 2008); paja de trigo y paja de banano para el
cultivo de Pleurotus ostreatus y Pleurotus sajor-caju
(Bonatti et al.,, 2004); granos de trigo, maiz, arroz y
sorgo para cultivar Pleurotus ostreatus (lta et al,,
2018); y papel de desecho suplementado con tallo de
maiz y afrecho de trigo con el fin de cultivar Pleurotus
ostreatus (Tesfay et al., 2020).

Debido a sus caracteristicas nutricionales vy
medicinales, en Cuba se ha trabajado en Ia
introducciéon, produccién y consumo de setas del
género Pleurotus, en varias provincias dentro del
programa de Agricultura Urbana (Beltran et al., 2020).
En Cuba, el cultivo del hongo comestible Pleurotus
comenzd en el Instituto Cubano de Investigacién para
la Cafia de Azucar Derivados (ICIDCA) en 1988,
utilizando paja de cafia de azucar y bagazo como
sustratos de cultivo, y hoy en dia las tecnologias
locales estdn disponibles. En este estudio se demostré
que varios subproductos agricolas disponibles en la
region oriental de Cuba pueden ser utilizados para el
cultivo de Pleurotus spp.

Del ICIDCA se transfiere esta tecnologia al Centro de
Estudio de  Biotecnologia  Industrial  (CEBI),
perteneciente a la Universidad de Oriente, Cuba en
1994. Este centro desarrolla la tecnologia del cultivo
de la seta comestible Pleurotus spp., en condiciones
naturales y controladas, bajo la marca comercial
NORA'’S. Sus investigaciones abarcan varias tematicas,
entre las cuales se pueden mencionar la evaluacion
del cultivo de Pleurotus ostreatus Florida en varios
sustratos agricolas tales como pulpa de café, cascaras
de cacao y cascaras de coco (Bermudez et al., 2001);

la compilacion de los procedimientos para la
produccién de las setas comestibles del género
Pleurotus, con aplicaciones potenciales desde el
punto de vista farmacoldgico (Beltran et al., 2020); al
evaluacion de la productividad de dos cepas de
Pleurotus utilizando dos tipos de bioreactores: en
bolsas y en bandeja y empleando como sustrato la
pulpa de café Coffea canephora Pierre ex Frhoener
(Bermudez et al.,, 2018); El estudio cinético de la
extraccion de compuestos fendlicos a partir de
biomasa micelial de Pleurotus ostreatus obtenida
mediante fermentacion sumergida (Ferrer et al.,
2019); la evaluacién de la capacidad del hongo
Pleurotus spp. para producir enzima lacasa durante su
crecimiento sobre pulpa de café, empleando el
dispositivo de fermentacion soélida aerobia y las
columnas de vidrio descritas por Raimbault, bajo
diferentes escalas de fermentacion (Garcia et al,,
2007); la evaluacién de la influencia de las
formulaciones de sustratos a base de pulpa de café
con virutas de madera, cdscaras de cacao y coco en la
produccién de setas comestibles (dos cepas de
Pleurotus ostreatus) por medio de la fermentacién en
estado solido (Garcia et al., 2011); y la evaluacién de
la produccién de lacasa de tres cepas de hongos
comestibles:  Pleurotus ostreatus CCEBI 3021,
Pleurotus ostreatus, var. Florida CCEBI 3024 vy
Pleurotus sajor-caju CCEBI 3027, cultivadas sobre
pulpa de café, efectuando la determinacion de la
actividad lacasa en las fases de indculo y colonizacion
(Garcia et al., 2016).

El Instituto de Investigaciones Fundamentales en
Agricultura Tropical (INIFAT) lleva adelante un plan de
desarrollo de nuevos métodos de cultivo de hongos
comestibles con la finalidad de incrementar la
produccién y el consumo de este nutriente en los
hogares cubanos, y también para extender la planta-
cién del champifion por varias localidades de la Isla.
Una vez culminado este proceso de investigacion, se
realizard un estudio y seleccién de los subproductos
de las cosechas agricolas de cada region para conocer
la materia organica disponible en cada territorio. Las
especies utilizadas en la experimentacion son de los
géneros Auricularia polytricha (montagne), Pleurotus
ostreatus (seta de ostra) y Lentinus edodes (shiitake),
provenientes de China. Especialistas del INIFAT en
conjunto con el Instituto de Investigaciones de la
Industria Alimenticia de Cuba llevaron a cabo un
estudio donde se cultivé el hongo Pleurotus ostreatus
(cepa P696) en paja de arroz, observandose un
crecimiento micelial robusto a los 21 dias de incuba-
cién en condiciones de oscuridad total y a 37 °C de
temperatura (Plana et al., 2020).

En la Universidad de Camagley, Cuba se reportan
varias experiencias en este sentido, siendo el estudio
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pionero el reportado por (Benitez et al., 2013) en
donde se evalud el comportamiento y desarrollo de
Pleurotus ostreatus sobre tres sustratos, a saber:
hojas secas de platano (Musa sp.), hojas secas de cafia
(Sacharum officinarum) y el residuo de corte de un
césped (Aristida refracta Gris) recogida en zonas
aledafias a la universidad, dividiendo el trabajo en tres
etapas: fermentacién, inoculacién y produccién. En la
actualidad existe un proyecto en curso regido por el
departamento de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos de la Universidad de Camagley, titulado:
"Desarrollo de tecnologias para la elaboracién de
alimentos sanos a partir de setas comestibles" el cual
pertenece al Programa de Alimento Humano,
mediante el cual se reportan ya varios estudios y
resultados, entre los cuales se destacan la validacion
del proceso de secado y rehidratacion de la seta P.
ostreatus a diferentes temperaturas de secado,
empleando para ello cascarilla de arroz hidrolizado
como sustrato (Cardona et al., 2022); la definicién de
los medios de cultivo referidos en la literatura para la
proliferacion del género Pleurotus ostreatus y valorar
su aplicacion en las condiciones de Cuba (Cardona et
al., 2022); la elaboracién de un procedimiento para la
produccidén, conservacion y mantenimiento de la cepa
del género Pleurotus ostreatus, con el fin de llevar a
cabo estas operaciones de la forma mas practica y
eficiente posible (Cardona et al., 2023); y la
evaluacion de la cascarilla de arroz y el afrecho
cervecero como sustratos puros para el cultivo de
Pleurotus ostreatus, empleando pulpa de café como
referencia (Puig et al., 2020). Todos estos estudios
responden al proyecto "Desarrollo de tecnologias
para la elaboracién de alimentos sanos a partir de
setas comestibles" perteneciente al Programa de
Alimento Humano regido por el departamento de
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos de la
Universidad de Camagtiey, Cuba.

Actualmente, la produccion de indculos para el cultivo
de diferentes especies de Pleurotus spp. constituye
una tarea que enfrenta diversos desafios y retos en
términos de eficiencia y productividad, especialmente
en relacion con la propagacion de indculos en dife-
rentes granos y sustratos. Ademads, se ha identificado
que algunos granos utilizados en la produccion de
indculos tienen una disponibilidad muy baja en el
mercado, lo que limita alin mas su uso en la
produccién de setas a gran escala. Por lo mismo existe
una necesidad urgente de investigar nuevas estrate-
gias y metodologias que permitan mejorar la
eficiencia y productividad en la produccién de
indculos para el cultivo de setas comestible, al mismo
tiempo que se busca optimizar el uso de los recursos
disponibles.

En este contexto, en el presente trabajo se desarrolla
una metodologia para la produccién eficiente de
indculos en el cultivo de setas comestibles Pleurotus
spp., a partir de diferentes tipos de granos, con el fin
de mejorar la eficiencia y productividad en la
produccién de setas.

2. Metodologia

2.1. Caracterizacion del drea de estudio

La investigacion se llevé a cabo en la Universidad de
Camagliey: Laboratorio de microbiologia de Ia
Facultad de Ciencias Agropecuarias y Laboratorio de
Quimica Organica de la Facultad de Ciencias
Aplicadas.

2.2. Materiales, equipos, insumos y herramientas
2.2.1. Cepa utilizada
Se empled la cepa Pleurotus ostreatus (Figura 1).

Figura 1. Cepa de Pleurotus ostreatus.

2.2.3. Materiales y equipos utilizados

Los equipos utilizados fueron autoclave vertical digital
(LDZX-75KBS), balanza técnica (YP3001N), y un
refrigerador de almacenamiento. También se
utilizaron las siguientes sustancias quimicas: Alcohol
al 70%, sacarosa (C12H22011) y éxido de calcio (Ca0).

2.3. Tratamientos y disefio experimental
La Tabla 1 muestra los tratamientos utilizados en este
estudio para los cuatro tipos de granos evaluados.

Tabla 1

Tratamientos utilizados para la evaluacién de diferentes
tipos de granos como soportes en la produccién de inéculos
para el cultivo de setas Pleurotus spp.

Tipo de grano Réplical Réplica2 Réplica3 Réplica4

Arroz con céascara Al A2 A3 Ad
Maiz M1 M2 M3 M4
Cebada C1 C2 C3 C4
Aserrin S1 S2 S3 S4

Nota: Los tratamientos se han cambiado por “Réplicas” para
reflejar con mayor claridad las unidades experimentales utilizadas
en el estudio. Cada réplica se identifica con la inicial
correspondiente al tipo de grano, seguida del nimero de réplica
(del 1 al 4). Esto permite una mejor identificacién y seguimiento de
los resultados obtenidos en cada réplica a lo largo del experimento.
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2.7. Preparacion del indculo

2.7.1. Seleccion y adquisicion del material de soporte
Se optd por utilizar arroz con cdscara donado por la
Empresa Agroindustrial de Granos “Ruta Invasora”
ubicada en la provincia de Camagley. Se empled
también aserrin obtenido de forma gratuita de una
carpinteria de la localidad. Estos granos, aunque no
son los mas recomendados en la literatura, ofrecen la
ventaja de estar ampliamente disponibles en la regién
de estudio y presentan un costo mas bajo. Adicional-
mente, se incluyd el maiz, adquirido en un mercado
local. Por ultimo, se incluyd la cebada como un
soporte de amplia utilizacién y con excelente
desempefio en la produccion de indculos. La cebada
fue una donacion igualmente de la empresa de
Cerveceria Tinima de la provincia de Camaguey.

2.7.2. Preparacién del grano

Los materiales de soporte (arroz en cascara, maiz,
cebada y aserrin) se lavaron con abundante agua y se
dejaron en remojo durante 12 horas. Las semillas
muertas (color oscuro opaco) y aquellas que flotaban
sobre el agua fueron removidas. En el caso de los
granos se le realizd un escaldado como pretrata-
miento adicional con el objetivo de estimular la
absorcion de humedad y ablandar la céscara. Para ello
se calentd agua hasta el punto de ebullicion y se
introdujeron los granos, cociéndolos durante 15 min
para el arroz con cdscara y 20 min para el maiz y
cebada. Una vez que alcanzaron el punto de textura y
firmeza adecuado, fueron retirados del agua y a
continuacién se dejaron escurriendo en un colador
metadlico de malla fina durante 2 horas.

Seguidamente se pesd en balanza técnica la cantidad
de grano necesaria para la produccién del indculo
primario. En el caso del arroz con cdscara, la cebada y
el maiz se emplearon 200 g, mientras que para el
aserrin se utilizaron 130 g. Para el aserrin se utilizo
una suplementacion de un 5% de sacarosa y un 2% de
cal (Ca0). Una vez pesado, se depositd el material de
soporte previamente pretratado en frascos de vidrio
de volumen 400 mL a una capacidad de llenado de
3/4 partes.

2.7.3. Esterilizacion del grano

Se sellaron los frascos con papel de aluminio y se
colocaron en autoclave a 121 °C (50% humedad)
durante 45 minutos. Una vez concluido este proceso
se dejé refrescar por dos horas en un darea aislada y
limpia.

2.7.4. Inoculacion

Para la inoculacién, se utilizaron dos placas Petri
diferentes que contenian cepas de la misma especie
de Pleurotus spp. Ambas cepas presentaban una

vitalidad similar, por lo que se decidié no considerar
este factor como una variable a evaluar en el estudio.
Sin embargo, se tomd precaucion al seleccionar las
placas para garantizar una representacion adecuada
de la cepa utilizada en el proceso de inoculacion.

Esta operacién se realizd en un cuarto previamente
higienizado, donde se siguieron los procedimientos
establecidos. El instrumental necesario, incluyendo el
bisturi utilizado para los cortes en el micelio, fue
esterilizado previamente en autoclave para garantizar
la asepsia. Las placas de Petri se prepararon retirando
el Parafilm y se realizaron los cortes en el micelio
segun el patréon seleccionado. Los recipientes de
espera se destaparon con cuidado, evitando la
contaminacion, y se transfirié el micelio agarizado
utilizando el bisturi esterilizado. Los frascos se
cerraron adecuadamente con papel de aluminio y se
agitaron suavemente para promover una colonizacion
uniforme. Se mantuvo un control riguroso de la
limpieza y esterilidad en todo momento para evitar
cualquier forma de contaminacion cruzada.

2.7.5. Incubacién

Después de la inoculacién, se etiquetaron adecuada-
mente los frascos en su exterior utilizando un
marcador permanente. Cada frasco fue identificado
con un numero de tratamiento especifico, la fecha de
inoculacion y la especie de Pleurotus spp. Corres-
pondiente. Esta etiquetacidon detallada permitid una
correcta identificaciéon y seguimiento de cada muestra
alo largo del proceso de incubacién.

El proceso de incubacién se llevd a cabo en un cuarto
designado para tal fin, aunque cabe destacar que
presentaba ciertas limitaciones en cuanto a las condi-
ciones ideales. Aunque se tomd precaucion para
minimizar la exposicién a la luz, algunas ventanas de
vidrio en el cuarto permitian el paso de la luz natural
durante el dia, mientras que se mantenia la oscuridad
durante la noche. La humedad relativa se mantuvo en
niveles ambientales, sin contar con un sistema de
control especifico.

El periodo total de incubacion fue de 21 dias, durante
los cuales se realizaron inspecciones periddicas para
evaluar el progreso del crecimiento. Las inspecciones
se llevaron a cabo en los dias 5, 9, 13, 17 y 21, lo que
permitid monitorear el desarrollo del micelio a lo
largo del tiempo y realizar observaciones en diferen-
tes etapas del proceso de incubacion.

2.8. Variables evaluadas
Variable Independiente
Tipo de Grano: El tipo de grano utilizado como
soporte para la produccién de indculo constituye una
variable independiente crucial en este estudio. Se
exploraran cuatro tipos diferentes: arroz con cascara,
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maiz, cebada y aserrin. La eleccion de cada tipo de
grano se basd en su disponibilidad local y su viabilidad
econémica, pero se busca determinar cémo afecta
cada uno al crecimiento micelial y, por ende, a la
eficiencia y calidad de la produccién de setas
Pleurotus spp.

Variables Dependientes

Crecimiento y propagacion de Inéculo: Esta variable
dependiente se refiere al desarrollo y expansién del
indculo en cada tipo de grano. Se evaluara el progreso
del micelio en términos de diametro de colonia,
densidad y ramificacion micelial.

Eficiencia y calidad en la produccion de setas: La
eficiencia se medird en funcion de la capacidad del
indculo para generar un rendimiento significativo de
setas. Ademas, se considerara la calidad de las setas
producidas en términos de tamafio, textura vy
apariencia general.

Tiempo de colonizacion: Se evaluard el tiempo que
cada tipo de grano requiere para ser colonizado por el
micelio de Pleurotus spp. Esta variable dependiente es
fundamental para comprender la velocidad de
desarrollo del inéculo en diferentes sustratos y su
impacto en la eficiencia del proceso de produccion.

2.9. Disefio de un procedimiento operativo estandari-

zado para la elaboracién de inéculos

Para el disefio del Procedimiento Operativo Estan-

darizado (POES) aplicado a la produccién de indculos

de Pleurotus spp., se siguieron las siguientes etapas
metodoldgicas:

1. Revision bibliogréfica. Se realizé una exhaustiva
revision de la literatura cientifica y técnica
relevante sobre la elaboracion de Procedimientos
Operativos Estandarizados.

2. Consulta a expertos. Se entrevistd a expertos en
la redaccion de documentos normativos,
indagando en detalle sobre sus protocolos vy
estrategias para redactar esta documentacion.

3. Observacién. Se observaron y documentaron
todos los procedimientos durante la realizacién
del experimento, anotando todos los parametros
productivos.

4. Borrador y retroalimentacién. Con la informacién
recopilada se redacté un borrador del POES, el
cual fue consultado con expertos para recibir
retroalimentacion y propuestas de mejora.

5. Pruebas experimentales. Se realizaron pruebas
controladas aplicando el POES borrador para
evaluar su efectividad y facilidad de imple-
mentacion. Los resultados experimentales
evidenciaron la necesidad de realizar algunos
ajustes que fueron incorporados.

Implementacién del POES y revisién periddica: Una
vez establecidos los ajustes pertinentes se imple-
mentd la utilizacion de este procedimiento para su
uso en la obtencién de indculos. Se establecieron
periodos de revisidn periddica para la actualizacion
sistematica del mismo.

3. Resultados y discusion

3.1. Comportamiento de las variables durante el estudio
La presente seccién expone los resultados obtenidos
en el estudio sobre la influencia de diferentes tipos de
granos como soportes en la produccion de indculos
para el cultivo de setas comestibles Pleurotus spp. Los
resultados presentados estdn respaldados por un
riguroso enfoque cientifico y representan un avance
significativo en la comprensiéon de la eficiencia y
productividad en la produccién de indculos para el
cultivo de estas setas.

Dia 5

Durante la primera inspeccion (dia 5), se observaron
los primeros signos de crecimiento micelial (Figura 2).
Los soportes de cebada y maiz mostraron los mayores
indicios de crecimiento, siendo C4 y M4 los
tratamientos con el mejor desempefio en términos de
propagacion del indculo de Pleurotus spp. Se pudo
apreciar un crecimiento en todos los tratamientos de
cebada, mientras que el maiz mostré igualmente un
crecimiento acelerado en los cuatro tratamientos. Por
otro lado, el arroz con cédscara presentd signos de una
propagacion discreta en los tratamientos A1l y A2. En
contraste, el soporte de aserrin no mostré signos de
crecimiento alguno.

d)

Figura 2. Monitoreo del crecimiento de Pleurotus spp al dia
5 de inoculados los sustratos. (a) Maiz. (b) Arroz con
cascara. (c) Cebada. (d) Aserrin.
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Se observd la presencia de condensado en los trata-
mientos M1, M2 y M3, lo cual podria afectar el
desarrollo del indéculo. Ademds, se evidencid la
presencia de competidores en los tratamientos M2 y
M3 de maiz, lo que podria interferir con el
crecimiento del indculo de Pleurotus spp.

Dia 9

Se pudo apreciar un avance significativo en la coloni-
zacion del inéculo de Pleurotus spp. en los diferentes
tipos de granos. El tratamiento C4 mostrd una coloni-
zacion casi completa de los granos, evidenciando una
propagacion excelente, seguida en % de colonizacién
por C2 y C1 y mostrandose un crecimiento retardado
en C3. Los tratamientos de maiz también presentaron
un crecimiento destacado, siendo el tratamiento M4
el que mostrd una colonizacion completa, seguido por
los tratamientos M2 y M3. El tratamiento, se encon-
traba ligeramente rezagado en términos de coloniza-
cion. Por otro lado, los tratamientos de arroz con
cascara, A1y A2 no mostraron signos de crecimiento,
a pesar de haber presentado signos leves de coloniza-
cién en inspecciones anteriores. En el aserrin, no se
evidenciaron cambios en la colonizacién del indculo.
Entre los problemas detectados, persistia la presencia
de contaminacién en los tratamientos de maiz ante-
riormente mencionados. Esta contaminacién era muy
notable y cubria la totalidad de la parte superior de
los frascos. Ademas, se encontrd un frasco (C3) con
presencia de contaminacién. El aserrin, por su parte,
se mantuvo sin cambios en cuanto a colonizacion, sin
mostrar signos de contaminacion.

Dia 13

Se observaron cambios similares a los del dia anterior
en términos de crecimiento micelial. C4 continud
mostrando una colonizaciéon completa y saludable,
destacandose como el grano con el mejor desempefio
en cuanto a colonizacién del inéculo de Pleurotus spp.
Los tratamientos de maiz también presentaron una
colonizacidn significativa, con un frasco de maiz y otro
de cebada mostrando una buena colonizacién, y el
resto de los tratamientos mostrando un aumento en
la colonizacion en comparacion con la inspeccion
anterior, aungue no con la misma intensidad.

Entre los problemas detectados, se evidencid que
persistia la contaminaciéon en los tratamientos de
maiz. La contaminacién era muy notable y cubria la
totalidad de la parte superior de los frascos. Ademas,
se encontrd contaminacion en C3, lo cual indica la
presencia de competidores que pueden afectar
negativamente el crecimiento y desarrollo del inéculo
de Pleurotus spp. En cuanto al aserrin, se mantuvo sin
cambios en cuanto a colonizacion, sin mostrar signos
de contaminacién.

Dia 17

Se observaron avances significativos en la coloni-
zacion del inéculo de Pleurotus spp. en los diferentes
tipos de granos. El tratamiento C4 mostré una
colonizacion completa, manifestando signos de salud
en las hifas y la ausencia de contaminacion. En el caso
de los tratamientos de maiz, M4 presentd una
colonizacion completa, liderando entre los granos de
este tipo, mientras que los otros tres tratamientos
mostraron signos de una colonizacién en progreso. En
el arroz con cdascara, se observd crecimiento en
algunas secciones del grano en comparacion con la
inspeccién anterior. Por ultimo, el aserrin se mantuvo
en condiciones iniciales en cuanto a colonizacion por
parte del microorganismo en estudio.

Entre los problemas detectados, el tratamiento C3 vy
A3 y A4 mostraban la presencia de un liquido viscoso
depositado en el fondo del recipiente. Ademas, los
tratamientos M2 y M3 mostraron signos crecientes de
contaminacion, a pesar de mostrar en la parte inferior
del frasco una colonizacién completa. Dos de los
tratamientos de aserrin mostraron signos leves de
contaminacion por microorganismos competidores.

Dia 21

Se realizaron las observaciones finales (Figura 3). Solo
4 tratamientos lograron una colonizacion completa
(C4, M2, M3 y M4). Se pudo observar un aspecto
visual éptimo en estos indculos, con una propagacion
de hifas adecuada y una mayor masa potencial.

d)

Figura 3. Monitoreo del crecimiento de Pleurotus spp al dia
21 de inoculados los sustratos. (a) Maiz. (b) Arroz con
cascara. (c) Cebada. (d) Aserrin.
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Seis tratamientos mostraron una colonizacion parcial
(M1, A1, A2, C1, C2 y C3); aunque no se logré una
colonizacién completa, se observd un progreso en la
propagacion de las hifas de Pleurotus spp. Sin
embargo, se requiere mas tiempo para que el indculo
alcance una colonizacion completa en estos tipos de
granos. Se encontraron seis tratamientos con una
colonizacion nula en el dia 21. Esto significa que el
porcentaje de colonizacion del inéculo fue menor al
5% de la masa potencial esperada. Los cuatro frascos
de aserrin presentaron una colonizacion nula, lo que
indica que este tipo de grano no es propicio para el
crecimiento y propagacién del inéculo de Pleurotus
spp. Ademds, los tratamientos A3 y A4 también
mostraron un nivel de colonizacién inferior al 5%. Esto
refuerza la importancia de seleccionar adecuada-
mente el tipo de grano utilizado como soporte para la
produccién de indculos. Se identificaron serios
problemas de contaminacién en algunos tratamien-
tos. Dos frascos de aserrin (S1 y S2) (Figura 4)
mostraron la aparicién de moho, lo que indica una
contaminacion significativa en estos tratamientos.

Figura 4. Frascos S1y S2 contaminados conteniendo el
sustrato aserrin.

Ademads, se encontré una contaminacién grave en los
tratamientos M2 y M3 (Figura 5).

Figura 5. Frascos M2 y M3 contaminados conteniendo el
sustrato maiz.

El tratamiento C3 mostrd signos de contaminacion
(Figura 6), aunque de forma mas discreta. En los
frascos de maiz contaminados se detecté la presencia
de agua acumulada en la superficie de los granos,
justo encima de la contaminacion causada por
microorganismos competidores.

Figura 6. Frasco C3 contaminado conteniendo el sustrato
cebada.

3.2. Desempefio diferencial de los tipos de grano

La variabilidad en la colonizacién micelial entre los
diferentes tipos de grano destaca la influencia directa
de la composicion nutricional y las propiedades fisicas
de los sustratos en el crecimiento de Pleurotus spp.
Los resultados mds sobresalientes fueron observados
en cebada (C4) y maiz (M2, M3 y M4), mostrando una
colonizacion completa y saludable. Estos hallazgos
sugieren que la seleccién precisa del tipo de grano es
crucial para la obtencién de indculos eficientes.

Los resultados reportados sobre el desempefio del
maiz como soporte para la produccién de indéculos de
Pleurotus spp. coinciden con lo reportado por
Gonzélez et al. (2010) en donde se tomaron como
referencia los datos experimentales de 2 afios de
investigaciones, durante los cuales se evalud in vitro y
en casa de produccion del INIFAT la adaptacién vy
potencialidades de tres substratos, Panicum italica L
(mijo), Sorghum bicolor L. (sorgo) y Zea mays L. (maiz)
como soportes, reportando como mejor al maiz en
cuanto a densidad. Si bien el maiz ha demostrado ser
un sustrato adecuado, otros granos como la cebada,
el arroz integral o el mijo suelen presentar una mayor
eficiencia en términos de crecimiento y colonizacion
micelial segin la literatura. La Tabla 2 muestra un
resumen de los parametros evaluados en la
produccién de indéculo de Pleurotus spp. segun el tipo
de sustrato utilizado.

Ita et al. (2018) concluyeron que el mejor sustrato
para la elaboracion de inéculo es el sorgo debido al
tiempo mas corto de colonizacién y menor porcentaje
de contaminacién. En este estudio también se indicé
que el maiz no constituyd un sustrato viable debido a
la lenta colonizacion mostrada y la elevada incidencia
de contaminantes.
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Tabla 2
Resultados de los parametros evaluados en la produccion
de indculo de Pleurotus spp. segun el tipo de sustrato

S Fl Caracterizacién del micelio
tes 180¢g- Color Forma Densidad FC
200 g
Maiz 4 Blanco A Alta 2
Cebada 4 Blanco MA Media 1
Arroz 4 Blanco PA Baja -
Aserrin 4 - NA Nula 2

Fl:  Frascos inoculados.; FC: Frascos contaminados. A:
algodonosa. MA: Menos algodonosa. PA: Poco algodonosa.
NA: No algodonosa.

3.3. Desafios persistentes con la contaminacion

La persistencia de la contaminacién, particularmente

en los tratamientos de maiz, apunta hacia la presencia

de elementos que demandan un escrutinio minu-
cioso. La deteccién de Trichoderma como el principal
agente contaminante sugiere la posible presencia de
este hongo competidor en el entorno o en los
insumos empleados. Para identificarlo, se empled un
medio selectivo conocido como Agar Papa Dextrosa

(PDA), reconocido por su capacidad para fomentar el

crecimiento de Trichoderma spp. mientras inhibe el

desarrollo de otros microorganismos.

Varios factores relacionados con las condiciones

experimentales podrian haber favorecido el desarrollo

de Trichoderma vy la consecuente contaminaciéon del
maiz:

e La ausencia de una cdmara de flujo laminar pudo
facilitar la entrada de esporas de Trichoderma
durante la manipulacion e inoculacion.

e las temperaturas irregulares y posiblemente
elevadas en algunos puntos del proceso pudieron
proveer un ambiente propicio para el crecimiento
de este contaminante. Trichoderma prospera a
temperaturas sobre 25 °C.

e Si bien no parece haber problemas en la
manipulacién en si, el ambiente del laboratorio
podria no haber estado lo suficientemente
controlado en términos de limpieza y desinfec-
cion profunda antes de la realizacion del
experimento.

Estos resultados sobre la recurrencia de la conta-

minacion por Trichoderma en hongos comestibles

coinciden con lo reportado por Filippi et al. (2019),

quienes sefialan que aun con la implementacién de

tratamientos fisicos como la esterilizaciéon, si no se
mantienen rigurosamente las condiciones de asepsia
en el area de incubacion, pueden persistir desafios
con el control de hongos antagonistas durante la

produccién de Pleurotus spp. En Romero et al. (2009)

también se reporta que es frecuente la contaminacién

de hongos comestibles (Agaricus bisporus, Pleurotus
ostreatus y Lentiunula edodes) por Trichoderma spp.

Tal como evidenciaron los autores de este trabajo, los
procesos de esterilizaciéon por si solos no son
suficientes para evitar por completo la aparicion de
contaminantes, siendo crucial complementar con
medidas estrictas de manipulacidn aséptica y ambiente
controlado durante la etapa de incubacion. De lo
contrario, microorganismos oportunistas presentes en
el entorno, como Trichoderma spp., pueden
aprovechar cualquier brecha en las barreras de asepsia
establecidas y generar la contaminacién recurrente
observada en este estudio.

3.4. Fracaso del aserrin como sustrato

El fracaso del aserrin como sustrato para la produccion
de indculos de Pleurotus spp. en este estudio es un
resultado llamativo, considerando que diversos autores
previos han reportado el uso exitoso de este material.
Sin embargo, es posible que las propiedades fisicas y
quimicas especificas del aserrin empleado aqui hayan
sido las causantes de su bajo desempefio. Segun
(Muslimin et al., 2021) la funcién principal del aserrin
es la de suministrar la celulosa, hemicelulosa y lignina
necesaria para el crecimiento del micelio.

Como sefiala Ardon (2007), el tamafio de particula del
aserrin es un factor determinante para lograr una
colonizacion uniforme y efectiva por parte del hongo.
El aserrin de fabricantes de muebles suele presentar
alta variabilidad en este aspecto, a diferencia del
obtenido directamente de aserraderos.

Es probable que, en este caso, el origen y el tamafio de
particula del aserrin hayan sido inadecuados,
conduciendo a una compactacion excesiva que impidié
la penetracién y ramificacién del micelio. Realizar una
caracterizacion granulométrica del aserrin empleado
podria arrojar luces sobre las causas precisas de su
deficiente funcionamiento como soporte.

Asimismo, otros factores como el contenido lignocelu-
|6sico, la humedad y la posible presencia de sustancias
inhibitorias deberian examinarse en futuras investiga-
ciones para entender por qué este material, a pesar de
las recomendaciones positivas, no logrd ser colonizado
por Pleurotus spp. en este caso. Segun Ritota & Manzi
(2019) el aserrin pudiera a tener una composicion
guimica diferente de acuerdo con la madera de la cual
es generado, en particular con respecto a los conte-
nidos de lignina, celulosa y hemicelulosa, asi como la
relacion carbono/nitrégeno la cual estad en el rango de
150-250. También se especifica que el aserrin presenta
un bajo contenido de nitrégeno (0,1% - 0,2%) por tanto
es a menudo suplementado con otros sustrato o
material como una fuente adicional de nitrégeno.
Muslimin et al. (2021) determinaron que un sustrato
compuesto por maiz y aserrin en una relacién 3:1 v/v
fue el que presentd la colonizacién completa mas
rapida y la mayor tasa de crecimiento.
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Por ultimo, Ritota & Manzi (2019) declaran que el
aserrin es un sustrato adecuado para el cultivo de
hongos debido a que es una buena fuente de material
lignoceluldsico y también debido a que puede mejorar
la estructura del medio en crecimiento. Sin embargo,
Hoa et al. (2015) confirmaron que el aserrin utilizado
solo brindé los peores resultados con respecto al
aserrin en combinacidn son otros residuos o sustratos
para el cultivo de P. ostreatus y P. cystidious, debido al
hecho de que la suplementacion con bagazo de cafia
de azUcar o mazorca de maiz incrementa el contenido
de nitrégeno reduciendo por tanto la relacion C/N de
los inéculos de crecimiento.

3.5. Propuesta de procedimiento para la obtencion de
indculo a partir de granos

En esta seccidn, se presenta una propuesta detallada
del procedimiento estandar destinado a la obtencion
de indculo a partir de granos, con el objetivo de
optimizar y estandarizar el proceso de produccion.

La propuesta se fundamenta en los resultados
obtenidos durante la investigaciéon, los cuales
revelaron patrones significativos y variables clave que
influyen en la calidad y rendimiento del indculo. Se ha
disefiado un protocolo especifico que integra las
mejores practicas identificadas, con el fin de mejorar
la eficiencia, reproducibilidad y, en ultima instancia, la
productividad del inéculo.

3.5.1. Insumos
Mascarilla, guantes, alcohol 70%, frascos de vidrio,
bisturi, mechero y pinzas.

3.5.2. Equipo

Cabina de flujo laminar: se emplea para tener
ambientes libres de contaminacién con areas fdciles
de desinfectar, debido a que este equipo proporciona
aire descontaminado proveniente de filtros HEPA (del
inglés High Efficiency Particulate Air) de hasta 0,1 mp.

3.5.3. Medios de proteccion

Usar ropa y zapatos aplicables a la operacién y que
puedan servir como proteccién contra la contamina-
cién de los alimentos y una ayuda para la salud y el
bienestar del trabajador. Uso de mascaras con filtro
para evitar la entrada de esporas en el sistema respi-
ratorio, lentes antiempafiantes para locales con alta
humedad relativa, sujeciones para el cabello como
redecillas, gorros y pafiuelos, guantes a utilizar mien-
tras se cultivan y manipulan las setas comestibles.
Prohibicién de llevar joyas, cadenas y otros objetos
personales que puedan caer dentro del producto.

3.5.4. Recomendaciones generales
El operario debe presentar condiciones higiénicas
aceptables utilizar ropa limpia y evitar el uso de

prendas y relojes. Antes de comenzar el proceso de
elaboracion de indculo, el operario debe lavarse las
manos con aguay jabon y luego con alcohol al 70%.

Al adquirir los granos es importante verificar que
estos no hayan sido tratados quimicamente
(plaguicida y/o fungicida). El grano contiene
contaminantes ocultos, sin importar cuan fresco sea.
Por lo tanto, necesita ser precocido, para liberar estos
contaminantes que luego son destruidos por la
esterilizacion. Tener precaucion al agitar los frascos,
evitando en todo caso agitarlos contra la palma de la
mano debido a riegos de accidentes.

3.5.5. Procedimiento

Etapa 1: Preparacién del grano

e lavar el grano y dejarla en remojo por 12 horas en
agua de grifo.

e Hervir el grano a fuego lento durante 30 minutos.
La textura correcta es cuando aun esta firme, pero
lo suficientemente suave como para aplastarlo.

e Escurrir con ayuda de un colador o tejido limpio y
fino en su defecto.

e Agregar carbonato de calcio (2%) para evitar que
los granos se aglomeren luego de la esterilizacion.

e Pesar la cantidad de grano necesaria para la
elaboracion del indéculo (10% con respecto a la
cantidad de sustrato humedo).

e Depositar el grano lavado y remojada en frascos
de vidrio (tapados con papel aluminio) y amarra-
dos con cuerdas. La capacidad de llenado debe ser
hasta 3/4 de su capacidad.

Etapa 2: Esterilizacion del grano

e Esterilizar los recipientes previamente (rellenan-
dolos hasta las 3/4 partes de su volumen total) a
121 °C (50% de humedad) durante 45 minutos en
autoclave. Se pueden emplear bolsas resistentes a
la esterilizacién (polipropileno (PP)) con parches
de filtro que permiten la transpiracion de gases.
En caso de utilizar frascos, estos deben ser
igualmente de polipropileno (PP) o de vidrio.

e Dejar refrescar por una hora en un area aislada y
limpia, de preferencia en una superficie desinfec-
tada.

Etapa 3: Inoculacion.

Limpiar la superficie de trabajo frente a la cabina de

flujo laminar con alcohol. Como siempre que se

trabaja en la sala limpia, debe haberse duchado y

vestir ropa limpia.

Para indculo primario

e Tome una placa de Petri y retire el Parafilm (si se
usa).

e (aliente la punta del bisturi en el mechero fisher
hasta que esté roja para esterilizar el metal y deje
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enfriar luego de esta operacién frotando contra
borde de la placa. Este proceso debe realizarse
cada vez que se vaya a introducir en una placa.

e Levante la tapa de la placa con la cepa madre y
corte siguiendo el patron seleccionado en el
micelio (cufias o dados). Si no esta utilizando
Parafilm para sellar las placas, dejar una tira de
micelio de 5 mm alrededor del borde del plato;
esto es en caso de que los contaminantes hayan
entrado en el plato por el borde y hayan caido
sobre la placa. Al concluir los cortes cerrar la
placa, evitando asi la entrada de particulas o
agentes contaminantes.

e Prepare los recipientes para la inoculacion, para
ello destapar las cuerdas con cuidado de no
introducir los dedos dentro del frasco.

e Retire la tapa de la placa nuevamente y, con el
bisturi, tome una porcién de micelio agarizado e
introducirlo rapidamente en el recipiente de
espera.

e Repetir esta operacién hasta que se haya
transferido la cantidad total del micelio en
diferentes frascos.

e Tapar correctamente el frasco, amarrando con
cuerda el papel aluminio colocado en la boca del
frasco.

e Una vez cerrado, agitar suavemente para que el
micelio viaje a través del grano, lo cual resulta en
una colonizacion uniforme.

Para indculo secundario

e Seleccionar un frasco de
completamente colonizados.

e Desinfectar la superficie exterior del mismo con
alcohol.

e Si los granos se encuentran fuertemente
compactados utilizar una herramienta como
cuchara o pala de pequefio tamafio (previamente
desinfectada con alcohol) para desprender los
trozos de indculo primario. En caso de que no se
encuentren tan fuertemente adheridos bastard
con una agitacién para desprender los granos.

e Distribuir de forma equitativa el inéculo primario
en los frascos con granos previamente
desinfectados. Tener en cuenta el porciento de
inoculacion seleccionado.

e Tapar correctamente el frasco, amarrando con
cuerda el papel aluminio

e Una vez cerrado, agitar suavemente para que
grano colonizado viaje a través del grano, lo que
resulta en una colonizacion uniforme.

inéculo  primario

Etapa 4: Incubacidn
e Etiquete el exterior de los frascos apropiada-
mente con un marcador permanente.

e Incubar en la oscuridad hasta que el micelio cubra
totalmente la semilla; (15 o 20 dias) con una
temperatura en el intervalo de 20 a 25 °Cy 70%
de humedad relativa.

e Los frascos deben tener una separacion de al
menos 12 mm, debido a que los frascos
demasiado empaquetados se auto calientan vy
fomentan la contaminacion.

e De 3 a 4 dias después de la incubacion, cada
frasco se agita nuevamente hacia abajo en espiral.
Esta técnica envia los granos superiores a lo mas
profundo de los huecos inferiores de la jarra,
rotando y mezclando la masa del grano.

De 7 a 10 dias después de la incubacién, volver a

inspeccionar cada frasco para determinar la

dispersion uniforme de los sitios de crecimiento. Si
algunos frascos muestran regiones de crecimiento vy
no crecimiento, es necesario volver a sacudirlos.

4. Conclusiones

Mediante esta investigacion se obtuvo una com-
prension mas profunda acerca de como diversos tipos
de granos afectan la produccion de inéculos para el
cultivo de las setas Pleurotus spp. La evaluacion de
distintos granos como soportes para indculos de
Pleurotus spp. reveld que la cebada demostré el
mejor rendimiento en términos de crecimiento y
propagacion del indculo. La presencia de conta-
minacidn, especialmente en tratamientos de maiz,
sefiala limitaciones que deben abordarse en futuras
investigaciones para optimizar las condiciones de
cultivo. A pesar de que la cebada mostré la maxima
eficiencia, el maiz podria considerarse mas viable
desde un enfoque practico, teniendo en cuenta su
disponibilidad y precio bajo las condiciones actuales
de Camagley. La propuesta de procedimiento para la
elaboracion de indculos integra las mejores practicas
identificadas, buscando la estandarizacién vy
optimizacion del proceso productivo. Se recomienda
explorar combinaciones de diferentes tipos de granos
como soportes de indculo, buscando posibles
sinergias que mejoren el crecimiento micelial.
Estudios previos sugieren que ciertas mezclas de
granos presentan mejor desempefio. Evaluar la
posibilidad de mejorar la precision de las mediciones
de crecimiento diametral de las colonias fungicas y de
la velocidad mediante métodos mas avanzados, como
el uso de software de andlisis de imagenes para
determinar el diametro y el drea de las colonias con
mayor precision.
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