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RESUMEN

En el presente trabajo se caracterizé el crecimiento micelial de tres cepas de Scytalidium
thermophilum (ECS-0601, ECS-0602 y ECS-0603), y la influencia de éstas en el
crecimiento de Agaricus bisporus ECS-0305, A. subrufescens ECS-0302 y A. bitorquis
ECS-0316. Asi mismo, se evalud la viabilidad técnica de un método alternativo de cultivo
de A. bisporus a escala semicomercial, que no emplea la fase I de composteo y, finalmente,
se probaron tres suplementos proteicos para evaluar su influencia en la eficiencia biologica
de A. bisporus cultivado por este mismo método. Las diferencias morfologicas y de
crecimiento micelial entre las cepas de S. thermophilum, fueron basicamente en cuanto a la
forma, el color de las esporas y la precocidad en la esporulacion. La velocidad de
crecimiento vario segun la cepa y el medio de cultivo utilizado, entre 1.51 cm/d (ECS-0603
sobre LPDA), y 3.76 cm/d (ECS-602 sobre pasto pangola). Las tres cepas del género
Agaricus presentaron valores entre 1.4 — 0.9 mm/d sobre el sustrato sin colonizacioén previa
de S. thermophilum. En los tres casos el efecto positivo en el crecimiento fue debido a la
presencia de S. thermophilum (incrementos de tasa de extension lineal entre 122 y 145%).
Al implementar las compostas para pasteurizar el sustrato, se observd que la cantidad de
sustrato utilizado influyé directamente en el éxito de la composta. Con 40 kg de sustrato y
pilas de 40cm de altura, la temperatura no excedio de 46°C, los valores de pH variaron de
8.4 a 8.1 y la humedad fue de 67 a 61%, muy adecuadas para la colonizacion de S.
thermophilum.  A. bisporus present6 tasas de crecimiento estadisticamente diferentes,
cuando se sembro sobre el sustrato composteado en los dias D2 y D3 con tasa de extension
lineal 0.329 y 0.323 mm/d respectivamente, a diferencia de los tratamientos DO y D5 (0.185
y 0.125 mm/d.). Los valores de eficiencia bioldgica obtenidos variaron entre 35 y 79%.
Finalmente en la evaluacion de tres suplementos proteicos la eficiencia bioldgica varid
entre 50 y 74%. El andlisis estadistico (para un o= 0.05) sefial6 que no hubo diferencia

entre tratamientos.

Palabras clave: Hongos termofilicos, Agaricus spp., composteo reducido,



ABSTRACT

In this work, the lineal extension rate of three strains Scytalidium thermophilum (ECS-
0601, ECS-0602 y ECS-0603), and their influence on the growth of Agaricus bisporus
ECS-0305, A. subrufescens ECS-0302 y A. bitorquis ECS-0316 was determined. Also, the
technical viability of an alternative method of production A. bisporus on a semi-commercial
scale, without phase I of composting, was evaluated and finally, three protein supplements
and their influence on biological efficient de A. bisporus were tested. Differences on
morphology and mycelial growth among the strains of S. thermophilum were observed,
basically on shape, color of the spores and sporulation. The growth speed varied according
to strain and culture media, between 1.51 cm/d (ECS-0603 on PDYA), and 3.76 cm./d
(ECS-602 pangola grass). The three strains of Agaricus spp. showed values between 1.4 —
0.9 mm/d on the control (substrate non colonized by S. thermophilum. In all cases a
positive effect on growth due to the S. thermophilum was observed (increase of LER
between 122 and 145%). In regarding the preparation of compost to pasteurize the
substrate, it was observed that amount of substrate used influenced directly the compost
success. Using 40 kg substrate and piles of 40 cm of height, temperature did not increase
beyond 46°C, pH values varied between 8.4 -8.1 and moisture between 67-61%. These
parameters were suitable for colonization of S. thermophilum. A. bisporus grew statistical
fastest when it was inoculated on a substrate composted for two or three days (LER of
0.329, 0.323 mm/d respectively) than on DO and D5 (0.185 and 0.125 mm/d.) BE varied
between 35 and 79%. Finally, in the evaluation of three protein supplement, BE varied
between 50 and 74%. Statistical analysis showed no difference between treatment (o=

0.05).

Keys words: Thermophilic fungi, Agaricus spp. Reducing compost, Portobello



1. INTRODUCCION

La produccion mundial de hongos comestibles se ha incrementado mas de 14 veces en 30
anos, desde 350 mil ton en 1965 hasta cerca de 4,909,000 ton en 1994 (Sanchez y Royse,
2001b). Las principales especies cultivadas son: el champifion Agaricus bisporus, la seta
Pleurotus ostreatus, el shiitake Lentinula edodes, el hongo rosado Volvariella volvacea,

entre otros.

La importancia econdomica que tiene la produccion comercial de Agaricus spp. se debe a
que representa mas del 31.8% de la produccion total de hongos a nivel mundial (Chang,
1999). Lahman y Rinker (2004), sefialan que en América Latina el volumen de
produccion anual es de 59, 674 ton, y para México estiman una produccion anual de
37,230 ton. Esta produccion es obtenida con el método tradicional de composteo, en dos
fases, que utiliza una mezcla de paja de trigo con estiércol de ganado vacuno y en ocasiones

suplementado con fertilizantes minerales.

Cabe nombrar a otras especies del genero Agaricus, como alternativa para introducir
especies resistentes a plagas y enfermedades A. bitorquis o para satisfacer la demanda de
productos con propiedades nutraceuticas, como A. subrufescens (anteriormente conocida

como A. blazei), que también son cultivadas con el mismo método tradicional.

Debido a nuevas exigencias técnicas, economicas y ambientales, actualmente se considera
al método tradicional como un sistema con ciertas insuficiencias y deficiencias;
principalmente las derivadas del composteo, en la fase I, a la intemperie. El proceso es
tardado, requiere mucho espacio, mano de obra y es costoso; ademas depende de manera
directa de los factores ambientales, se observa una pérdida de materia seca y la emision
libre de metabolitos, que representan un gran problema para los productores por la alta

sensibilidad de la poblacion a la contaminacion ambiental (Pardo, 1997; Duns et al., 2004).

Por tal motivo se han propuesto nuevas alternativas de produccion de Agaricus spp. tales
como el uso de aereacion forzada de la composta en la fase I en contenedores o tineles (Op
den Camp et al., 1991) el uso de sustratos no composteados y materiales minerales, con la

obtencion de eficiencias biologicas entre el 90 y 166% (Sanchez y Royse, 2001a; Sanchez



et al, 2002 y Bechara et al., 2005); sin embargo el inconveniente de estos métodos es que
implican un alto costo de produccion por los ingredientes que se requieren o el uso de altas
temperaturas para pasteurizar o esterilizar los sustratos, lo cual complica su aplicacién en

plantas productoras de hongos.

Por otra parte, el uso de hongos termofilicos, como Scytalidium thermophilum, en la
estimulacion de la velocidad de crecimiento micelial y la produccion de Agaricus spp. a
partir de aislamientos de in6culos de compostas y en sustratos no composteados (Straastma
et al., 1989; Straastama et al., 1991; Sanchez, 2006). Aunque no esta totalmente definido el
efecto de S. thermophilum, los estudios se han enfocado a reducir el tiempo de composteo
en sustratos “crudos” asi como en ejercer un mayor control en las temperaturas y
homogenizacion de los sustratos, ademas de disminuir la producciéon de metabolitos

volatiles al ambiente.

La utilizacion de materiales y técnicas simplificadas que se adapten a los intereses y
circunstancias de productores rurales, accederia a ofrecer nuevas alternativas de desarrollo.
En este estudio se implemento, una técnica de produccion sencilla, basado en resultados
previos que han demostrado que el uso de S. thermophilum permite obtener cuerpos
fructiferos de Agaricus spp. sobre pasto pangola no composteado (Sanchez et al. 2006). La
implementacion de la técnica a una escala mayor, ya no de laboratorio, sino semi
comercial, y el incrementar la eficiencia bioldgica, con la adicién de suplementos,

permitira definir un método alternativo no solo viable, sino competitivo.



OBJETIVOS E HIPOTESIS
1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Implementar un método alternativo para el cultivo de Agaricus spp. que suprima la fase I

de composteo a cielo abierto.

1.1.2. Objetivos especificos

= Evaluar la influencia de tres cepas de Scytalidium thermophilum ECS-0601, ECS-
0602, ECS-0603 en ¢l crecimiento de A subrufescens ECS-0302, Agaricus bisporus
ECS-0305y A. bitorquis ECS-0316.

= Evaluar la adicion de tres suplementos en la estimulacion de la fructificacion de A.

bisporus.

= Implementar una técnica de produccion de Agaricus spp. utilizando un sustrato no

composteado.

1.2. HIPOTESIS DE TRABAJO

» La influencia de Scytalidium thermophilum sobre el crecimiento de Agaricus spp.

depende de las cepas utilizadas.

= La eficiencia biologica en Agaricus spp. depende del tipo de suplemento adicionado

al sustrato.

= El uso de Scytalidium thermophilum permitira el cultivo de Agaricus spp.

suprimiendo la fase I de composteo.



2. FUNDAMENTOS TEORICOS
2.1. Agaricus spp.
Numerosas especies de hongos basidiomicetes tienen una larga historia como alimentos o
con propoésitos medicinales. Cerca de 650 de las 14 000 especies conocidas poseen
propiedades farmacologicas importantes y casi 100 han sido probadas para su cultivo. De
¢éstas, cerca de 40 son cultivadas comercialmente y siete son cultivadas a escala industrial
(Wasser et al., 2002). La tabla 1 muestra la clasificacion taxonomica del género Agaricus

de acuerdo a Hawksworth et al., 1995; Ulloa et al., 2002.

Reino: Filo: Clase:

Fungi Basidiomycotina Basidiomycetes
Orden: Familia: Género:
Agaricales Agaricaceae Agaricus
Especie:

bisporus (Lange) Imbach ECS-0305
bitorquis (Quél.) Sacc ECS-0316

subrufescens Peck. ECS-0302

Tabla 1 Clasificacion taxonomica del genero Agaricus

La produccion mundial de hongos comestibles se estima en mas de 2.7 millones de
toneladas, siendo tres especies las de mayor importancia: Agaricus bisporus (champiiion),
Pleurotus spp. (hongo ostra) y Lentinula edodes (hongo shiitake), los cuales son
producidos en muchas regiones del mundo. En América Latina se produce menos del 1%

del total de la produccion (Lahman, 2004).

El champifion A. bisporus es un organismo heterotrofico que depende de una mezcla de
materiales organicos para satisfacer sus requerimientos nutricionales. El material basico
para la composta del hongo es el estiércol de caballo, pero ademés hay mezclas con
sustratos sintéticos, como trigo y otras pajas de cereales adicionados con estiércol de

caballo o fertilizantes minerales (Randle, 1983).



A continuacion se describen las caracteristicas de tres especies de Agaricus que tienen
importancia econémica; A. bisporus que es la especie mas conocida y demandada por el
consumidor a nivel mundial, A. bitorquis es una especie resistente a enfermedades y
representa una alternativa de produccion para los productores. En la actualidad ha surgido
un tendencia a nivel global hacia el consumo de productos que ayudan a mantener la salud
o en la cura de enfermedades, por lo que el mercado otorga un valor agregado a
determinadas especies que poseen propiedades nutracelticas, como es el caso de A.

subrufescens.

2.1.1. Agaricus bisporus

Agaricus bisporus presenta sombrero de 5 - 6 cm de diametro, con fondo blanquecino y
fibrillas radiales; pie corto, cilindrico, blanco crema, fistuloso, un poco bulboso; anillo
medio supero ascendente, no muy amplio, membranoso; laminas libres que varian de un
rosa palido a pardo-oscuras con margen palido. Las esporas son, de ovales a elipticas o

apiculadas.

Harvey 1982, senala que A. bisporus esta clasificado entre los basidiomicetos de pudricion
blanca. Estos hongos utilizan la lignina y la celulosa de los tejidos de la madera o

materiales ricos en ambos compuestos.

2.1.2. Agaricus bitorquis

Agaricus bitorquis (Quél.) Sacc. tiene un estipite de 5 a 15 cm de diametro, es de convexo
inicialmente a plano con la edad, algunas veces con el margen doblado hacia arriba,

superficie lisa, blanquecina, cominmente con polvo adherido, carne gruesa y de olor firme.

Las laminillas son libres, palidas y café blanquecino en la madurez. El estipite es de 4 a 10
cm de largo y de 2 a 4 cm de diametro, blanco, convexo inicialmente a plano con la edad;
algunas veces con el margen doblado hacia arriba, con superficie lisa, blanquecina,

comunmente con polvo adherido, carne gruesa y de olor firme.

Entre las principales caracteristicas de esta especie destacan: las posibilidades de crecer a

temperaturas y concentraciones de CO, mas elevadas que las recomendadas para A.



bisporus y la resistencia a enfermedades causadas por el virus “die-back”. Difiere ademas

en el nimero de esporas formadas en el basidio (Gea, 1995).

2.1.3. Agaricus subrufescens Peck

Agaricus subrufescens Peck fue cultivado primero a fines de 1800 en el oriente de
Norteamérica; mas recientemente, algunos especimenes silvestres fueron encontrados en
Brasil. Su cultivo ha sido introducido en Brasil, en Japon y en otras partes. Este hongo ha
sido referido por varios nombres, mas cominmente como Agaricus blazei Murill (sensu
Heinemann) y mas recientemente como A. brasiliensis Wasser et al. (Kerrigan, 2005). Es
conocido como “hongo almendra” u “hongo con sabor a almendra”, debido a su fragancia
y sabor. La produccion comercial de este hongo declind en Estados Unidos por los cambios

en las preferencias en el mercado debido al surgimiento de A. bisporus (J.E.Lange) Imbach.

Agaricus subrufescens es una de las especies mas prometedoras e intensivamente
estudiadas. Esta caracterizada por un amplio rango de propiedades medicinales,
antitumorales principalmente. Las sustancias activas de esta especie estdn compuestas de
polisacaridos, obtenidos mayormente de los cuerpos fructiferos. Asi durante la década de
los 80y 90, se demostré que posee actividades antimutagénicas, bactericidas y estimula al
sistema inmunolégico, promoviendo el mecanismo de defensa natural del cuerpo contra
una gran variedad de agentes infecciosos como el cancer (Wasser et al., 2002).
Actualmente es cultivada comercialmente en Japon y en Brasil y se prevé un incremento y

dispersion de su cultivo debido a estas propiedades.

2.2. Proceso de produccion de Agaricus spp.

El proceso de produccion de Agaricus spp. es comun para las tres especies descritas
anteriormente.

2.2.1. Lasemilla

La cepa es la base para el cultivo del hongo. Se entiende por cepa “al micelio de un hongo
desarrollado en una caja petri o en un tubo de ensaye, es decir, un conjunto de hifas de un
solo individuo (Guzman et al., 1993). El termino semilla o blanco de hongo, se refiere al

micelio del hongo utilizado para inocular un sustrato dado. Es el material empleado para



sembrar cuando se cultivan hongos, también se le denomina inoculo (Sanchez et. al. 2001).
La semilla se obtiene mediante un método de propagacion asexual. Hay dos tipos de

semilla: la semilla madre, master o primaria y la secundaria o semilla para siembra.

La semilla primaria también conocida como indculo primario, proviene directamente del
micelio del hongo cultivado sobre un medio a base de agar, esto significa que para su
preparacion el sustrato empleado se inocula con un trozo de agar. El sustrato para producir
la semilla secundaria, por el contrario, es inoculado con un primario de crecimiento activo.
Muy comunmente, el sustrato utilizado para preparar los primarios son granos mientras que
para los secundarios se utilizan desechos agricolas. La semilla secundaria se usa como

indculo del sustrato que produciré finalmente fructificaciones cosechables. (Quimio, 2001).

En la mayoria de los laboratorios se utiliza granos de cereales impregnados con soluciones
nutritivas, éstas ultimas son muy importantes porque se obtienen incrementos en las
cosechas de hongos hasta de un 60% (Royse et al., 1982). Lo importante de la seleccion del
material para la siembra del hongo, es la habilidad del organismo para crecer en €l y
ademas la disponibilidad, los costos y la facilidad de preparacion. Cabe mencionar que el
grano con que se elabora el inoculo, también aporta nutrimentos que ayudan a que el
micelio se nutra una vez que se realizd la inoculacion del substrato. El grano debe de
contener una calidad optima de proteinas y carbohidratos que permitan un vigoroso

desarrollo del micelio (Soto, 2004).

Para la produccion de inoculo se utilizan diversas semillas que se lavan e hidratan. El grano
que se emplea para elaborar el indculo también resulta importante, ya que si bien es cierto que
se recomienda el empleo de varias gramineas, como el arroz, la cebada, el maiz, el centeno,
etc., por lo general se utiliza el trigo, el sorgo o el mijo, los cuales por su disponibilidad y
precio en las diversas regiones de México, han tenido una amplia aceptacion entre los
productores de inoculo (Soto, 2004).

Cabe resaltar que la totalidad de la semilla comercial se elabora con micelio proveniente de
un cultivo almacenado, mas que de esporas, porque cada espora es capaz de producir una

nueva cepa y sus caracteristicas son impredecibles.



2.2.2. Método de cultivo tradicional

El método tradicional de cultivo de Agaricus spp. involucra la elaboracion de una composta
(fase I) y la estabilizacion de ésta (Fase II). La composta produce el complejo ligno-
celuldsico de tipo himico en el que se encuentran todos los elementos necesarios para la
nutricioén y el metabolismo de Agaricus spp. Este material compuesto principalmente por

lignina, celulosa y hemicelulosa y se prepara de la siguiente forma:

2.2.2.1.Fases de composteo

La primera fase (I), también llamada de fermentaciones libres, implica el desdoblamiento
aerdbico de los materiales “crudos” y la segunda fase (II) de fermentaciones dirigidas y
controladas, de pasteurizacion y “acondicionamiento” (un composteo en el que se controla
la temperatura, la aeracion y a veces la concentracion de algunos gases y la humedad) para
obtener al final un medio de crecimiento selectivo (Sinden y Heuser, 1953; Wuest, 1977,

Overtjins, 1998).

La fase I es un proceso que comienza con la conversion inicial del sustrato, pero lo mas
importante, es la sucesion y accion de los diferentes microorganismos que preparan el
terreno para las reacciones quimicas que se producen a elevadas temperaturas. Estas
reacciones permiten que el nitrégeno forme parte integral del complejo humus-lignina. El
mecanismo o los mecanismos para que el nitrégeno se ligue con la molécula de lignina no
son completamente conocidos, pero la reaccidon es favorecida por las altas temperaturas y
pH elevado, con ello se libera amonio en forma de urea, se desdoblan las proteinas y
consigo se libera calor, por las multiples reacciones que generan temperaturas mayores de
60°C. El resultado es un complejo himico-lignina rico en nitrogeno, el cual es

verdaderamente resistente al ataque de microorganismos.

La alta calidad de la composta es el resultado de un proceso aerobio que incluye primero
un gran numero de organismos mesofilicos, hongos termotolerantes y bacterias que
incrementan durante el estado inicial del composteaje. Por efecto de la adicion de agua, la
poblacion de hongos comienza un crecimiento rapido y con ello una liberacién de energia
en forma de calor. Los hongos observados en este estado del composteo incluyen especies

de los géneros Penicillium, Aspergillus, Sordaria, Alternaria, Mucor e invariablemente
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Doratomyces. Algunas bacterias metabolizan nutrientes disponibles y contribuyen al

incremento de la temperatura en la composta (Harvey, 1982).

Como la temperatura sube, los mesofilicos y las bacterias mueren y son reemplazados por
poblaciones de microorganismos termofilicos (45°C). Las bacterias como Proteus
microccus y Aerobacter utilizan nitrogeno organico e inorganico y son acompafadas por
consumidores de carbohidratos, bacterias de géneros como Bacillus, Flavobacterium,
Pseudomonas y Serratia que degradan la grasa, los almidones, la celulosa y la cera de la
cuticula de la paja. Estos organismos ademads degradan partes de la lignina en la paja. En
alglin momento Streptomyces thermovulgarius y S. rectus generan calor adicional y los
actinomicetes nitrificantes elevan la concentraciéon de amonio a niveles toxicos para otros

miembros de la microflora de la composta (Harvey, 1982)

La obtencion de una composta de calidad se realiza durante la fase II, como resultado del
control de la sucesion ecologica de microorganismos termofilicos, los cuales
selectivamente utilizan los desechos de los compuestos nitrogenados inestables y los

carbohidratos disponibles en la composta.

La sucesion microecologica durante la fase II, consiste en la propagacion de actinomicetes
termofilicos y hongos. Dos actinomicetos, Thermoactinomyces y Thermomonospora, que
se encuentran comunmente, consumen amonio como fuente de nitrogeno para la sintesis de
sus células. Un grupo de hongos no celuldliticos ayudan a los actinomicetes en la
conversion de amonio; estos incluyen a Humicola launginosa, H. stellata, Mucor y
Thermoascus. El porcentaje de conversion de amonio es mas rapido y el proceso mas

eficiente en las primeras 60 horas de la fase II (Harvey 1982).

Cuando la temperatura baja a menos de 53 °C  se presentan un gran ntmero de
poblaciones flingicas mesofilicas, donde predominan Humicola griseus, Scytalidium
thermophilum, Humicola insolens, Torula y Myriococcum, los cuales asimilan carbono
del sustrato debido a su actividad celulasa (Harvey, 1982; Schisler, 1982). Estos hongos
tienen la habilidad de degradar celulosa cristalina (pura) y preceden a un grupo secundario
que tienen menor capacidad de degradar el complejo formado por la celulosa. Este incluye

a Malbranchea, Stilbella thermophila y Talaromyces. Finalmente el proceso de composteo

11



concluye con el agotamiento de los nutrientes dentro del sustrato, la composta se enfria a
menos de 45°C, los hongos termofilicos mueren y dejan como residuos sus membranas
celulares, las cuales estan compuestas por polisacaridos. Acidos grasos como &cido
linoleico y proteinas que constituyen una rica reserva para A. bisporus, que son
desdoblados por accion enzimatica del micelio del hongo y absorbidos como fuente de

energia y crecimiento.

En estudios de dinamicas poblacionales, especificamente la densidad de S. thermophilum
se ha encontrado correlacionada de manera positiva con la produccion de Agaricus y
estimula fuertemente la Tasa de Extension Lineal (TEL) del micelio del hongo. De manera
general S. thermophilum provee de una composta selectiva, que protege el crecimiento
micelial de Agaricus contra la accion de efectos negativos de bacterias, ademas se supone
que S. thermophilum provee de un disparador para estimular el crecimiento de A. bisporus
por un mecanismo todavia no definido, en donde algunas sustancias volatiles pueden estar

incluidas (Straastma 1989).

El método tradicional se ha adoptado en todo el mundo porque tiene muchas ventajas:
selectividad para el crecimiento del champifion en lugar de posibles competidores,
rendimientos econémicamente aceptables y calidad de los hongos a bajo costo ademas de
emplearse a gran escala. Sin embargo tiene varios inconvenientes: es tardado, requiere

mucho espacio y mano de obra; es costoso y puede resultar nocivo para el medio ambiente.

2.2.3. Suplementacion

Se entiende por suplementacion, la practica de adicionar compuestos nutritivos diversos
(concentrados proteicos, carbohidratos o lipidos) a la formula nutritiva utilizada para
cultivar un hongo. Durante el desarrollo y expansion de la industria de la produccion de
champifiones en los ultimos 30 afos, la suplementacion de la composta ha sido una préctica
recurrente. Por definicion, los suplementos deben ser aplicados cuando el proceso de
composteo ha concluido. En la préctica, pueden ser adicionados en la siembra, el momento

de anadir la tierra de cobertura y/o durante la fase de produccion (Randle, 1983)
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% Suplementacion durante la produccion.

Esta practica no es muy comun porque se tiene que remover y reemplazar la tierra de
cobertura para adicionar el suplemento. Randle (1983), menciona que el nimero de
espordforos se reduce drasticamente cuando la tierra de cobertura es removida. Esta
practica se ha realizado, en donde se reporta que la produccion declina en las ultimas
oleadas de primordios, debido seguramente a la acumulacion de metabolitos toxicos o al
agotamiento de los nutrientes. Las dosis utilizadas son del 2.5% del peso seco de la

composta cuando comienza la segunda oleada en la produccion.
% Suplementacion durante la siembra

Este método consiste en la adicion de los suplementos en el momento de la siembra, pero
presenta dos problemas principales: el sobrecalentamiento de la composta y la incidencia de
hongos, por lo que se aplican dosis bajas de suplemento, en tasas menores del 2.5 % del
peso seco de la composta. Entre los principales materiales utilizados se tiene: leche
descremada en polvo, harina de semillas de algodon, harinas de pescado, soya, linaza,
frijol, melaza, granos de arroz, avena, centeno, salvado de trigo, entre otros. (Sinden y

Schisler, 1962; Schisler y Sinden, 1966).
% Suplementacion al anadir la tierra de cobertura

Los problemas antes mencionados se resolvieron al adicionar los suplementos al momento
de anadir la tierra de cobertura, en compostas bien colonizadas (a los 21 dias en promedio
de incubacion a 23°C). Se aplican suplementos a base de semillas crudas o refinadas con
una elevada concentracion de proteinas hidrolizadas, especificamente las que contienen
fenilalanina, leucina, isoleucina y valina, en proporciones mayores al 10% del peso seco de
la composta, con ello se obtienen incrementos sustanciales en la produccion de A.
bisporus, particularmente en la primera oleada de primordios con una baja incidencia de
microorganismos competidores (Schisler y Sinden, 1962; Schisler y Sinden, 1966; Randle,

1983).
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La utilizacion de éstos materiales por el micelio del hongo asi como por otros
microorganismos presentes en el sustrato genera un sobrecalentamiento de la composta,
por tal razoén surgid la idea de usar nutrientes de liberacion lenta. Esta practica fue
patentada por Carrol y Schisler en 1976, quienes utilizaron harina de semilla de algodén
mezclada con aceite de cacahuate y los trataron con formaldehido al 10%. Este compuesto
tenia la finalidad de desnaturalizar y reducir la solubilidad de las proteinas del suplemento
e inhibir la utilizacion de los nutrientes por los competidores; asi el micelio del hongo
después de dos semanas de incubacion puede utilizar lentamente los lipidos y proteinas

disponibles, lo que se refleja en el periodo de produccion (Vijay et al., 2002).

La adicion de nutrientes usualmente es del 4 al 10 % del peso seco de la composta, con ello
se estimula un crecimiento micelial vigoroso. Comunmente todos los suplementos
desarrollados para la adicion de la composta a la siembra o en la tierra de cobertura han
sido basados en productos altamente proteinicos. Estos incluyen productos de harina de
soya, harina de gluten de maiz (60%), harina de plumas de aves de corral hidrolizada (85%)

y otros materiales (Dahlberg, 2004)

Los efectos esperados en la produccion de los suplementos no solamente son debidos al
contenido de N de los suplementos. Los compuestos carbonados como los carbohidratos
permiten un buen incremento en la produccion de hongos. Muchos carbohidratos complejos
no son atacados por los microorganismos de la composta, y por consiguiente no
contribuyen al calentamiento de la composta. Los suplementos con carbohidratos son
ideales para usar a cielo abierto, en compostas activas y en donde la capacidad de enfriar es
limitada. Investigaciones preliminares sugieren que algunos carbohidratos son menos
atacados por patogenos del género Trichoderma, por tal razon son mas resistentes al mildia

verde.

Algunos otros suplementos, como los minerales Mg, Ca, I, Cu, Mn, Zn, y a menudo el Mo
pueden ser adicionados a las mezclas. Ellos son requeridos para el crecimiento de los
hongos. Las fuentes de calcio mas comunes son el carbonato de calcio (CaCOj3), sulfato de
calcio (CaSQy) y el hidréxido de calcio (CaOH). El calcio se encuentra en las regiones

apicales de crecimiento de hifas establece gradientes de H', pH, eléctricos e ionicos, juega
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un papel importante como segundo mensajero en la transferencia de estimulos fisicos,
quimicos o eléctricos con efectos intracelulares especificos, tiende a inducir diversos
efectos en el crecimiento, diferenciacion y esporulacion en diferentes especies de hongos
entre ellos A. bisporus (Jennings, 1995; Sanchez y Royse, 2001a; Hernandez et al., 2003;
Royse y Sanchez, 2003; Sanchez, 20006).

2.2.4. Tierra de Cobertura

La tierra de cobertura es el material que se aplica como recubrimiento superior de la
composta, una vez que esta ha sido colonizada por el hongo. A través de ella se
desarrollaran los cuerpos fructiferos. La tierra de cobertura cumple varias funciones:
constituye un soporte fisico, protege la superficie del sustrato colonizado, absorbe gran
cantidad de agua, proporciona agua para el crecimiento y desarrollo del micelio, contiene y
favorece los factores que inducen la fructificacion y proporciona un ambiente aireado al
micelio. Una variedad de materiales pueden ser usados para cobertura, como suelo mineral,
composta de hongos desechada y convertida para material de cobertura, turba (Pardo,

1997).

A continuacion se describe algunos de los materiales mas utilizados para elaborar el suelo

de cobertura:

Suelo Mineral. El suelo provee de condiciones optimas para el intercambio de gases entre
la composta y el aire, ademas de una capacidad de retenciéon de agua. Como regla, la
cobertura con suelo mineral requiere de 1 a 1.5 pulgadas de profundidad. El uso irracional

de este sustrato puede causar efectos erosivos del suelo.

Composta de hongos reutilizada. La composta de hongos agotada puede ser convertida a
tierra de cobertura. Para ello debe ser apilada a no mas de 60 -65 cm de altura, y debe de
estar suficientemente descompuesta, de un color oscuro, consistencia suave, con una buena

calidad de absorcion de agua

Turba. Es un material organico compacto, de color oscuro, rico en carbono que proviene

de la putrefaccion de vegetales de los pantanos, contiene cerca del 50% de materia
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orgdnica y es considerado como un producto superior para cobertura, principalmente
porque posee una alta capacidad de retencion de agua. En general, al usar turba se requiere
de mayor profundidad en la cobertura que con suelo mineral. Es de resaltar la importancia
del espesor de la capa de tierra de cobertura afiadida, ya que influye directamente en la
produccion de primordios y con ello en el rendimiento total del cultivo de hongos. La
profundidad de la capa de turba mas recomendable es de 3 cm, menor espesor de la capa
ocasiona problemas en la capacidad de retencion de agua y disminuye el tamafio de los

hongos (Sinden y Schisler 1962, Schisler y Wuest 1982).

Carbdn activado: Recientemente en experimentos preliminares se agregd una capa de 2.54
cm de turba, carbonato de calcio y un 25% de carbdon activado, funcionando de manera

igual o mejor que la mezcla tradicional (Bechara 2005).
2.2.5. Limitaciones del método tradicional

El método tradicional de composteo de dos fases, debido a nuevas exigencias técnicas,
econdmicas y ambientales, va considerandose como un sistema con ciertas insuficiencias y
deficiencias. Principalmente las derivadas en la fase I, la falta de homogeneizacion y
transformacion de los materiales, demasiada influencia directa de los factores
metereologicos, grandes pérdidas en materia seca, capacidad productiva de los sustratos no
siempre previsibles en regularidad y gran produccion y emisioén libre de metabolitos

contaminantes del ambiente (Pardo, 1997).

La fase I de composteo se lleva a cabo bajo condiciones incontrolables de emanacion de
olores, variacion de temperaturas y contenido de oxigeno, lo que puede resultar en un
proceso de composteo anaerobio y por consiguiente la produccion de olores desagradables
ocasionados por la reduccion de azufre organico (sulfitos), aminas y amonio, acidos grasos
volatiles y compuestos que son menos ofensivos como alcoholes; y la presencia de

bacterias anaerobias (Op den Camp et al.1991, Duns et al. 2004).
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2.3. Métodos alternativos de cultivo

En 1962 surgid una alternativa: Till comunicé que era posible producir champifiones en una
mezcla en donde el material basico era aserrin esterilizado (121 °C durante dos horas) y
que no habia sido composteado previamente. Posteriormente, Murphy (1972) comunic6 de
sus esfuerzos por producir este hongo sin un composteaje a cielo abierto (fase 1) y Mee
(1978) demostr6 que también era posible producir el champifion en un abono sin
compostear (“frio”). Finalmente ya existe un procedimiento para preparar un sustrato sin
compostear similar a la tecnologia empleada para cultivar Shiitake (sustrato pasteurizado a
110 °C durante 15 minutos) pero para la produccion de A. bisporus (Sanchez y Royse,
2001; Sanchez et al., 2002)

En afios recientes, los hongos han sido producidos en sustratos que contienen semillas de
algodon, paja de trigo y/o avena, aserrin o combinacion de éstos ingredientes. En algunas
partes, éstos materiales pueden no estar disponibles o son disponibles a precios muy
elevados. Por lo que actualmente se trabaja con sustratos alternativos, principalmente
esquilmos agricolas disponibles, de costo mas accesible y que tienen la posibilidad de

incrementar la produccion y la calidad de los hongos (Royse, 2004).

El pasto pangola Digitaria decumbens es un sustrato cominmente usado como alimento de
ganado, se encuentra disponible en grandes cantidades, es econdmico y apto para el cultivo
de los hongos (Hernandez et al., 2003; Coutifio et al., 2004, Sanchez et al. 2006). Es un
material que con 2 6 3 dias de composteo permite el cultivo de hongos, en la Tabla 2 se

muestra la composicion quimica del pasto pangola de acuerdo a Sanchez et al., 2006.
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Contenido %
Cenizas 9.2 £0.09
Grasas 1.30.02
Fibra 31.7£0.9
Proteinas 3.5 +£0.07
Carbohidratos solubles | 54.1+ 0.5
Fibras Neutrales 77.7£ 1.5
Fibras acidas 47.2+0.4
Hemicelulosa 30.4+0.4
Celulosa 34.5+0.7
Lignina 10.3 +0.1
Carbono 43.1+£ 0.8
Hidrogeno 5.6+ 0.1
Nitrogeno 0.53 +0.01

Tabla 2 Composicion quimica del pasto pangola Digitaria decumbens
2.3.1. Sin composteo

Actualmente existe la posibilidad de obtener eficiencias biologicas desde un 30.1% hasta
el 96% de Agaricus bisporus en sustratos no compostedos no convencionales previamente
pasteurizados durante 20 minutos a 110 °C. Entre los materiales no composteados se
encuentran mezclas a base de aserrin de encino, mijo, centeno, harina de soya, turba
canadiense - vermicomposta, germen de alfalfa, salvado de trigo, carbonato de calcio, olote
de maiz, sorgo, estiércol de borrego, pulpa de café y pasto (Sanchez et al., 2002, Garcia et

al. 2005 )

Se han evaluado ademads sustratos no composteados ricos en carbohidratos para el cultivo
de A. bisporus, como granos de arroz comerciales y un suplemento con nutrientes de
liberacion lenta a diferentes proporciones. Ademas se sefala también, el uso de perlita,
material siliceo poroso y granular de origen volcdnico, como reservorio para incrementar la

humedad disponible (68%) para el desarrollo del hongo. El rendimiento promedio fue 0.64
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kg comparado con 0.36 kg para el tratamiento sin perlita y una eficiencia bioldgica del

166% (Bechara, 2005).

2.3.2. Con composteo reducido

Diversos estudios se han enfocado al uso de microorganismos termofilicos, como S.
thermophilum, para acortar el ciclo de produccion de la composta, con la finalidad de
mantener un mejor control en el proceso de composteo y obtener un material mas
homogéneo; se ha sefialado que la fase I no es un pre-requisito para llevar a cabo la fase II
en la preparacion de la composta y que la precolonizacion del sustrato por S. thermophilum
es importante para estimular el crecimiento, desarrollo y produccion de A. bisporus
(Straatsma et al., 1991; Wiegant, 1992). Sin embargo estos métodos no han sido adoptados
porque las conclusiones de esos estudios indican que la inoculacion con S. thermophilum
no es necesaria dado que el indculo ya estd presente en el proceso, que el efecto de este
hongo sobre A. bisporus es incierto, que la eliminacion de la fase I a través de la
inoculacion de S. thermophilum no es econémicamente viable y que la fase I es necesaria

para suavizar la paja y los demas materiales que componen el sustrato (Straastma et al.

1995, Gerrits et al. 1995).

2.3.2.1. Importancia de hongos termofilicos

La temperatura es una de las variables ambientales que juega un rol determinante en la
sobrevivencia, crecimientos, distribucion y diversidad de microorganismos en la tierra. La
mayoria de los microorganismos vive en un rango de temperatura de 10-45°C y son
llamados organismos mesoéfilos otros se denominan sicréfilos (0-20°C); pocos son capaces
de crecer en rangos entre 20-80°C y muy escasos como Psyrodictium furiosum,
denominados termofilos extremos, que crecen entre 90-105°C. Entre las 100,000 especies
de hongos conocidos, los termofilicos son considerados agentes potenciales para la
bioconversion y biodegradacion de diversos materiales, aunque su nimero es reducido

(Satyanarayana et al., 1992).

En el proceso de cultivo del champifion, los efectos que se atribuyen a la accion de los
hongos termofilicos se refieren a la disminucion de la concentracion de amonio que

neutraliza el medio para el crecimiento micelial de éste; a la inmovilizacion de nutrientes
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para otros microorganismos competidores para una disponibilidad de éstos por el micelio y

finalmente un efecto de estimulacion-crecimiento en el champifion (Wiegant, 1992).

Straastma (1994) identifico nueve especies de hongos termofilos que promueven el
crecimiento micelial de A. bisporus: Chaetomiun thermophilum, Chaetomiun sp.,
Malbrachea sulfurea, Myriococcum thermophilum, Scytalidium thermophilum, Stilbella
thermophila Thielavia terrestres y dos basidiomicetes. Menciona que la densidad de S.
thermophilum ha sido correlacionada positivamente con la produccion de hongos y que
estimula fuertemente el crecimiento micelial, ya que A. bisporus puede alcanzar una

velocidad de crecimiento en promedio de 7 mmd™.

Algunos especies de hongos termofilicos no promueven el crecimiento de A. bisporus, entre
éstos, Thermomyces lanuginosus, Aspergillus fumigatus y Zigomycetes, todos comunes en
fases tempranas del composteo. Se aislaron actinomicetes y bacterias (Bacillus
licheniformis) que tienen efectos adversos en el crecimiento de Agaricus bisporus, pero este

efecto fue contrarrestado por S. thermophilum (Straastma et al., 1991).
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2.3.2.2. Scytalidium thermophilum
La Tabla 3 muestra la clasificacion taxondémica de S. thermophilum de acuerdo a Straastma

y Samson, 1993, Hawksworth et al., 1995; Ulloa et al., 2002.

Reino: Division: Clase:
Fungi Deuteromycotina Hiphomycetes
Orden: Familia: Género:
Moniliales Demathiaceae Scytalidium
Especie:

thermophilum ECS-0601

thermophilum ECS-0602

thermophilum ECS-0603

Tabla 3 Clasificacion taxonémica del S. thermophilum

Straastma y Samson 1993, presentaron la siguiente sinonimia para S. thermophilum

(Cooney &Emerson) Austick:
= Humicola grisea Traaen var. Thermoidea Cooney & Emerson
= Torula thermophila Cooney & Emerson
= Humicola insolens Cooney & Emerson

Straastma y Samson (1993), concluyeron que las colonias de S. thermophilum crecen
rapidamente y alcanzan un didmetro de 9 cm en cinco dias a 40°C. Presenta micelio de
color verde oscuro, especialmente en los margenes e hifas hialinas de 4-6 um de ancho,
con paredes lisas. Los conidios son elipsoidales o globosos, con paredes lisas y gruesas,

pigmentadas de color oscuro, con 8 —12 um de diametro.
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2.3.2.3. Uso de Scytalidium thermophilum como alternativa de produccion.

Straastma y Samson (1993) mencionan que S. thermophilum es una de las especies
dominantes en compostas para produccion de hongos. Bajo ciertas condiciones pueden
convertir diversos sustratos en materiales que pueden ser utilizados por A. bisporus. Se ha
sefialado la importancia del uso de hongos termofilicos, como S. thermophilum en la
estimulacion de la velocidad de crecimiento micelial y produccion de Agaricus spp., la
disminucion de la concentracion de amonio y la inmovilizacion de nutrientes (Straastma et

al 1989, Straastama et al. 1991, Wiegant et al. 1992, Sanchez 2006).

La inoculacion durante la segunda fase del proceso de composteo puede considerarse como
una manera de acortar el tiempo de preparacion del sustrato para el cultivo de A. bisporus;
la inoculacién puede realizarse de dos maneras: antes o después de la fase de
pasteurizacion; en el caso de la primera las esporas actian solo como inoculo y en la

segunda tanto el micelio como esporas actian como inoculo (Wiegant, 1992)

Es importante mencionar que la temperatura optima de crecimiento para S. thermophilum
es hasta los 55 °C, las hifas mueren a los 58°C y las esporas a los 68°C; es comin

encontrarlo en las pajas y estiércoles de caballo.
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3. METODOLOGIA
El presente trabajo se desarrollé en el laboratorio de Micologia y la Planta Piloto de hongos
comestibles de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR), Tapachula, Chiapas, México. El
esquema de trabajo se presenta en la Figura 1. Los experimentos se realizaron en tres
etapas. Una desarrollada bajo condiciones controladas de temperatura y humedad

(laboratorio) y las dos restantes en condiciones semicontroladas de temperatura y humedad

(planta piloto).
Determinacion de la Tasa de extension
v Influencia de S. lineal (TEL) de tres cepas de S.
thermophilum sobre el |][||::> thermophilum y su influencia sobre la
género Agaricus TEL de tres cepas de Agaricus spp.
v Viabilidad  técnica Pasteurizacion con vapor 90°C-60 min. y
Uso de S. thermophilum de un método de ﬂl]l::> composteo del sustrato con S.
para el cultivo de = < cultivo de A. bisporus thermophilum en cajones de madera y
Agaricus spp. sobre un  sustrato evaluacion de TEL de A. bisporus sobre
pasteurizado y el sustrato en curso de composteo.

colonizado por S.
thermophilum

v’ Evaluacion de tres

suplementos proteicos [l Sustrato pasteurizado a 60°C, 8 h.
sobre el rendimiento Incubacion de S. thermophilum 45°C
\_de A. bisporus Evaluacion de suplementos (2, 3 'y 6%
de frijol, garbanzo y soya).

Figura 1 Desarrollo del trabajo experimental.

3.1. Cepas y medios de cultivo

Se utilizaron las cepas de A. bisporus var. Portobello ECS-0305; A. bitorquis ECS-0316 y
A. subrufescens ECS-0302. También se usaron las cepas de Scytalidium thermophilum
ECS-0601, ECS-0602 y ECS-0603, todas propiedad del cepario micologico de Ecosur. El
medio utilizado para el mantenimiento de las cepas del género Agaricus fue infusion de
papa (20%), adicionada con dextrosa (1%)y agar (1.5%) en agua destilada. Para las cepas

de S. thermophilum se utiliz6 el medio extracto de levadura (0.3%) con infusion de papa
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(20%), dextrosa (1%) y agar (1.5%) en agua destilada. Ademas de extracto de levadura
(0.4%), almidon (15%), fosfato dipotasio (0.1%), sulfato de magnesio (0.05%) y agar
(1.5%). Ajustados a pH de 7.5 y esterilizados a 120°C durante 20 minutos.

3.2. Preparacion de indculo
La semilla de Agaricus spp. se prepard con granos de sorgo, hidratados al 70%, mezclados
con el 2% de CaCOs; (Fermont, Productos Quimicos de Monterrey, S.A. de C.V.) y el 1%
de CaSQO4 (Fermont, Productos Quimicos de Monterrey, S.A. de C.V.), esterilizados a
120°C durante 30 minutos. Los granos estériles fueron inoculados con tres discos de agar
de 0.5 cm de didmetro previamente colonizados por Agaricus spp. e incubados a 23°C
durante 20 dias. La semilla de S. thermophilum se prepard con granos de arroz (arroz SOS
precocido, S.A. de C.V. Veracruz, México), mezclado con el 2% de CaCOs, hidratado al
70% y pasteurizado a 110°C durante 15 minutos. El material inoculado se incubd a 45°C

durante 4 dias.

3.3. Materiales
Para el composteo del sustrato se utilizé un cajon de madera de Tepemixtle (Ocotea sp.) de
75 x 75 x 75 cm con 50 agujeros de 0.65 cm de diametro, distribuidos uniformemente en el
fondo del cajon con el fin de proporcionar aireacion al sustrato por conveccion; ademas de
una fila de agujeros a un costado, con una separacion entre ellos de 10 cm, éstos para

permitir la lectura de temperatura en diferentes partes del cajon (Hernandez et al., 2003).

3.4. Preparacion del sustrato

34.1. Sustrato para pruebas de crecimiento micelial: El sustrato que se utilizo
para la determinacion de crecimiento micelial de las cepas del género Agaricus (ECS-0302,
ECS-0305 y ECS-0316) precolonizado por tres cepas del hongo S. thermophilum fue pasto
pangola Digitaria decumbens picado (molino semi-industrial Marca Inisa modelo TH2
500), tamizado (0.5 cm), mezclado con 2% hidroxido de calcio (cal comercial con 82%
CaOH, Super Calhidra Grijalva de Cales y Morteros del Grijalva, México) e hidratado
(70%), el cual fue colocado en cajas de petri (20g/caja), posteriormente se esterilizo a

120°C durante 30 minutos en autoclave. Se inoculd con un disco de agar de 0.5 cm
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previamente colonizado por una de las cepas ECS-0601, ECS-0602 y ECS-0603 e incubado
a 45°C durante 4 dias.

34.2. Sustrato para ensayos de fructificacion: Para determinar la eficiencia
biologica de las cepas ECS-0302, ECS-0305 y ECS-0316 se empled pasto pangola
Digitaria decumbens picado (2 — 2.5 cm), hidratado al 70% y mezclado con 2% hidroxido
de calcio (cal comercial con 82% CaOH, Super Calidra Grijalva de Cales y Morteros del
Grijalva, México) y el 10% de carbonato de calcio (cal dolomitica con 50-60% de CaCos y
39-47% de MgCO; Marca AGROMSA, Guatemala C.A). Este sustrato (950 g) fue
colocado en bolsas de polipapel y después pasteurizado a 60°C durante 8 horas en un
incubador (Marca Lab-Line Instruments, Mod. 3525). Posteriormente se inocul6 con
semilla de la cepa S. thermophilm ECS-0601 (0.5% de tasa de inoculacion) y se incubd a 45
°C durante 4 dias.

En las pruebas de cultivo con el uso del cajon de composteo se utilizd el mismo sustrato
anterior, pasteurizado a 90°C con vapor durante 60 minutos (Sterilisator Marca Webeco
GmbH) vy al cual, una vez enfriado a 45°C fue inoculado con semilla de S. thermophilum
ECS-0601 (0.5%). El composteo se mantuvo durante cinco dias.
3.5. Preparacion de suplementos

Se utilizaron granos de frijol, garbanzo y soya adquiridos en el mercado local, los cuales
fueron triturados (molino manual de nixtamal) y esterilizados a 110°C durante 15 minutos
en autoclave.

3.6. Método de cultivo

El método de cultivo empleado para la produccion de carpéforos de A. bisporus fue el

sugerido por Sanchez et al. 2006 y se describe a continuacion:
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Después de pasteurizado, el sustrato se inoculd con una de las cepas de Agaricus spp. ECS-
0302, ECS-0305 6 ECS-0316 (tasa de inoculacion 5%), se colocd en bolsas de polipapel de
30 x40 cm y se incubd durante 3 semanas a 25°C. Se empled un filtro de papel absorbente
durante la etapa de incubacion, colocado en la parte superior de la bolsa con la finalidad de
facilitar el intercambio gaseoso. Una vez que el sustrato fue colonizado por el hongo, se
retird el filtro de papel y se aplico la tierra de cobertura, que consistié en una mezcla de
turba (Marca Premier Horticultura Inc., USA), cal dolomitica y agua en una relacion 1:1:2
y se llevo a un cuarto de fructificacion a 16 °C y 90% de humedad ambiental durante 30
dias. Se aplicoé riego diariamente. Al momento de afiadir la tierra de cobertura se hizo una

aplicacion de suplemento nitrogenado a base de soya, frijol o garbanzo (Tabla 5y 6).

Para el caso del sustrato composteado, diariamente durante el desarrollo del composteo (0-5
dias), se tomaron tres alicuotas del centro de la composta, de 950 g de sustrato cada una
(en bolsa de polipapel de 30 x 40 cm), se les dejé enfriar a temperatura ambiente, se
inocularon con 50 g de semilla de A. bisporus ECS-0305, se embolsaron y se incubaron
durante 3 semanas a 25°C. Posteriormente se aplico la tierra de cobertura y se pusieron en
condiciones de fructificacion a 16°C, humedad ambiental entre 80 y 90%, oscuridad y

riegos frecuentes, como lo sugieren Sanchez et al. 2006.

3.7. Tratamientos

Etapa 1a) Se evalu6 el crecimiento micelial de las tres cepas de S. thermophilum en dos

medios sintéticos y el sustrato pasto pangola D. decumbens.

Etapa 1b) Se evalud6 el crecimiento micelial de Agaricus spp., en presencia de tres cepas

de S. thermophilum de acuerdo a los tratamientos que se observan en la Tabla 4.
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Etapa Precolonizacion Colonizacion
(cepa de S. | (Cepa de Agaricus
thermophilum cuya | spp. cuya TEL se
TEL se evalua) evalua)
ECS-0302
ECS-0601 ECS-0305
ECS-0316
ECS-0302
Cepa evaluada ECS-0602 ECS-0305
ECS-0316
ECS-0302
ECS-0603 ECS-0305
ECS-0316

Tabla 4 Distribucion de tratamientos para la determinacion de la Tasa de
extension lineal de las tres especies de Agaricus spp. en pasto pangola
precolonizados por tres cepas de S. thermophilum.
Etapa 2) Preparacion de un sustrato composteado en condiciones semicontroladas:
Cepas: S. thermophilum ECS-0601 (inoculada al inicio del composteo) y A. bisporus ECS-
0305 (inoculada sobre muestras de 0.95 kg de sustrato tomado diariamente de la composta
en proceso).
Sustrato: Pasto pangola Digitaria decumbens adicionado con el 2% de cal comercial y 10%
de cal dolomitica.
Cantidad de sustrato inicial: 40 6 60 kg, segtn se indica.
Recipiente de composteo: Cajon de madera de 75 cm por lado
Tratamiento: Composteo por 5 dias, con remocion al tercer dia.
Variables evaluadas: Eficiencia biologica de A. bisporus y
Velocidad de crecimiento de A. bisporus
Etapa 3) Evaluacion de suplementos
Se realizo un ensayo preliminar con cuatro suplementos proteicos: soya, garbanzo, frijol y
salvado como se muestra en la Tabla No 5. En donde (+) significa presencia del

ingrediente y (—) la ausencia del suplemento.

27



Tratamiento| Patrén Soya Frijol Garbanzo | Salvado
1 ++-- 1 1 -1 -1
2 -+ -1 -1 1 1
3 -+t -1 1 1 -1
4 44+ 1 1 1 1
5 +-+- 1 -1 1 -1
6 +--+ 1 -1 -1 1
7 — -1 -1 -1 -1
8 -+-+ -1 1 -1 1

Tabla 5 Distribucion de tratamientos para la evaluacion de cuatro suplementos

proteicos.

A partir de los resultados obtenidos en esta prueba, se determind un segundo ensayo en el

cual se evaluaron como suplementos, granos triturados de soya, frijol y garbanzo, solos o

en mezclas, con una tasa total de suplementacion del 6% (Tabla 6).

Tratamientos Soya Garbanzo Frijol
1 0.33 0.33 0.33
2 0 1 0
3 0.5 0.5 0
4 0.33 0.33 0.33
5 0 0.5 0.5
6 0.5 0 0.5
7 1 0 0
8 0 0 1

Tabla 6 Composicion de las mezclas de suplementos proteicos utilizadas para evaluar la
EB de A. bisporus ECS-0305 en un sustrato precolonizado por S. thermophilum ECS-

0601. Suplemento total aplicado en todos los casos, 6%.
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3.8. Parametros a medir

Los parametros evaluados fueron determinados de la siguiente manera:

3.8.1. pH
Se realiz6 una suspension de la muestra con 10 g del sustrato en 25 ml de agua destilada,
se dejo reposar durante 15 minutos y se determin6é el pH con un potencidmetro

pH/ISEmeter modelo 710A marca Orion.

3.8.2. Humedad del sustrato
Se tomaron cinco gramos de muestra y se colocaron en una termobalanza Moisture

analyzer A&D ML.F. 50

3.8.3. Temperatura
Se realizaron lecturas de la temperatura durante los cinco dias del composteo. Para ello se
introdujo un termémetro de mercurio en tres partes, a un costado, del cajon de composteo
(a 10 cm debajo de la superficie, al centro y 10 cm encima del fondo de la masa en

proceso).

3.8.4. Tasa de extension lineal (TEL)
El sustrato previamente colonizado por una de las cepas de S. thermophilum (ECS-0601,
ECS 0602 o ECS 0603) fue colocado estérilmente en tubos de ensaye de 18 x 21cm que
contenian en el fondo una semilla de una de las cepas de Agaricus spp. por evaluar.
Después se incubaron a 25 °C durante 20-25 dias. El crecimiento micelial se midio cada
dos dias y fue comparado contra el crecimiento del hongo en un sustrato sin S.
thermophilum. La tasa de extension lineal se obtuvo mediante el calculo de la pendiente

segun la siguiente férmula:

5 (K=K Y)
Z?:l(Xi B X)z

TEL =

En donde X es el tiempo (dias) y Y es la medicion del radio del crecimiento de la colonia

(mm) durante el tiempo.
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La evaluacion del crecimiento de A. bisporus en el sustrato composteado, debido al mayor
tamafio de particula de éste, no se hizo en tubos, como previamente se explica, sino en caja
de petri, a las cuales se les adicionaron 16 g del sustrato tomados del composteo en curso
(0-6 dias) y se colocd un grano de indculo de A. bisporus en el centro de la caja, Las cajas
se incubaron a 25 °C durante 20 dias. El radio micelial se midié cada cinco dias y se

determind la velocidad de crecimiento con la misma formula anterior.

3.8.5. Eficiencia bioldgica

La eficiencia biologica (EB) se determin6 mediante la formula:
EB = X 100
Y

En donde X es el peso de los cuerpos fructiferos frescos cosechados y Y el peso seco del

sustrato empleado (Guzman et al., 1993).

3.8.6. Disefio experimental
Para determinar el efecto de las tres cepas de S. thermophilum sobre el crecimiento de
Agaricus spp. se aplico un disefio bifactorial desbalanceado, con al menos 24 repeticiones,
en el cual los factores fueron las cepas del género Agaricus (A) y las cepas de S.
thermophilum (B). Para los ensayo de produccion de carpéforos de la cepa ECS-0305 en el
sustrato precolonizado por ECS-0601 se aplico un disefio completamente al azar, en el cual
los tratamientos fueron los cinco dias de duracidon del proceso de composteo. Para los
ensayos de suplementacion se utilizd6 un disefio factorial con tres suplementos y tres

niveles de suplementacion.

3.8.7. Analisis estadistico
Con los datos obtenidos se realiz6 un Analisis de Varianza (ANOVA) y una prueba de
separacion de medias por el método de Tukey con un nivel de significancia de (0.05). Para
ello se utiliz6 el paquete estadistico JMP 4.0 de SAS. (SAS Institute Inc. Cary, NC, USA,
1998) y STATISTICA V 6.1 (StatSoft, Inc., 2004).

30



4. RESULTADOS
5.1 Influencia de S. thermophilum sobre la velocidad de crecimiento micelial de cepas

del género Agaricus spp. a nivel de laboratorio

5.1.1 Caracterizacion del crecimiento de las cepas de S. thermophilum

Las tres cepas de S. thermophilum evaluadas presentaron un crecimiento micelial
algodonoso y de color blanco con algunas diferencias en cuanto a la esporulacion: las cepas
ECS-0601 y ECS-0602, comenzaron su fase reproductiva aun dentro de la estufa a los tres
dias de inoculadas, y mostraron una coloracion gris oscuro y gris claro, respectivamente; a
diferencia de la cepa ECS-0603 que tarddé 4 dias en colonizar el medio de cultivo vy
comenzar su fase reproductiva después de este tiempo, ya fuera e la estufa a temperatura
ambiente por lo que presentd una coloracién blanquecina con ligeras tonalidades oscuras
(Figura 2). La cepa ECS-0601 present6 conidios globosos elipsoidales de color café; la
ECS-0602 presentd esporas globosas de color café oscuro y finalmente la cepa ECS-0603
esporas, de globosas a elipsoidales, de color marrén. En el medio a base de almidon con
sales minerales de potasio y magnesio se observo para las tres cepas del hongo termofilico
un crecimiento micelial mas denso y el inicio de la fase de esporulacion mas rapido que en

el medio de LPDA y el pasto pangola.

El tiempo de colonizacion del sustrato bajo condiciones controladas de temperatura (45°C)
fue diferente en funcidn de la cepa utilizada. Las cepas ECS-0601 y ECS-0602 colonizaron
la caja de petri en tres dias, no siendo asi para la cepa ECS-0603, que la coloniz6 en cuatro
dias en pasto pangola. La Tabla 7 presenta la TEL de las tres cepas en tres medios de
cultivo. Los valores obtenidos variaron entre 1.51 cm/d (ECS-0603 sobre LPDA) que fue la
velocidad mas baja, y 3.76 cm/d (ECS-602 sobre pasto) qué fue la mas alta. El analisis
estadistico mostré diferencias significativas entre las cepas, entre los sustratos utilizado y

en la interaccion de ellos (p= 0.05).
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ECS 0603

Figura 2. Aspecto de las tres cepas de S. thermophilum estudiadas. Medio de
Cultivo: Extracto de levadura (0.4%)-Almidon (15%)-MgSO4 (0.05%)-2K POy
(0.1%)-Agar (1.5%); pH 7.5, incubacion a 45°C. Cepas ECS-0601y ECS-0602
a 3 dias de crecimiento, ECS-0603 a 4 dias de crecimiento.

TEL (cm/d)
Desv. ECS | Desv. ECS |Desv.
ECS0601 | Est. 0602 | Est. 0603 | Est.

pasto 3.59 035 | a* | 3.76 | 0.22 | a 1.97 | 0.17
LPDA 2.82 018 | b | 285|011 | b | 151 | 0.10
Almidon | 2.50 018 | b | 369 |012| a | 291 | 003 |2

Tabla 7 Tasa de Extension Lineal de tres cepas de S. thermophilum en dos
medios sintéticos y pasto pangola D. decumbens adicionado con 2% de cal
(45°C).

* Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia
estadistica entre ella a un nivel 0=0.05
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5.1.2 Interaccion S. thermophilum/ A. bisporus

Al sembrar las cepas de Agaricus spp., no se observaron cambios o diferencias en cuanto a
la apariencia fisica del micelio de S. thermophilum. Es decir, se mantuvo la colonizacion
densa y blanca, y tampoco se observd cambio alguno en el aspecto de los basidiomicetes
evaluados. Las tres especies de Agaricus mostraron una activacion micelial a los dos — tres
dias de inoculadas en el sustrato precolonizado por alguna de las cepas de S. thermophilum,
se observo un fase de adaptacion del micelio y posteriormente un crecimiento rapido. La
cepa A. subrufescens ECS-0302 presentd un crecimiento micelial esparcido, mientras que

A. bisporus ECS-0305 y A. bitorquis ECS-0316 lo presentaron mas denso y algodonoso.

La tasa de extension lineal (TEL) de Agaricus spp. sobre pasto pangola precolonizado por
tres cepas de S. thermophilum y como testigo las cepas solas del género Agaricus
evaluadas, se muestra en la Figura 3. La cepa A. bisporus ECS-0305 presenté una TEL
similar cuando creci6 en presencia de la cepa S. thermophilum ECS-0601 (0.21mm/d) y
ECS-0603 (0.20 mm/d) no asi con ECS-0602 (0.18mm/d) donde el crecimiento fue mas
lento (0= 0.05). La especie A. subrufescens ECS-0302 presentd velocidades de crecimiento
micelial similares en el sustrato precolonizado por las cepas ECS-0602 (0.22 mm/d) y ECS
0601 (0.20 mm/d), a diferencia de un crecimiento mas lento con ECS-0603 (0.19 mm/d).
Finalmente A. bitorquis ECS-0316 fue la cepa que mostro las menores TEL con valores de
0.12 mm/d (ECS-0601), 0.11 mm/d (ECS-0602) y, 0.10 mm/d (ECS-0603). De manera
general las tres cepas del género Agaricus presentaron un crecimiento variable entre 1.4 —
0.9 mm/d sobre el sustrato sin colonizaciéon previa de alguna de las cepas de S.

thermophilum.
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Figura 3. Crecimiento micelial de Agaricus spp. solos y en presencia de tres
cepas de S. thermophilum. Sustrato: Pasto pangola Digitaria decumbens con
2% de Cal, temperatura 23°C incubacion 21 dias.
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5.2 Viabilidad técnica de un método de cultivo de A. bisporus sobre un sustrato no

composteado colonizado por S. thermophilum

5.2.1 Evolucidén de parametros fisicoquimicos de la composta
Primeramente se hicieron dos ensayos de composteo utilizando 60 kg de sustrato inicial, sin
embargo estos ensayos fracasaron porque al tercer dia de composteo la temperatura de la
masa en proceso superd los 50°C, volviéndose inviable para el crecimiento de S.
thermophilum. Por esta razon, se hicieron dos ensayos mas utilizando 40 kg de sustrato
inicial y una altura maxima de la pila de 40 cm, y en los cuales las condiciones
fisicoquimicas del sustrato fueron mas adecuadas para el crecimiento de S. thermophilum,

como se observa en la Figura 4.
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Figura 4 Evolucion del pH y la temperatura del sustrato, pasto pangola
Digitaria decumbens con 2% de cal y 10 % de cal dolomitica, durante un
composteo de dos dias con la cepa S. thermophilum ECS-0601.
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En las Figuras 4 y 5 se presenta la evolucion de la temperatura, pH y humedad del sustrato
durante los cinco dias de composteo. Se observa que la temperatura en el cajon con 60 kg
alcanzd valores superiores a los 50°C al dia 1 (DI, 24 horas de composteo) de haber
iniciado el proceso y, al D2 (48 h, dia en que se remueve el sustrato), debido a una gran
actividad microbiana. Se observa también una elevacion del pH de 7.8 a 8.6. La humedad
disminuy6 de 68 al 66%. Esto ocasiond que S. thermophilum no se estableciera ni
colonizara el sustrato y que organismos competidores como actimomicetos y Aspergillus
fumigatus, entre otros, crecieran mayoritariamente en la masa en proceso. Por el contrario,
las experiencias realizadas con 40 kg de sustrato permitieron una evolucion mas
satisfactoria de la temperatura: los valores observados no excedieron de 46°C durante
ningin dia del proceso, con valores de pH de 8.4 a 8.1; aunque se observo una mayor
pérdida de humedad (de 67 a 61%). La Figura 6 muestra el aspecto del sustrato en curso de

composteo y la colonizacion gradual realizada por S. thermophilum.
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Figura 5 Humedad en el sustrato, pasto pangola Digitaria decumbens con 2%
de cal y 10 % de cal dolomitica, durante el composteo por S. thermophilum
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Figura 6 Evolucion de la colonizacion del sustrato, pasto pangola D. decumbens

con 2% de cal y 10% de cal dolomitica, por S. thermophilum ECS-0601 durante

los cinco dias del proceso de composteo en un cajon de madera.
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5.2.2 Tasa de extension lineal de A. bisporus ECS-0305 sobre pasto pangola

tomado de la composta en proceso

En las Figuras 7 y 8 se presenta el crecimiento de A. bisporus ECS-0305 sobre el pasto
pangola tomado como muestra diariamente de la composta en proceso. La figura 7 muestra
cuando se compostearon 60 kg de sustrato, los promedios de la TEL varian de 0.84 a 0.158
mm/d, siendo el valor minimo para el DO y el valor maximo para el D4, la comparacion de
medias por el método de Tuker-Kramer al 0.05% indica que no existe diferencia
significativa entre los tratamientos. En la Figura 8, cuando se compostearon, 40 kg, se
observo un incremento en la tasa de crecimiento micelial, ya que las TEL de D1, D2, D3 y
D4 presentaron un promedio de 0.331,0.329, 0.323 y 0.227 mm/d respectivamente,
superiores y diferentes estadisticamente (segun las pruebas de Tukey y Student), que los

obtenidos con el sustrato DO y D5 (0.185 y 0.125 mm/d respectivamente).

Tukey-Kramer

DIAS 0.05

Figura 7 Tasa de extension lineal (TEL) de A. bisporus ECS-0305 sobre 60 kg
de pasto Pangola Digitaria decumbens composteado por S. thermophilum
ECS-0601.
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Figura 8 Tasa de extension lineal (TEL) de A. bisporus ECS-0305 sobre 40 kg
de pasto Pangola Digitaria decumbens con 2% de cal y 10 % de cal dolomitica,

composteado por S. thermophilum ECS-0601.

5.2.3 Produccién de carpdforos

En la Figura 9 se muestra la produccion de carpéforos (EB) obtenida con las muestras de
sustrato en curso de composteo (composteo con 60 kg de sustrato) e inoculadas con A.
bisporus. En ella se muestran valores de EB del 20% (D4) y 7% (DO0), El analisis

estadistico indicé que no hubo diferencia significativa entre tratamientos.
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Figura 9 Eficiencia biologica de A. bisporus ECS-0305 sobre pasto Pangola D.
decumbens con 2% de cal y 10 % de cal dolomitica, composteado con S.

thermophilum ECS-0601. Cantidad inicial de sustrato 60 kg.

La EB obtenida con el sustrato composteado en el cajon de madera cuando se usaron 40 kg
de sustrato inicial se muestra en la Figura 10. La capacidad de S. thermophilum para crecer
en pasto pangola (3.5 cm/d) se manifiesta con una mejora de la colonizacién al D1 y una
colonizacién completa en el D2. Los valores de EB obtenidos variaron entre 35 y 79%. El
analisis estadistico (para un o= 0.05) sefiald6 que el composteo de 1 a 4 dias produce EB
similares y que un composteo de 2-3 dias es mejor que un composteo de cinco. El
tratamiento DO no produjo carpéforos en razéon de que resulté contaminado por hongos

verdes del género Trichoderma.
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Figura 10 Determinacion de la Eficiencia biologica de A. bisporus ECS-0305
sobre 40 kg de pasto Pangola Digitaria decumbens con 2% de cal y 10 % de
cal dolomitica, composteado por S. thermophilum ECS-0601.

5.3 Ensayo de suplementacion
Se hizo un ensayo preliminar con cuatro suplementos que fueron el salvado de trigo y los
granos triturados de soya, garbanzo y frijol en una dosis inica de suplementacion (5%).
Todos los tratamientos obtuvieron fructificaciones y la primera cosecha se obtuvo en los
dias sefialados a continuacién, después de la siembra: dia 50 (T3, T1, TS y T7) y dia 53
(T2, T4, T6 y T8). La Tabla 8 muestra las eficiencias biologicas obtenidas. Se observa que
la mezcla frijol-garbanzo presentdé una EB del 40%, estadisticamente igual que el
tratamiento testigo (sustrato precolonizado por ECS0-601, sin suplemento) con un valor del
38%. Los menores valores de EB, estadisticamente diferentes de todos los demas, fueron
los obtenidos por las mezclas que contenian salvado, en los cuales fue notoria la incidencia

de contaminantes del género Trichoderma.
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Tratamiento | Soya Frijol | Garbanzo | Salvado EB | Desv Est

1 1 1 -1 -1 31.51 31.2
2 -1 -1 1 1 7.19 7.9
3 -1 1 1 -1 40.08 41.7
4 1 1 1 1 4.30

5 1 -1 1 -1 26.53 32.6
6 1 -1 -1 1 8.03

7 -1 -1 -1 -1 38.14 49.9
8 -1 1 -1 1 4.92 11.0

Tabla 8 EB de A. bisporus ECS-0305 del ensayo de suplementacion con cuatro

suplementos proteicos en pasto pangola D. decumbens con el 2% de cal y 10%

de cal dolomitica, precolonizado por S. thermophilum ECS-0601.

5.4 Evaluacion de tres suplementos proteicos sobre el rendimiento de A. bisporus

Debido a los resultados obtenidos en el ensayo preliminar se llevo a cabo una segunda

evaluacion de tres suplementos proteicos, que fueron frijol, garbanzo y soya aplicados solos

o en mezclas en una dosis total maxima de suplemento del 6%. La Figura 11 muestra la

influencia de los tres suplementos sobre la eficiencia bioldgica de A. bisporus. Los valores

obtenidos variaron entre 74% (T7) y 50% (T2 y T3). El anélisis estadisticos mostré que no

hubo una diferencia estadistica significativa entre ellos para una a= 0.05.
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Desv

Tratamientos 1 2 3 PROMEDIO EB Est.
T1 213.00 165.00 166.00 181.33 60.44 27.43
2 208.00 121.00 125.00 151.33 50.44 49.12
3 136.00 218.00 98.00 150.67 50.22 61.33
4 218.00 172.50 195.25 195.25 65.08 22.75
5 233.00 167.00 174.00 191.33 63.78 36.25
6 158.00 159.00 232.80 183.27 61.09 42.90
7 166.00 166.00 337.00 223.00 74.33 98.73
8 169.00 145.80 238.00 184.27 61.42 47.96

Tabla 9 Evaluacion de tres suplementos proteicos sobre el rendimiento de A.

bisporus ECS-0305 sobre pasto Pangola Digitaria decumbens con el 2% de cal

comercial y 10% de cal dolomitica composteado por S. thermophilum ECS-

0601.
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5. DISCUSION

En este trabajo se caracteriz6 el crecimiento micelial de tres cepas de S. thermophilum, el
crecimiento de tres cepas de Agaricus spp. y el crecimiento de estas ultimas en presencia de
las cepas de S. thermophilum. Asi mismo, se evaluo la viabilidad técnica de un método
alternativo de cultivo de A. bisporus a escala semicomercial, que no emplea la fase I de
composteo y, finalmente, se probaron tres suplementos proteicos para evaluar el incremento

en la eficiencia biologica de A. bisporus cultivado por este mismo método no tradicional.

Influencia de S. thermophilum sobre el género Agaricus

Las tres cepas evaluadas crecieron bien sobre los medios utilizados (pasto, almidén y
PDLA) y, acorde con Sanchez et al. 2006, el pasto pangola resultd ser un sustrato muy
bueno para dos de ellas (TEL del orden de 3.59 + 0.35 cm/dia para ECS-0601 y 3.76+0.22
cm/dia para ECS-0602). Estas elevadas velocidades de crecimiento a 45°C son
caracteristicas de esta especie y han sido reportadas por diversos autores (Straastma et al.
1994%, Wiegant 1992). Por otra parte, las diferencias observadas entre las cepas en cuanto a
morfologia micelial y crecimiento cayeron dentro de los rangos reportados por Straastma et
al. 1994b, Straastma y Samson 1997, quienes evaluaron mas de 30 aislamientos del
complejo Torula-Humicola obtenidos principalmente de compostas para produccion de
hongos y reportaron rangos similares para ellas. Las tres cepas del deuteromiceto tuvieron
un efecto variable, pero positivo, sobre el crecimiento de las cepas de Agaricus spp. Asi, se
observé una estimulacion promedio del crecimiento de 140 % para ECS-0305, de 145%
para ECS-0302, y de 122% para ECS-0316. Estos estudios demuestran que la interaccion S.
thermophilum/Agaricus spp. /medio de cultivo es muy importante, y debe ser estudiada mas

a detalle para mejorar el crecimiento y la fructificacion de Agaricus spp.

Straastma et al 1989 obtuvieron un crecimiento lineal de 4 mm/dia para A. bisporus en
compostas estériles y de 8 mm/dia en composta precolonizada por S. thermophilum, por lo
que pudiera decirse que las velocidades observadas en este estudio con las cepas del género
Agaricus son bajas. Es conveniente notar sin embargo, que en este caso el sustrato

empleado era un sustrato crudo, no composteado y no contenia ningun tipo de estiércol.
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Los resultados obtenidos van de acuerdo con lo reportado por Op den Camp, et al. 1990,
quienes mencionan que la presencia de S. thermophilum es importante para la colonizacién
de A. bisporus en el sustrato y que con la precolonizacion del hongo termofilico se obtiene
un medio selectivo. Estos autores describieron la interaccion entre estos hongos como una
relacion competitiva, neutralista y mutualista, en donde A. bisporus es clasificado como un

competidor-combativo de S. thermophilum.

En este trabajo se demostrd que el efecto estimulante que ejerce S. thermophilum sobre el
crecimiento no solamente se da en el caso de A. bisporus, como ha sido reportado hasta la
fecha (Op den Camp et al, 1990; Straastma et al. 1991, 1994% 1994b,), sino que también
afecta otras especies del género, como las especies estudiadas: A. bitorquis y A.
subrufescens. El elemento que caus6 dicha estimulacion no ha sido determinado con
claridad y se le atribuye a una reducciéon en el contenido de amonio en el sustrato, un
incremento en la selectividad de la composta (Ross and Harris 1983), el desprendimiento de
CO; (Wiegant et al. 1992) y la inmovilizacion de nutrientes (Fermor y Wood 1981). Asi
también, con base en una variabilidad observada en la velocidad de crecimiento en funcidn
de la manera de incubar las cajas de petri de A. bisporus en el curso de nuestros
experimentos, es posible que un compuesto no definido, volatil, producido durante el
crecimiento de S. thermophilum tuviera alguna relacion importante. Este es un tema que

debera ser estudiado en el futuro.

Viabilidad técnica de un método de cultivo de A. bisporus sobre un sustrato colonizado
por S. thermophilum

En este trabajo se confirméd lo expresado por Sanchez et al 2006, quienes obtuvieron
fructificaciones de A. bisporus al usar un sustrato (pasto pangola-cal), pasteurizado por 8
horas a 60°C. Las eficiencias bioldgicas aqui obtenidas son ligeramente inferiores a las

reportadas por ellos, sin embargo comparables (40 y 48%, respectivamente).

Asi mismo se demostré que es posible sustituir la incubacion controlada a 45°C en un
incubador, por un tratamiento de composteo que puede variar entre 1 y 5 dias, con un
optimo de 2-3 dias. Esta sustitucion indujo un incremento en el valor de la eficiencia

bioldgica obtenida, (de 40% con pasteurizacion en incubador a 79% composteado). Este
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incremento puede atribuirse e al efecto de la microbiota nativa que intervino durante el
composteo. En efecto, S. thermophilum no es el tinico organismo termofilico que interviene
positivamente en la preparacion de un sustrato selectivo para A. bisporus: Straatsma (1994)
sefald que, después de realizar un estudio de la ecologia de la poblacién fungica
termofilica en la composta para cultivar champifiones, nueve especies de hongos
promovieron el crecimiento micelial de A. bisporus: Chaetomiun thermophilum,
Chaetomiun sp., Malbrachea sulfurea, Myriococcum thermophilum, Scytalidium
thermophilum, Stilbella thermophila Thielavia terrestres y dos basidiomicetes. Este autor
mencioné también que la densidad de S. thermophilum estuvo correlacionada positivamente

con la produccion de hongos y estimuld fuertemente el crecimiento micelial.

Los valores de eficiencia bioldgica obtenidos al compostear el sustrato variaron entre 35 y
79%, seglin la duracion del proceso. Los valores obtenidos con 2 y 3 dias de composteo
representan ya una produccion aceptable en términos comerciales (50-70%) (Schisler 1982)
y cercana a los valores obtenidos por otros autores con sustratos no composteados (66-96%

Garcia et al 2005, 30- 71% Sanchez et al. 2002).

La pasteurizacion a 60 °C por 8 horas o con vapor por una hora a 90°C mas dos dias en
cajon de madera, con un espesor de capa o altura de la composta de 40 cm, (para evitar
temperaturas mayores a 50°C, lo que equivale a una fase II breve para el crecimiento de S.
thermophilum), representa un acortamiento del proceso tradicional de 2 fases, ya que
resulta en un proceso con duracion de 3 dias, en lugar de los 20-25 dias que dura el método
tradicional (Wuest, 1982) y es por lo tanto una simplificacion del proceso, que haria el

cultivo del champifion accesible a las areas rurales del pais.

Los ensayos con 40 y 60 kg de sustrato inicial permitieron identificar la importancia de la
cantidad de masa y la altura de la pila de sustrato que se compostea; sin embargo, el tiempo
y la cantidad de masa aqui determinados no son absolutos ni definitivos, ya que se deben
adecuar para cada localidad, en razén de la variacién climatica (altitud, temperatura,
humedad, principalmente y sustrato utilizado), pero si dejan en claro que es posible
mantener de una manera sencilla temperaturas adecuadas para el crecimiento de S.

thermophilum y que el mantenimiento de temperaturas inferiores a 50°C contribuyen a la
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formacion de una composta selectiva, debido al establecimiento y crecimiento de S.
thermophilum,. Asi al D1 era evidente el desarrollo micelial a partir del indculo de arroz y
para D2 la colonizaciéon del sustrato era completa. Las producciones de carpoforos
obtenidas demostraron que el método de produccién es viable y que mediante el manejo
adecuado de la temperatura y la humedad del sustrato es posible producir A. bisporus de

manera comercial.

Durante D1- D5, la accion conjunta de S. thermophilum y algunos otros microorganismos,
como actinomicetes, que se presentan de manera comuUn durante el composteo,
contribuyeron seguramente a la degradacion de moléculas complejas y a la formacion de
otras mas, que permitieron el desarrollo del micelio de A. bisporus (Harvey 1982). Esta
situacion se dio necesariamente de manera diferente en DO, en donde el sustrato solamente
se encontraba pasteurizado “crudo” y A. bisporus no encontrd la selectividad suficiente
para colonizarlo adecuadamente. Esto explica el por qué de la contaminacion con hongos
no deseados en este dia de proceso. Straastma 1989 y Wiegant 1992, sefialan que S.
thermophilum funge como un acondicionador del sustrato y permite la disponibilidad de
nutrientes para el micelio de A. bisporus y ademas el micelio del hongo termofilico permite
que disponga de nutrimentos extras ricos en proteinas y lipidos provenientes de las

membranas celulares.

Evaluacion de tres suplementos proteicos sobre el rendimiento de A. bisporus

Sinden y Schisler 1962, introdujeron la suplementacion al momento de afiadir la tierra de
cobertura, esto es, cuando la composta estaba bien colonizada por A. bisporus, alrededor de
21 dias después de la siembra. Estos autores reportaron que en ese momento los
suplementos pueden ser aplicados ventajosamente en tasas mayores al 10% del peso seco
de la composta sin que se presenten hongos contaminantes. Los ensayos realizados en este
trabajo demostraron que la adicion de suplementos acort6 el ciclo de cultivo, ya que los
tratamientos suplementados presentaron su primera cosecha a los 40- 42 dias posteriores a
la aplicacion de la tierra de cobertura, mientras que el testigo sin suplemento lo hizo a los
50 dias; Sin embargo, una mayor EB por efecto de los suplementos no fue observada, ya

que el analisis estadistico no sefial6 diferencias significativas entre tratamientos. Aunque al
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hacer el analisis del efecto de cada suplemento sobre la produccion, se vieron ciertas
tendencias a favor de la soya y el frijol triturado, los coeficientes de variacion encontrados
no pudieron confirmar la validez de esas tendencias. Es necesario realizar mas estudios

sobre el efecto de suplementos ensayos para poder concluir en este sentido.

Durante la evaluacion de los cuatro suplementos proteicos, soya, garbanzo, frijol y salvado
se presentd una incidencia de contaminantes atribuible a deficiencias en el momento de
aplicacion del suplemento. Esto debido a que al incorporar el suplemento fue necesario
manipular el sustrato ya colonizado por A. bisporus, para fragmentarlo y para distribuir
homogéneamente el suplemento. Esta operacion no se aplico, por razones obvias, al testigo,
el cual no presentd ninguna contaminacion. Probablemente una aplicaciéon mas meticulosa

del suplemento hubiera permitido poner en evidencia el efecto de los suplementos.

Bechara et al. (2005) demostraron que A. bisporus puede ser cultivado con una eficiencia
bioldgica extraordinariamente alta (160%) al utilizar un sustrato no composteado (centeno
estéril), con un suplemento nitrogenado aplicados sobre una cama de perlita como reserva
de agua. Estos autores hicieron énfasis sobre la importancia del suplemento, pues su

aplicacién hizo pasar los rendimientos de 1.46 kg /m” a 10.25 kg /m’.

Por su parte, Vijay, 2002, indicé que la suplementacion es mas benéfica durante la adicion
de tierra de cobertura, debido probablemente a que los nutrientes extras suministrados son
directamente utilizados por el micelio del hongo para incrementar la produccion; mientras
que la suplementacion antes de la incubacion cominmente es asociada con la elevacion de

la temperatura y la incidencia de enfermedades.

Mas estudios sobre el efecto de la suplementacion son necesarios porque los aqui
presentados no son concluyentes. Entre ellos, probar nutrientes de disponibilidad retrasada
ya que ¢€stos has sido reportados como muy eficientes para incrementar la produccion de A.
bisporus porque, al ser tratados con formaldehido, los suplementos proteicos suministrados
presentan una forma mds disponible y por otra parte, el formaldehido induce un
aprovechamiento gradual del suplemento por el hongo (Carroll y Schisler, 1974; Vijay,
2002).
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Como resultado de este trabajo se concluye que:

Las cepas de S. thermophilum evaluadas incrementaron entre un 122 y un 145%
la Tasa de Extension Lineal de las cepas de Agaricus spp. evaluadas. Este

incremento estuvo en funcion del sustrato utilizado y de las cepas confrontadas.

La pasteurizacion por ocho horas a 60°C 6 con vapor por 1 hora a 90°C del
sustrato (pasto pangola-2% de cal comercial- 10% de cal dolomitica y 70% de
humedad), la posterior inoculaciéon de S. thermophilum y la incubacion del
sustrato por 2-3 dias a temperaturas menores a 48°C, permitié eliminar la fase I

del composteo para cultivar A. bisporus. Obteniéndose una Eficiencia Biologica

del 38%.

Si en el proceso anterior se sustituye la incubaciéon a 45°C por un composteo
controlado de 48 horas, la Eficiencia Biologica obtenida se incrementa al 79%.
Se recomienda seguir explorando durante el proceso de composteo reducido, ya
que la cantidad y altura del sustrato condiciona los parametros fisicoquimicos y

con ello el establecimiento y colonizacion de S. thermophilum.
La adicion de suplementos no mostrd una tendencia clara en cuanto al efecto de

éstos sobre la produccion de carpdforos. Se recomienda evaluar la aplicacion de

suplementos utilizando nutrientes de disponibilidad retrasada.
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APENDICE

. Influencia de S. thermophilum sobre la velocidad de crecimiento micelial del
género Agaricus spp. a nivel de laboratorio.
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ECS-0601 0.05

Tabla 1. TEL de S. thermophilum ECS 0601 en dos medios sintéticos y pasto
pangola adicionado con el 2% de cal comercial.
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Tabla 2. TEL de S. thermophilum ECS 0602 en dos medios sintéticos y pasto
pangola adicionado con el 2% de cal comercial.
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Tabla 3. TEL de S. thermophilum ECS 0603 en dos medios sintéticos y pasto
pangola adicionado con el 2% de cal comercial

TEL
CEPAS (mm/d) Desv Est
0305 0.14 0.03
0305/601 0.21 0.03
0305/602 |0.18 0.03
0305/603 |0.20 0.02
0302 0.14 0.03
0302/601 0.20 0.05
0302/602 |0.22 0.04
0302/603 |0.19 0.06
0316 0.09 0.02
0316/601 0.12 0.02
0316/602 | 0.11 0.02
0316/603 |0.10 0.02

Tabla 4. Tasa Extension Lineal de Agaricus spp. ECS 0305, 0302 y 0316 en
pasto pangola con accion de tres cepas de S. thermophilum
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Analisis de Varianza

Fuente de S.C g.l. C.M. Fc Ft
Variaciéon
Agaricus spp. 62.434 2 31.217 804.39 1.42318E-200
S. thermophilum 15.716 3 5.239 134.99 3.95499E-72
Agaricus spp. * S. 5 47 6 0.508 13.09 3.12713E-14
thermophilum
Error 34.695 894 0.039
Total 115.892 905

Tabla 5. ANOVA de la interaccion de Agaricus spp. ECS 0305, 0302 y 0316
en pasto pangola con accion de tres cepas de S. thermophilum.



Agaricus spp. S. Medias Comparacion N
thermophilum transf De medias
a305 Testigo -1.96710 C 72
a305 c602 -1.73032 B 69
a305 c603 -1.61770 A 72
a305 c601 -1.55981 A 95
a302 Testigo -1.96665 C 69
a302 c603 -1.73039 B 63
a302 c601 -1.62293 A 69
a302 c602 -1.54716 A 69
a316 Testigo -2.40549 C 84
a316 c603 -2.31180 B 84
a316 c602 -2.24490 B 74
a316 c601 -2.10151 A 86
S.thermophilum Agaricus spp. transf Comparacion N
Mean de medias

Testigo a316 -2.40549 B 84
Testigo a305 -1.96710 A 72
Testigo a302 -1.96665 A 71
c601 a316 -2.10151 B 86
c601 a302 -1.62293 A 68
c601 a305 -1.55981 A 95
c602 a316 -2.24490 C 74
c602 a305 -1.73032 B 69
c602 a302 -1.54716 A 69
c603 a316 -2.31180 C 83
c603 a302 -1.73039 B 63
c603 a305 -1.61770 A 72

Tabla 6. Comparacion de medias de la interaccion de Agaricus spp. ECS 0305,
0302 y 0316 en pasto pangola con accion de tres cepas de S. thermophilum
*Letras diferentes muestran diferencia significativa con un a=0.05



B. Viabilidad técnica de un método de cultivo de A. bisporus sobre un sustrato no

composteado colonizado por S. thermophilum

do d1 d2 d3 d4 ds
pHT1 7.88 8.21 8.64 8.59 8.58 8.60
oh phT2 8.41 8.31 8.16 8.24 8.32 8.1
stdMed T1  0.06 0.09 0.06 0.08 0.09 0.06
stdmedT2  0.05 0.14 0.08 0.05 0.07 0.10
HumT1 67.55 67.13 66.78 66.68 66.75 66.05
hum HumT2 66.96 66.08 62.81 61.56 60.73 60.88
stdMed T1  0.41 0.26 0.91 0.48 0.69 0.58
stdmedT2  0.22 0.23 0.12 0.14 0.56 0.52
TempT1 40.00 48.75 43.33 45.83 41.42 33.67
temp TempT2 39.33 46.00 45.25 37.42 35.50 31.00
std medt1 3.77 3.18 6.13 542 2.71 2.83
stdmedt2 2.36 1.41 1.06 5.54 6.36 1.41
Tabla 7. Evolucion de los factores fisico quimicos del sustrato pasto pangola
adicionado con el 2% de cal y 10 % de cal dolomitica durante el composteo con
la cepa S. thermophilum ECS-0601.
do d1 d2 d3 d4 d5
r1 1 0.142 0.142 0.164 0.253 0.211 0.241
2 0.141 0.135 0.149 0.202 0.233 0.217
3 0.149 0.171 0.226 0.202 0.241 0.182
4 0.118 0.156 0.159 0.201 0.248 0.173
5 0.099 0.167 0.215 0.197 0.172 0.159
6 0.105 0.159 0.195 0.201 0.224 0.119
r2 7 0.058 0.133 0.110 0.170 0.083 0.010
8 0.060 0.144 0.090 0.151 0.122 0.010
9 0.073 0.043 0.079 0.010 0.053 0.010
10 0.044 0.040 0.048 0.010 0.062 0.010
11 0.010 0.037 0.010 0.010 0.117 0.010
12 0.010 0.040 0.010 0.010 0.125 0.010
STD DEV 0.049 0.056 0.075 0.095 0.072 0.094
PROM 0.084 0.114 0.121 0.135 0.158 0.096

Tabla 8. Tasa de extension lineal (TEL) de A. bisporus ECS 0305 sobre 60 kg
de pasto pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601
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ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.04230971 5 0.00846194 1.475643 0.20969613 2.35380896
Dentro de los

grupos 0.37847105 66 0.00573441

Total 0.42078076 71

Tabla 9. ANOVA de A. bisporus ECS 0305 sobre 60 kg de pasto pangola
composteado por S. thermophilum ECS 0601

Comparacién de medias usando la prueba de Tukey-

Kramer HSD
q*
2.9351
Abs(Dif)-LSD

5 4 3 2 6 1
5 -0.09072 -0.06788 -0.05438 -0.04705 -0.02905 -0.01722
4 -0.06788 -0.09072 -0.07722 -0.06988 -0.05188 -0.04005
3 -0.05438 -0.07722 -0.09072 -0.08338 -0.06538 -0.05355
2 -0.04705 -0.06988 -0.08338 -0.09072 -0.07272 -0.06088
6 -0.02905 -0.05188 -0.06538 -0.07272 -0.09072 -0.07888
1 -0.01722 -0.04005 -0.05355 -0.06088 -0.07888 -0.09072

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Tabla 10. Comparacion de medias de A. bisporus ECS 0305 sobre 60 kg de
pasto pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601
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Rep do d1 d2 d3 d4 d5

1 0.407 0.277 0.282 0.271 0.213 0.230

2 0.400 0.276 0.296 0.265 0.209 0.239

» 3 0.203 0.514 0.429 0.306 0.232 0.267

4 0.217 0.516 0.391 0.334 0.239 0.246

5 0.273 0.281 0.335 0.288 0.254 0.234

6 0.265 0.264 0.346 0.299 0.246 0.228

7 0.261 0.221 0.421 0.398 0.309 0.010

8 0.177 0.208 0.419 0.396 0.329 0.010

9 9 0.019 0.411 0.350 0.398 0.312 0.010

10 0.017 0.410 0.352 0.398 0.234 0.010

11 0.010 0.410 0.311 0.395 0.143 0.010

12 0.010 0.409 0.294 0.396 0.183 0.010

Desv. estandar 0.146 0.108 0.052 0.056 0.054 0.121
PROM 0.185 0.331 0.329 0.323 0.227 0.125

Tabla 11. Tasa de extension lineal (TEL) de A. bisporus ECS 0305 sobre 40 kg
de pasto pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Sumade Gradosde Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0.56525944 5 0.113051888 12.0139518 2.7609E-08 2.35380896

Dentro de los
grupos 0.6210633 66 0.00941005
Total 1.18632274 71

Tabla 12. Tasa de extension lineal (TEL) de A. bisporus ECS 0305 sobre 40 kg
de pasto pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601.
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Comparacion de medias usando la prueba de Tukey-

Kramer HSD
q*
2.9351
Abs(Dif)-LSD

3 2 1 4 0 5
3 -0.11597 -0.11597 -0.11356 -0.10914  0.047943  0.110859
2 -0.11597 -0.11597 -0.11356 -0.10914  0.047943  0.110859
1 -0.11356 -0.11356 -0.11597 -0.11156  0.045526  0.108443
4 -0.10914 -0.10914 -0.11156 -0.11597  0.041109  0.104026
0 0.047943 0.047943 0.045526 0.041109 -0.11597  -0.05306
5 0.110859 0.110859 0.108443 0.104026  -0.05306  -0.11597

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Comparacion de medias usando “t” de Student
t

1.99656
Abs(Dif)-LSD

3 2 1 4 0 5
3 -0.07889 -0.07889 -0.07647  -0.07206  0.085027  0.147944
2 -0.07889 -0.07889 -0.07647  -0.07206  0.085027  0.147944
1 -0.07647 -0.07647 -0.07889  -0.07447  0.08261  0.145527
4 -0.07206 -0.07206 -0.07447  -0.07889  0.078194  0.14111
0 0.085027 0.085027 0.08261 0.078194 -0.07889  -0.01597
5 0.147944 0.147944 0.145527  0.14111  -0.01597  -0.07889

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Tabla 13. Comparacién de medias por el Método de Tukey y t Student’s de A.
bisporus ECS 0305 sobre 60 kg de pasto pangola composteado por S.
thermophilum ECS 0601.

62




Desv.

REP1/60kg | Estandar | PROM
do 3.08 7.57
d1 6.67 16.37
d2 7.43 15.76
d3 7.72 11.50
d4 6.22 20.36
d5 6.97 13.29

Tabla 14. Eficiencia biologica de A. bisporus ECS 0305 sobre 60 kg de pasto
pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601.

ANALISIS DE VARIANZA

Grados
Origende las Sumade de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 840.120247 5 168.024049 2.21564837 0.0787432 2.53355455
Dentro de los
grupos 2275.05481 30 75.8351605
Total 3115.17506 35

Tabla 15. ANOVA de la EB de A. bisporus ECS 0305 sobre 60 kg de pasto
pangola s composteado por S. thermophilum ECS 0601.
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Alpha=0.05

Comparacion de medias usando “t” de Student

t
2.04227

Abs(Dif)- 4 5 3 2 1 0
LSD
4 -10.2708 -7.2491 -55924 -4.1241 1.8709  3.3376

5 -7.2491 -10.2708 -8.6141 -7.1458 -1.1508 0.3159
3 -5.5924 -8.6141 -10.2708 -8.8024 -2.8074 -1.3408
2 -4.1241  -7.1458 -8.8024 -10.2708 -4.2758 -2.8091
1 1.8709 -1.1508 -2.8074 -4.2758 -10.2708 -8.8041
0 3.3376  0.3159  -1.3408 -2.8091 -8.8041 -10.2708

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Tabla 16. Comparacion de medias de la EB de A. bisporus ECS 0305 sobre 60
kg de pasto pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601.

EB DESV
TRAT2 1 2 3 PROM |ESTANDAR
a1 72.67 7433 4433 63.78 16.86
a2 79.57 76.80 82.33 79.57 277
43 80.83 68.33 81.67 76.94 7.47
d4 59.00 43.00 72.00 58.00 14.53
d5 32.00 19.67 53.43 35.03 17.09

Tabla 17. Eficiencia biologica de A. bisporus ECS 0305 sobre 40 Kg. de pasto
pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601.



ANALISIS DE VARIANZA

TRAT2
Origen de las Sumade Gradosde Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 3828.23511 4 957.058778 5.62546549 0.01230133 3.47804969
Dentro de los
grupos 1701.29704 10 170.129704
Total 5529.53215 14

Tabla 18. ANOVA de la EB de A. bisporus ECS 0305 sobre 40 kg de pasto
pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601.

Alpha= 0.05

Comparacién de medias usando “t” de Student

t 2.22814

Abs(Dif)-LSD  d2 d3 d1 d4 d5

d2 -23.7290 -21.1056 -7.9390 -2.1623 20.8044
d3 -21.1056 -23.7290 -10.5623 -4.7856 18.1810
d1 -7.9390 -10.5623 -23.7290 -17.9523 5.0144
d4 -2.1623 -4.7856 -17.9523 -23.7290 -0.7623
d5 20.8044 18.1810 5.0144 -0.7623 -23.7290

Positive values show pairs of means that are significantly different.

Tabla 19. Comparacion de medias de la EB de A. bisporus ECS 0305 sobre 40
kg de pasto pangola composteado por S. thermophilum ECS 0601.
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C. Ensayo de valuacion de cuatro suplementos proteicos sobre el rendimiento de

A. bisporus.
ANALISIS DE VARIANZA
Grados
Origende las Suma de de Promedio de Valor critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos  696.445783 3 232.148594 1.50647494 0.24340552 3.09839122
Dentro de los
grupos 3082.0107 20 154.100535
Total 3778.45649 23

Tabla 20. ANOVA de la Evaluacion de cuatro suplementos proteicos sobre el
rendimiento de A. bisporus ECS 0305 sobre pasto pangola composteado por S.

thermophilum ECS 0601

D. Evaluacion de tres suplementos proteicos sobre el rendimiento de A. bisporus

Analisis de varianza

Grados Suma de Cuadrados
Fuente de . F
. cuadrados medios
libertad
Model 5 391.27945 78.2559 4.0313
Error 2 38.82435 19.4122 Prob > F
C. Total 7 430.1038 0.2106

Tabla 21. ANOVA de la Evaluacion de tres suplementos proteicos sobre el
rendimiento de A. bisporus ECS 0305 sobre pasto pangola composteado por S.

thermophilum ECS 0601
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Alpha= 0.05

Comparacién de medias usando “t” de Student

t

2.11991
Abs(Dif)-LSD

7
7 -30.6966
4 -21.45
5 -20.1466
8 -17.7866
6 -17.4566
1 -16.81
2 -6.81
3 -6.59

Positive values show pairs of means that are significantly

different.

4
-21.45

-30.6966
-29.3933
-27.0333
-26.7033
-26.0566
-16.0566
-15.8366

5
-20.1466
-29.3933
-30.6966
-28.3366
-28.0066
-27.36
-17.36
-17.14

8
-17.7866
-27.0333
-28.3366
-30.6966
-30.3666
-29.72
-19.72
-19.5

6

-17.457
-26.703
-28.007
-30.367
-30.697
-30.050
-20.050
-19.830

1

-16.81
-26.0566
-27.36
-29.72
-30.05
-30.6966
-20.6966
-20.4766

2

-6.81
-16.0566
-17.36
-19.72
-20.05
-20.6966
-30.6966
-30.4766

3

-6.59
-15.8366
-17.14
-19.5
-19.83
-20.4766
-30.4766
-30.6966

Tabla 22. Comparacion de medias de la Evaluacién de tres suplementos
proteicos sobre el rendimiento de A. bisporus ECS 0305 sobre pasto pangola
composteado por S. thermophilum ECS 0601
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Fig. 11. Influencia de tres suplementos proteicos en la EB de A. bisporus ECS -

0305 sobre pasto pangola con el 2% de cal comercial y 10% de cal dolomitica
composteado por S. thermophilum ECS-0601.
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