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RESUMEN

Los hongos comestibles del género Pleurotus spp., se
caracterizan por crecer faciimente en diversos sustratos y
condiciones climaticas, sin embargo esto incide también
en el crecimiento de hongos competidores que disminuyen
la productividad del cultivo. Por tal razén, se propuso
evaluar la eficiencia de tratamientos fisicos y quimicos en
el control de hongos contaminantes del cultivo, en diversas
etapas del proceso de obtencion de cepa comercial de
Pleurotus spp. Se evalué la temperatura de esterilizacion
del sustrato y medio de cultivo y la concentracion del
hipoclorito en la desinfeccion de los carpéforos. Luego de
evaluar los tratamientos, se obtuvo que el aumento en la
temperatura de esterilizacion del medio de cultivo, la
combinacién de esterilizacion e irradiacion UV aplicado al

sustrato y una desinfeccion con hipoclorito de sodio al 0.01
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%, fueron las condiciones adecuadas para controlar los

hongos contaminantes durante los ensayos realizados.

Palabras clave: Desinfeccion, Esterilizacién, Hongo

comestible, Hongo ostra, Semilla comercial.
ABSTRACT

The edible mushrooms of the gender Pleurotus spp., are
characterized by easily grow in various substrates and
climatic conditions, however this also affects the growth of
competitors fungi that reduces the productivity of the crop.
For this reason, it was proposed to evaluate the efficiency
of physical and chemical treatments in the control of fungi
contaminants from the mushroom crop, at various stages
of the process to obtaining commercial strain of Pleurotus
spp. Assessed the sterilization temperature of the
substrate and the culture medium and the concentration of
sodium hypochlorite for the disinfection of the carpophores.
After evaluating the treatments, it is obtained that the
increase in the temperature of sterilization of the culture
medium, the combination of sterilization and UV radiation
applied to the substrate and disinfection with sodium
hypochlorite at 0.01%, were the appropriate conditions to

control pollutants fungi during the tests performed.

Keywords: Disinfection, Mushroom, Oyster mushroom,

Seed spawn, Sterilization.

Pleurotus spp., es un hongo de pudricién
blanca de gran relevancia en el mundo por
su papel en la degradacion de material
biolégico; presenta un importante aporte
debido a

proteina, la

nutricional la calidad de Ila
amplia distribucion de
aminoacidos esenciales y no esenciales; el

contenido de carbohidratos, fibra dietética

y minerales (Goyal, Grewal, & Goyal, 2006;
Mukhopadhyay & Guha, 2015), y ademas
posee la ventaja de poder ser cultivado en
variedad de

una amplia sustratos.

Diferentes estudios reportan Ila bio-

conversién de residuos agroindustriales e
industriales, este

empleando hongo
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comestible en sustratos como: desechos
de cultivos de maiz, ajo, cafa, aceite de
oliva, arroz y fibras de planta; ademéas de
sobrantes de la industria maderera,
papelera y de biodiesel (Bernardi, Minotto,
& Nascimento, 2013; da Luz, Paes, Torres,
Nunes, da Silva, Mantovani, et al., 2013;
Lechner & Monaldi, 2011; Mandeel, Al-
Laith, & Mohamed, 2005; Vargas, Hoyos, &
Mosquera, 2012; Varnero, Quiroz, &
Alvarez, 2010).

Los estudios sobre hongos comestibles
realizados en Colombia, se han centrado
en el aprovechamiento de residuos
agricolas, como los subproductos del
cultivo e industrializacién del café (pulpa,
cisco, pelicula plateada, aserrin de tallos
de café y borra de café (Rodriguez &
Jaramillo, 2004). Ademas, se han evaluado
residuos de cultivos de papa, platano, cafa
de azucar, maiz, arvejas, frutas y flores
(Castafio, Goyes, Albarracin, & Lopez,
2012; Lépez-Rodriguez, Hernandez-
Corredor, Suéarez-Franco, & Borrero, 2008;
Montoya Barreto, Franco, & Lopez, 2009;
Motato R., Mejia G., & Ledn P., 2006;
Rivera Omen, Martinez Mamian, & Morales
Velasco, 2013; Vargas, Hoyos, &
Mosquera, 2012). Lo anterior se debe a
gue Colombia presenta una vocacion
predominantemente agropecuaria, que
representa un 6.3% del PIB del pais (World
Bank, 2016), teniendo por tanto, un alto
impacto en la generacion de subproductos
en dicho sector, debido a lo cual, el cultivo

de hongos se ha desarrollado como una
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alternativa de  aprovechamiento vy
generacion de valor agregado a estos

residuos.

Uno de los problemas que se presenta en
el cultivo de hongos comestibles en el pais,
es la competencia por el sustrato con otros
microorganismos, lo cual impacta
negativamente la produccion del micelio
del hongo o cepa comercial, Ia
productividad del cultivo 'y las
caracteristicas fisicas del cuerpo fructifero;
esto genera importantes  pérdidas
econbmicas a los productores (N.
Mazumder, Rathaiah, & Gogoi, 2005;
Sobieralski, Siwulski, Kommon-
Zelazowska, Btaszczyk, Sas-Golak, &
Fruzynska-Jozwiak,  2012). Diversos
estudios relacionados con Pleurotus spp.
han identificado la presencia de
microorganismos competidores como:
Aspergillus flavus var. cotumneris, A. niger,
Alternaria alternata, Penicillium
janthinellum, Penicillium spp, Rhizopus
stotoniter, Bacillus brevis, Pseudomonas
tolaasii y Trichoderma spp, siendo este
ultimo, una especie de hongo que inhibe el
crecimiento del micelio de Pleurotus spp.
(Blaszczyk, Siwulski, Sobieralski, &
Fruzynska-Jozwiak, 2013; Mazumder,
Rathaia, & Gogoi, 2005; Sobieralski,
Siwulski, Kommon-Zelazowska, Btaszczyk,
Sas-Golak, & Fruzynska-Jézwiak, 2012;
Sobieralski, Siwulski, Komon-Zelazowska,

Btaszczyk, Gorski, Spizewski, et al., 2012).
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Se han utilizado alternativas biolégicas
para el control de este tipo de
contaminantes en el cultivo de Pleurotus
spp, entre ellas el aceite esencial de
Cymbopogon citratus L., que demostré una
inhibicién de los hongos Aspergillus flavus,
A. fumigatus, A. niger, Alternaria alternata,
Penicillium citrinum, Curvularia lunata y
Trichoderma harzianum, a
concentraciones mayores a 1500 ppm en
ensayos in-vitro (Mahanta, Chutia,
Bordoloi, Pathak, Adhikary, & Sarma,
2007). En otro estudio fueron evaluados
ocho extractos en etanol (Azadiracta
indica, Allium sativum, Artemesia indica,
Urtica dioeca, Lycopersicon esculentum,
Datura stramonium, Mentha spicata y
Juglans regia) en pruebas in-vitro,
obteniéndose hasta 52 % de inhibicion de
Trichoderma harzianum con el extracto de
Juglans regia; sin embargo estos extractos
también generaron un efecto inhibitorio en
el micelio de Pleurotus spp. (Shah,
Nasreen, & Munshi, 2011). El extracto en
metanol de la resina de Asafoetida
oleogum a concentracién entre 0.65y 1.25
pg/L, también permiti6 detener la
proliferacion de Trichoderma harzianum,
en un trabajo in-vitro con Pleurotus eryngii
(Angelini, Pagiotti, Venanzoni, & Granetti,
2009).

También, se han evaluado fungicidas como
Carbendazim, Bitertanol, Hexaconazoal,
Captan y Mancozeb en el control de

Trichoderma harzianum. El fungicida que
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presento mejores resultados fue
Carbendazim con una inhibiciéon del 91 %;
sin embargo también generd una inhibicién
de 25 % en Pleurotus sajor-caju, aunque
fue menos agresivo que otros fungicidas
evaluados, en donde la inhibicion del
hongo comestible fue de hasta 87 % (Shah,
Nasreen, & Kousar, 2013). Otros
tratamientos fisicos como la esterilizacion a
121 °C, agua caliente a 60 °C y agua
alcalina con inmersion mayor a 36 h, han
mostrado que limitan el crecimiento
Trichoderma spp. al ser evaluados en el
sustrato para el cultivo de Pleurotus
ostreatus (Colavolpe, Mejia, & Alberto,
2014; Contreras, Sokolov, Mejia, &
Sanchez, 2004; Oseni, Dlamini, Earnshaw,

& Masarirambi, 2012).

Como puede evidenciarse en los trabajos
expuestos, aun quedan interrogantes
sobre el control mas adecuado de hongos
competidores en el proceso de obtencién
de Pleurotus spp., que se ajusten a las
necesidades y condiciones ambientales
particulares. Por este motivo en el presente
trabajo se evalu6 Ila eficiencia de
tratamientos fisicos, para el control de
hongos competidores, durante la obtencion

de cepa comercial de Pleurotus spp.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion y obtencién de carpoforos

de Pleurotus spp.

El estudio fue realizado en la “Planta
didactica de procesamiento de hongos
comestibles”, del SENA Regional Caldas,
ubicada en Latitud: 5° 4' 01,88 Norte,
Longitud 31'05,45 Oeste, temperatura
promedio de 18 °C, altitud de 2160 msnm.

En este lugar se obtuvieron los carpéforos
de Pleurotus spp., los cuales fueron
sembrados en sustrato compuesto por Figura 1. Obtencion de micelio de
pulpa de café y tratado térmicamente a 80 Pleurotus spp.

°C durante 8 horas. Después de 4 meses,
. . En esta etapa del proceso, se evaluaron las
se procedio a la cosecha y seleccion de o o
] - _ condiciones de esterilizacion en la
carpoforos, utilizados posteriormente en la y _ _
y _ preparacion del medio de cultivo (Agar
obtencion de cepa comercial. El cuerpo )
i PDA). Para esto se seleccionaron dos
fructifero fue lavado con agua potable y o
_ _ _ _ temperaturas de esterilizacion (121 °C y
desinfectado con hipoclorito de sodio a _
_ _ 134 °C), con variables constantes de 15 Ib
diferentes concentraciones de (0.01, 0.02y . _ ]
_ de presion y un tiempo estandar de 15
0.03 %), durante 10 minutos. Luego se _ o o
. ) _ minutos. La esterilizacion se realizé en un
realiz6 un triple enjuague con agua _ _
) - equipo autoclave de 24 | (All American).
destilada estéril. _ _ _
Posteriormente, se procedid a la obtencién

Extension de micelio en caja de petri. de cepa comercial.

Los carpoforos seleccionados fueron Obtencion de cepa comercial

sembrados, cortados con una cuchilla o o
. ] Se seleccion6 1 cm? del micelio de
estéril en cuadros de 1cm? y depositados »
_ _ _ Pleurotus spp., y se deposité en bolsas de
en el medio de cultivo Agar PDA (Oxoid®), _ _
_ polipropileno, con 1 Kg de sustrato de
como se observa en la figura 1la. _ _ .
) _ _ semilla de trigo (Figura 2b), el cual fue
Posteriormente las cajas de petri con el . _
) ) previamente lavado e hidratado durante 48
carpoforo, fueron incubadas a 25 °C o
h. Se evaluaron dos procedimientos de
(Incubadora Memmert), hasta que el o _ o
o ) _ _ esterilizacion: en el primer procedimiento el
micelio cubriera la caja de petri en su

totalidad (Figura 1b).

sustrato fue sometido a un tratamiento

térmico a 121 °C, y en el segundo, el
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a 121 °C fue

combinado con el tratamiento fisico UV,

tratamiento  térmico
ambos a 15 Ib de presion y un tiempo
estandar de 15 minutos, en un equipo
autoclave de 24 | (All American). Las bolsas
esterilizadas e inoculadas  fueron
incubadas a 26 °C en una camara aséptica
oscura, hasta que el micelio cubriera
completamente la bolsa (Figura 2b).
Finalmente se evalu6 la contaminacion de
la cepa comercial de Pleurotus spp. en las
bolsas (presencia de micelio diferente al

del hongo Pleurotus spp.).

Figura 2. Obtencién de cepa comercial de

Pleurotus spp.

Analisis estadistico

RESULTADOS Y DISCUSION
Desinfeccion de carpo6foros

Las concentraciones de hipoclorito de
sodio empleadas en la desinfeccion de los
carpoforos de Pleurotus spp., presentaron
diferencias significativas (p<0.05), respecto
a la contaminacion de la cepa comercial. El
analisis de los datos que se observa en la

tabla 2, evidencia diferencias estadisticas
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Para el andlisis de datos se realizd
estadistica descriptiva y disefio
experimental aleatorizado, con un nivel de
significancia del 5%. Las muestras fueron
analizadas por duplicado, a través de un
analisis de varianza, empleando el
programa Statgraphics®plus. Los factores y
niveles estudiados se muestran en la tabla
1, la variable de respuesta para los
ensayos, fue el porcentaje de
contaminaciéon de la cepa comercial de
Pleurotus spp. (Presencia de micelio

diferente al del hongo comestible).

Tabla 1. Factores y niveles empleados en

el estudio.

Ensayos Factores Magnitudes
Desinfeccién de | Concentracién | 0.01, 0.02y
carpoforos. de hipoclorito 0.03 %

de sodio.

Esterilizacion del | Temperatura 121 °Cy
medio de cultivo. de 134 °C

esterilizacion.
Esterilizacion del | Temperatura 121 °Cy

sustrato. de 121 °C +
esterilizacion uv
y tratamiento
fisico.

entre las concentraciones de hipoclorito de
sodio 0.01 % - 0.03 % y 0.02 % - 0.03 %,
pero inexistencia de diferencia estadistica
entre 0.01% y 0.02%. La tabla 2 muestra
un aumento en la contaminacion de la cepa
comercial de Pleurotus spp. con el
incremento  en la concentracion de

hipoclorito de sodio, esto puede estar
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relacionado con un efecto directo del
desinfectante sobre el crecimiento del
micelio de hongo. Por lo tanto, mayores
concentraciones de hipoclorito de sodio
afectan de forma mas efectiva a Pleurotus
spp. lo cual reduce la competencia por el
sustrato, permitiendo que los hongos

patdégenos lo contaminen facilmente.

Lo anterior sélo se evidencia con
hipoclorito, como ocurre en el presente
estudio, también se ha observado en otros
trabajos desarrollados. Un resultado similar
fue reportado empleando otro

desinfectante  quimico: peroxido de
hidrégeno (H20,), en donde a mayor
concentracion del desinfectante se
presenta una mayor afectacion del
crecimiento micelial del hongo, segun las
caracteristicas genéticas de cada cepa
(Zharare, Kabanda, & Poku, 2010).
Extractos botanicos en etanol también
mostraron efectos inhibitorios en el
desarrollo del micelio de Pleurotus spp.,
con inhibiciones entre 17 y 61%, segun el
extracto empleado (Shah, Nasreen, &
Munshi, 2011). Este tipo de inhibiciones
también han ocurrido, con valores por
encima del 63% al utilizar fungicidas como
Bitertanol, Hexaconazol y Mancozeb

(Shah, Nasreen, & Kousar, 2013).

Tabla 2. Efecto de la desinfeccion de
carpoforos con hipoclorito de sodio en la
contaminacion de la cepa comercial de

Pleurotus spp.
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Concentracion de
hipoclorito de

Contaminacién de
cepa comercial de

sodio. Pleurotus spp.
0.01 % 5%¢?
0.02 % 30 % ®
0.03 % 60 % °

Superindices con diferente letra indican
diferencia significativa.

Esterilizacion del medio de cultivo

Se presentd diferencia  estadistica

significativa (p<0.05) entre las
temperaturas de esterilizacion en el medio
de cultivo y los valores de contaminacion
de cepa comercial de Pleurotus spp. Como
se evidencia en la tabla 3, la contaminacion
del sustrato a 121°C fue de 50%, mientras
que a 134°C solamente fue del 10%, esto
indica que el aumento de temperatura en la
esterilizacion tiene un efecto positivo al
evitar la contaminacion de la cepa
comercial. A mayor temperatura aumentan
los valores de letalidad del proceso, por lo
tanto hay una rapida disminucién de los
microorganismos contaminantes (Brennan
& Grandison, 2012). Sin embargo, también
es posible la degradacién de los nutrientes
del medio de cultivo y un aumento en los

costos, al emplear mayor temperatura.

Tabla 3. Efecto de la esterilizacion del
medio de cultivo en la contaminacion de la

cepa comercial de Pleurotus spp.

Temperatura de | Contaminacion de
esterilizacion cepa comercial de
Pleurotus spp.

121 °C 50 %?

134 °C 10 %P

Superindices con diferente letra indican
diferencia significativa.
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Esterilizacion del sustrato en

combinacién con UV

En la tabla 4, se aprecia una considerable
disminucibn en el porcentaje de
contaminacion del 10 % al 60 %, cuando se
emplea esterilizacibon a 121 °C en
combinacion con UV, evidenciando una
diferencia estadistica significativa (p<0.05)
entre los tratamientos comparados. El
resultado sugiere que la combinacién del
tratamiento térmico y el UV presentan una
mayor eficiencia en la reduccion de los
hongos competidores, en comparacion con
el tratamiento térmico Unicamente.
Ademds, podria indicar que existe una
sinergia entre la temperatura y la radiacion
UV, lo que permite que el efecto fisico
generado por la esterilizacién se una al

generado por el UV al interior de la célula

CONCLUSIONES

Es importante el control de los
microorganismos contaminantes durante
las diferentes etapas de produccion del
cultivo de Pleurotus spp., dado que
impactan negativamente el proceso, al
afectar el crecimiento del micelio y

posterior formacion del cuerpo fructifero.

Luego de realizar la evaluacién de los
tratamientos que inciden en la eficiencia de
cepa comercial de Pleurotus spp., pudo
determinarse  que las condiciones
adecuadas para disminuir la contaminacion
de hongos competidores fueron las

siguientes: concentraciones de hipoclorito
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de los hongos contaminantes,

influenciando asi la actividad vy
descomposicion de los hongos (Duguay &

Klironomos, 2000).

Tabla 4. Efecto de la esterilizacion del
sustrato en la contaminacion de la cepa

comercial de Pleurotus spp.

Contaminacién de
cepa comercial de
Pleurotus spp.

Temperatura de
esterilizacion

121 °C 60 %?
121°C + UV (1 10 %"
hora)

Superindices con diferente letra indican
diferencia significativa.

de sodio de 0.01% en la desinfeccién de
carpoforos, temperatura de esterilizacion
del medio de cultivo a 134°C vy

esterilizacion del sustrato a 121°C + UV.

En el presente estudio, se observaron
alternativas viables para disminuir la
incidencia de hongos competidores
durante el proceso de obtencién de cepa o
semilla comercial de Pleurotus spp.: una
baja concentracion de hipoclorito de sodio
que permita inhibir los contaminantes, sin
afectar el desarrollo del hongo comestible;

la correcta esterilizacion del medio de
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cultivo; y la esterilizacion del sustrato en

combinacién con irradiacién UV.
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