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PRESENTACION

En este volumen se recogen las ponencias presentadas en las V Jornadas Técnicas del
Champifion y Otros Hongos Cultivados en Castilla-La Mancha, celebradas en
Villanueva de La Jara (Cuenca), durante los dias 10 y 11 de noviembre de 2009.

Al igual que en ediciones anteriores, participaron investigadores que desarrollan su
labor profesional en el &mbito del cultivo de los hongos comestibles. En esta ocasion, se
destaco el papel que puede desempefiar el champifion como alimento funcional, ya que
cuenta con numerosos componentes que ayudan a prevenir o incluso a paliar los efectos
de algunas de las enfermedades mas frecuentes en la sociedad actual. Se subrayé la
importancia que tiene para nuestro sector productivo continuar ofreciendo a los
consumidores un producto de calidad, en estado 6ptimo y bien conservado. Con el fin
de ayudar a conseguir este objetivo, se abordd la necesidad de implantar un sistema de
analisis de peligros y puntos de control critico (APPCC), en la produccion,
transformacion y comercializacion del champifion y otros hongos comestibles
cultivados. También se realizaron propuestas sobre el cultivo de algunas especies
fingicas que resultan novedosas en nuestra comarca y que son interesantes tanto por su
valor comercial y culinario como por su aplicacién farmacéutica, nos referimos en
concreto a los hongos Lentinula edodes (Shiitake), Tuber melanosporum (Trufa) y
Agaricus blazei. El control de plagas y enfermedades del champifion, bien mediante el
uso de productos fitosanitarios, o bien mediante métodos de control bioldgico, también
fue objeto de varias ponencias. Las recomendaciones de control ofrecidas por los
conferenciantes estdn en consonancia con el respeto al medio ambiente y con la
seguridad alimentaria que reclaman los consumidores. Por ultimo, al igual que sucedid
en anteriores ediciones, se realizaron varias ponencias sobre la valorizacion del sustrato
post-cultivo de hongos, incidiendo sobre todo en la elaboraciéon de productos organicos
para enmiendas de suelos, en su utilizaciéon como enmienda en suelos contaminados por
metales pesados, y en su aplicaciéon como material para elaborar mezclas de coberturas
y sustratos para el cultivo de setas del género Pleurotus.

Con la publicacién de este volumen, la Diputacion de Cuenca, a través del Centro de
Investigacion, Experimentacion y Servicios del Champifién, desea reiterar su apoyo al
sector productor de hongos cultivados de nuestra provincia. Esperamos que la
informacion que aqui se presenta pueda ayudar a resolver algunos aspectos
problematicos del cultivo de hongos comestibles y contribuir a elevar el grado de
rentabilidad de este importante sector productivo de Castilla-La Mancha.

Benjamin Prieto Valencia
Presidente de la Diputacion Provincial de Cuenca
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El champifion como alimento funcional

Cristina Soler-Rivas y Guillermo Reglero

Seccidn Departamental de Ciencias de la Alimentacion. Universidad Auténoma de Madrid.

Un alimento funcional es aquel que proporciona beneficios para la salud mas alla
de los requerimientos nutricionales basicos (su utilizacion como fuente de energia), es
decir, es un alimento que contiene ingredientes que se han probado que ayudan a mejorar
la salud humana porque son capaces de reducir el riesgo de contraer enfermedades y
promocionar una mejor salud. Los alimentos funcionales pueden ser alimentos tal cual o
fortificados con ingredientes que ejercen un beneficio a la salud fisica y metal del
individuo que lo consume (Hicks y Moreau, 2001).

El mercado de los alimentos funcionales

Actualmente en los mercados existen numerosos alimentos que se venden como
funcionales alegando multiples propiedades mas o menos definidas segun el producto. Se
podrian clasificar dentro de las siguientes categorias: alimentos "moda”, ingredientes
“moda”, alimentos con una finalidad especifica, alimentos para un sector especifico de la
poblacién o alimentos sin ninguna finalidad especifica.

Como alimentos "moda” se incluiria a todos aquellos enriquecidos, obtenidos o
relacionados con un alimento que se ha puesto de moda por sus propiedades beneficiosas
para la salud. Un ejemplo de este tipo de alimentos podrian ser las leches y/o derivados
lacteos, los zumos, las galletas, las barritas energéticas etc. que contienen en su
composicidn soja, extractos de soja, leche de soja, proteinas de soja, isoflavonas de soja
etc. Otros "alimentos moda” serian los enriquecidos en Aloe vera, en melisa, en jalea real
etc.

Bajo la categoria de alimentos con “ingredientes moda” se encontrarian aquellos
alimentos que incluyen ingredientes que por sus caracteristicas beneficiosas se consideran
beneficiosos para la salud como por ejemplo, los derivados lacteos, ovoproductos etc.
enriquecidos en “dcidos grasos ®-3" que al parecer previenen de enfermedades
cardiovasculares. También son frecuentes los productos enriquecidos con “fibra dietética”
también llamados alimentos prebidticos o con fibra bioactiva (productos de panaderia,
cereales etc.). Otros ingredientes de moda son el “acido oleico™ que se utiliza para mejorar
el perfil de acidos grasos de cierto tipo de aceites vegetales u otro tipo de grasas con efecto
hipocalorico (aceites, frutos secos etc. con oleosan, tonalin etc.).

También se venden alimentos que alegan una finalidad especifica muy concreta
como los productos que dicen que son capaces de “ayudar a las defensas™ o con “efecto
bifidus” conocidos como alimentos probioticos. Otros aseguran ayudar a reducir el nivel de



colesterol, la hipertensién, mantener el indice glucémico, reducir los niveles de ansiedad
etc.

Otros estan disefiados para un sector especifico de la poblacion como los que llevan
por ejemplo L-carnitina, un compuesto que aumenta el rendimiento de los deportistas, o los
que llevan isoflavonas para evitar los efectos de la menopausia entre mujeres maduras o
con acido folico recomendadas para embarazadas, o mezclas especificas de ingredientes
para mejorar la alimentacidn de nifios 0 mayores (calcio, minerales, vitaminas etc.)

El resto de alimentos funcionales se podrian incluir en un grupo de productos sin
una finalidad concreta, simplemente que son mejores que la version ofrecida hasta ahora
como "normal” ya que se han reducido los niveles de sal o de fosfatos, o se han sustituido
los colorantes artificiales por naturales. Los hay que llevan verdura o fruta alegando que su
consumo frecuente es recomendado, otros indican que contienen nutrientes para
“mantenerse bien” o “bella” sin definir especificamente como se consigue este efecto, etc.

Segun las ultimas estadisticas obtenidas de encuestas, destinadas a recoger la
opinién del consumidor medio sobre la avalancha de nuevos productos funcionales que se
lanzan al mercado casi a diario, se deduce que la mayoria de los consumidores se
encuentran un poco confusos y se preguntan sobre todo si sera verdad todo lo que dice la
publicidad sobre ellos. Algunos tienen la sensacidon de que si no los toman van a padecer
enfermedades y otros que como los toman ya pueden despreocuparse de seguir una dieta
variada y saludable. Pero, como casi todo en esta vida, la verdad sobre los alimentos
funcionales es una verdad a medias y en este caso, que el producto se acerque mas a la
verdad o a la mentira viene definido principalmente por la concentracion a la que se
encuentran los ingredientes bioactivos dentro del producto. Por ejemplo: entre los
diferentes tipos de leche que estdn enriquecidas en ®-3 hay de dos tipos, unas estan
enriquecidas en acido linolénico obtenido de aceites vegetales. Es cierto que este acido
graso es un ®-3 y es precursor de los que realmente son bioactivos que son el DHA y el
EPA (4cidos docosahexaenoico y eicosapentaenoico), luego si ingerimos acido linolénico
se transformard en estos acidos importantes dentro de nuestro organismo, pero esta
transformacion en adultos es muy pobre, luego el efecto es minimo si tenemos en cuenta
que ademas el acido linolénico esta afiadido en un 0,05% a la leche, una concentracion
bastante baja. Otros tipos de leche estan enriquecidas directamente con EPA y DHA de
aceites de pescado por lo que en principio serian mas efectivas pero por cuestiones
tecnoldgicas solo se pueden afiadir en concentraciones iguales o inferiores al 0,03%. Si
comparamos estas cantidades con el contenido en ®-3 que tienen por ejemplo las sardinas
(casi 3 g de ®-3/100g de sardina) llegamos a la conclusion de que habria que tomarse unos
8 litros de este tipo de leche para conseguir el mismo efecto que se conseguiria tomando
una sardina.

Los productos que contienen fitoesteroles o derivados de estos compuestos y que
alegan poder reducir el nivel de colesterol son de eficacia variable también dependiendo de
su concentracidon en el producto que se vende. Solo son realmente efectivos aquellos que
llegan a cantidades suficientes como los que incluyen 1,6 g fitoesteroles o 2 g estanoles por
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botellita pero hay que tener en cuenta que existe un maximo en su ingesta de 3 g diarios y
que por encima de esa cantidad pueden llegar a ser toxicos, cosa que ocurriria por ejemplo
si se toman junto con un abundante plato de verduras. Otra cosa que se debe tener en
cuenta y que estd advertido en estos productos pero en letras muy pequefias es que su
consumo puede inhibir la asimilacion de otros compuestos beneficiosos para la salud como
los carotenoides (precursores de la vitamina A) (Delaquis y Mazza, 1997; Ferrari y Torres,
2003).

Alimentos funcionales a base de hongos comestibles

Actualmente en los supermercados espafioles, de todos estos alimentos funcionales
ofertados no existe ninguno que contenga champifion o alguna otra especie de hongo
comestible como ingrediente bioactivo. Sin embargo, en otros paises del mundo si que se
encuentran facilmente, sobre todo en Japon que son comunes desde hace bastantes afios y
se han ido extendiendo sobre todo al resto de paises asiaticos.

En Japén se dieron dos factores que resultaron muy favorables para que se
encuentren numerosos alimentos funcionales a base de hongos. Por un lado hacia los afios
60, los gobiernos japoneses fueron los primeros en fomentar el mercado de alimentos
funcionales y de regularlo. Todo producto que quisiera ser vendido como alimento
funcional debia pasar una serie de pasos, que incluia una investigacion cientifica que
avalase lo que se alegaba para conseguir que su producto pudiera poner una etiqueta oficial
que lo nominaba como producto FOSHU (Food for Specific Health Use). Por otro lado, en
este pais existia la tradicion casi milenaria de consumir hongos comestibles como remedio
para enfermedades.

De los alimentos con etiqueta FOSHU que se venden hoy en dia en Japén, la
mayoria son alimentos prebidticos o con fibra dietética, también hay muchos probioticos.
En menor cantidad también los hay para regular el nivel de colesterol, la hipertension y el
metabolismo de lipidos. En todas estas categorias los hay que incluyen hongos como
ingredientes bioactivos. Los alimentos ofertados son de dos tipos, o bien se venden
directamente como hongo fresco o deshidratado al que se le atribuyen propiedades que por
tradicion los japoneses conocen, o bien se venden como hongos procesados y
transformados en extractos alcohdlicos, acuosos, concentrados etc. a las empresas de
alimentos como aditivos alimentarios para que sean ellas las que se los afiadan a cierto tipo
de alimentos comunes para “funcionalizarlos”, es decir, venderlos posteriormente como
alimentos funcionales. Estos aditivos alimentarios “con un plus”, son en realidad
potenciadores del sabor para productos alimenticios que en Espaiia también se venden a las
industrias alimentarias pero se obtienen por fermentaciones con levaduras. En Japon
aprovechan que los hongos también son ricos en glutamato, nucleétidos etc. y se venden
mejor alegando que aparte de simular el aroma de la carne, estos otros aditivos actiian
como antioxidantes naturales evitando la oxidacién del producto e incluso ejercen un
efecto beneficial para la salud (el “"plus” saludable) como fuente extra de fibra dietética o



extra de vitaminas y minerales. Asi, en una busqueda de patentes reciente se encontraron
10 de ellas describiendo preparados o suplementos alimenticios a base de hongos para
potenciar las propiedades organolépticas y saludables de los productos alimenticios (Tabla

1.

También es frecuente encontrar en los supermercados japoneses barritas
energéticas, diferentes tipos de pan y productos de panaderia, espaguetis chinos (noodles),
extrusionados (aperitivo tipo “gusanitos”) o galletas que contienen multitud de especies
diferentes de hongos principalmente como fuente extra de fibra dietética y antioxidantes.
En realidad lo que hacen los panaderos es sustituir parcialmente la harina de trigo por
hongos pulverizados y normalmente utilizan para la molienda los hongos de peor calidad o
las partes desechables. Existen 8 productos patentados y muchos otros (tipo pan de uso
diario) ofertados en los supermercados y establecimientos similares.

También se venden todo tipo de bebidas a base de hongos bioactivos. Se pueden
encontrar facilmente cervezas, vinos, licores, tes y cafés que incorporan extractos de
hongos solos 0 mezclados con otras plantas también consideradas como bioactivas. Las
especies de hongos mas utilizados son el Agaricus blazeii y varias especies de los género
Ganoderma y Lentinula, aunque hay muchos otros. La publicidad sobre estas bebidas alega
propiedades muy diversas unos son antioxidantes, otros inmunomodulatorias o
antitumorales, antivirales, anti-hipertension, reguladores de nivel de colesterol, de glucosa,
etc.

Aparte de los indicados, también se ofertan preparados de hongos como salsas
especificas para condimentar cierto tipo de platos o como sustitutos de carnes y pescados
para vegetarianos (tipo tofu, hamburguesas vegetales etc.), dentro de mermeladas (o
chutney) o como productos fermentados e incluso, al igual que ocurre en Europa con otros
productos funcionales, también se comercializan preparados especificos para ciertos
sectores de poblacion con requerimientos nutricionales diferentes. Asi se recomienda para
los nifios los chocolates y noodles enriquecidos en L. edodes para evitar la anemia y
estimular el apetito. Para adultos activos se sugiere la leche de soja con Ganoderma y otros
productos similares para ancianos que les ayuda a reducir el riesgo de enfermedades como
la hiperlipidemia, osteoporosis, diabetes etc. (Chang, 1996).

Aun queda por confirmar la veracidad de algunos de estos productos, pero en la
mayoria de los casos, sobre todo en aquellos productos que consiguieron la denominacion
de FOSHU, existen realmente pruebas cientificas que confirman su efectividad. Hay que
recordar que Japoén comenzd hace mucho tiempo a trabajar en el disefio de alimentos
funcionales, lo que les supone una ventaja temporal para la ejecucion y desarrollo de un
mayor numero de estudios cientificos que las que se han podido realizar en Estados Unidos
o Europa. Alli incluso se han realizado pruebas a nivel clinico sobre determinados
ingredientes bioactivos.

Los estudios clinicos que mas avanzados estan son aquellos que demuestran la
capacidad antitumoral de extractos de ciertos hongos ya que hace mucho tiempo estudios
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epidemioldgicos relacionaron el consumo habitual de Flammulinas con una reduccion del
riesgo a padecer cierto tipo de canceres. También hace mucho que se aislaron polisacaridos
especificos como el kerstino (en 1970), el lentinano (1985), esquizofilano (1986) etc., que
estaban autorizados y se utilizaban en los hospitales japoneses como adyuvantes en
tratamientos de cancer. Actualmente se conocen y se utilizan muchos mas y ya no solo son
polisacdridos de tipo B-glucanos como los mencionados sino glicoproteinas como las
lectinas. Los Japoneses también han avanzado mucho en el estudio de las actividades de
los hongos como alimentos prebioticos, sobre todo con Agaricus blazeii aunque no es la
unica especie investigada (Leung, Fung et al., 1997; Minato, Mizuno et al., 1999).

En los ultimos cinco afios también han comenzado a aparecer alimentos funcionales
a base de hongos comestibles en Estados Unidos y en Canada. Actualmente, el mercado de
los alimentos funcionales en estos paises estd bastante bien regulado y para poder vender
un producto con una alegacion de propiedades saludables debe conseguir la autorizacion de
la FDA (Food and Drug Administration). Segun lo que se quiera alegar debera cumplir
unos requisitos u otros clasificados bajo 4 categorias que requieren de mayor a menor
grado de estudios cientificos que demuestren su efectividad. Normalmente, se permite el
transito fluido de alimentos funcionales entre Japén y EEUU, sobre todo de aquellos
productos que consiguieron su denominacion FOSHU y tienen un elevado mercado alli
debido principalmente a la alta tasa de inmigracion asiatica en ese pais. Ademads, los
norteamericanos se han dado cuenta de sus posibilidades y comienzan a aparecer patentes
sobre el uso de hongos funcionales para todo tipo de producto “beneficioso para la salud”,
sobre todo aprovechando los sub-productos de cultivos de hongos para el disefio de nuevos
alimentos (Tabla 1).

En Europa se tard6 mucho tiempo en regular los alimentos funcionales asi que
hasta ahora se podia vender cualquier producto alegando realmente nada concreto pero que
daba a entender que mejoraba la salud del consumidor. En Enero del 2007 la accién
concertada FUFOSE (Functional Food Science in Europe) y la UE publicaron finalmente
la ley que regula todos estos productos y sus alegaciones de salud y desde Julio del 2007,
fecha de aplicacion de la ley, hasta ahora en Espafia, de 4000 productos que han solicitado
su incorporacién al mercado como alimento funcional solo 7 han conseguido la
aprobacion. Ninguno de los 7 aprobados hasta ahora y probablemente ninguno de los 4000
presentados incluye algin tipo de hongo como ingrediente bioactivo para funcionalizar
alimentos. En Europa los hongos bioactivos se siguen vendiendo solo como suplementos
nutricionales en herbolarios o por internet. Luego su comercializacién como alimentos
funcionales o ingredientes para funcionalizar alimentos supone un nuevo mercado que
econdmicamente no es rechazable.

Propiedades bioactivas del champifion y otros hongos comestibles

Los hongos deben ser considerados como alimentos saludables por muchos de los
mismos motivos por los que otros alimentos ya se consideran, por ejemplo, al igual que las
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verduras y frutas, los hongos poseen compuestos antioxidantes como las vitaminas C, E, D,
también tienen compuestos fenolicos y los que son de color naranja, como el niscalo o la
cantarela, presentan carotenoides que son precursores de la vitamina A (Barros, Ferreira et
al., 2007; Barros, Cruz et al., 2008). Ademds contienen ergotioneina (Figura 1), un
antioxidante muy potente que actia a varios niveles en nuestro organismo contra muchas
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo y que es capaz de inhibir enfermedades
autoinmunes de tipo reumadticas, artritis etc. Algunas especies de hongos como el Boletus
edulis contienen casi 50 veces mas ergotioneina que el higado, considerado hasta ahora
como la mejor fuente de este compuesto, seguido por las legumbres, el ajo, etc. El
champifion, dependiendo de la variedad y las condiciones de cultivo puede también llegar a
tener entre 5-8 veces mas ergotioneina que el higado (Dubost, Beelman et al., 2006;
Franzoni, Colognato et al., 2006; Dubost, Ou et al., 2007; Ey, Schomig et al., 2007).

Ademas, cuando se compararon los efectos antioxidantes de la ergotioneina pura y
un extracto de Flammulina velutipes con la misma concentraciéon del compuesto, se
descubrié que el extracto mostraba mayor capacidad antioxidante que el compuesto puro
indicando que los hongos tienen algo mas, que podrian ser fenoles, que hace que su poder
antioxidante se incremente (que se produzcan sinergias).

Cuando se comparan las propiedades antioxidantes de los hongos con las verduras
consideradas como una buena fuente de estos compuestos, se puede observar que los
hongos tienen propiedades intermedias. Segun los resultados obtenidos por el método
ORAC, algunas verduras como el brécoli y el pimiento rojo tienen mayor capacidad
antioxidante que hongos como los portabella y los crimini, pero otras como la judia verde y
la zanahoria tienen menor capacidad. Aunque hay que tener en cuenta que los resultados de
este tipo de comparaciones pueden variar dependiendo del método de medida que se
utilice, porque hay muchos y todos validos, pero dependen del mecanismo de actuacion del
compuesto o compuestos predominantes como antioxidantes. Por ejemplo, si medimos la
capacidad antioxidante del champifidn utilizando el método del DPPH o su actuacion como
inhibidor de peroxidos (Figura 2), el champifion muestra una capacidad muy superior a
otros hongos comunmente consumidos en Espafia como el pleurotus, el shiitake y otros
hongos silvestres como el boletus, la cantarela, la amanita, el niscalo, la colmenilla etc. Sin
embargo, si utilizamos el método del ABTS, su capacidad es inferior a muchos de los
mencionados. Esto indica que el champifion tiene cierto tipo de antioxidantes y que son
diferentes de los de las otras especies (Tsai, Tsai et al., 2007; Ramirez-Anguiano et al.,
2007; Barros, Falcao et al., 2008).

Ademas de compuestos antioxidantes, los hongos contienen compuestos
antimicrobianos conocidos y explotados por la industria farmacéutica desde hace mucho.
Hoy en dia existen multitud de especies de hongos (comestibles y no comestibles) cuyos
micelios son utilizados habitualmente para la obtencidn de antibioticos. Los hongos
comestibles aunque sean macroscopicos también son capaces de producir algunos de estos
compuestos y suelen ser muy diferentes de los de las plantas y microorganismos de origen
bacteriano porque se generan por rutas metabdlicas totalmente distintas. Los que mejor se
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conocen son los del Lentinus edodes (lentionina, lentina, lentinamicina etc.), L. crinitus
(desoxihipnofilina), Ganoderma lucidum (ganomicinas etc), P. ostreatus (octanona,
benzaldehidos, pleurostrin etc.) y se estdn descubriendo mas en otras especies como
algunos péptidos en P. eryngii y B. edulis o sesquiterpenoides en F. velutipes etc.
(Hirasawa et al., 1999; Harrowven et al., 2001; Kitzberger et al., 2007). Los estudios
realizados sobre el champifion eran escasos e indicaban que carecia de este tipo de
compuestos hasta que Santoyo et al. (2009) descubrieron que no se detectaban en el
champifién y en otro tipo de hongos comestibles porque los ensayos se estaban realizando
sin tener en cuenta la presencia de enzimas oxidativas. Si los ensayos experimentales
realizados para detectar las actividades antimicrobianas de extractos acuosos de hongos
comestibles se realizaban en presencia de inhibidores de enzimas como la tirosinasa, la
lacasa y las peroxidasas, algunos hongos si que mostraban actividades antimicrobianas
interesantes. Asi, los extractos acuosos obtenidos de cantarellas eran efectivos contra el
Staphyllococcus aureus, un patéogeno gram positivo comun de los alimentos, y los
extractos de los niscalos inhibian el crecimiento de bacterias gram negativas como
Escherichia coli. Agaricus bisporus también presentaba compuestos que inhibian el
crecimiento de las dos bacterias mencionadas aunque no era eficaz contra otros patogenos
de origen fungico como Candida albicans (en forma de levadura) y Aspergillus niger. Si se
comparaba la actividad anti-E. coli observada en los extractos acuosos de champifiéon con
otros productos alimenticios como extractos de romero y laurel considerados como plantas
con buenas propiedades antimicrobianas, el champifidn era menos efectivo que el romero
pero un poco mas que el laurel, e incluso muy similar a algunos extractos de ganoderma,
hongo famoso por sus multiples propiedades antimicrobianas.

Las propiedades antivirales de los hongos comestibles se intuian desde hace tiempo
ya que los japoneses usaban el shiitake como remedio casero contra la gripe. Estudios
posteriores con mayor base cientifica demostraron su eficacia y también la de otros hongos
como ganoderma no solo contra el virus de la influenza tipo A, sino contra el Herpes
simplex tipo 1 y el de la inmunodeficiencia humana tipo 1 (HIV-1). Los responsables de
esta actividad eran triterpenos y otros compuestos identificados como ganodermadiol y
licidadiol. F. velutipes produce también una glicoproteina llamada velutina capaz de
inhibir al HIV-1 y otras especies de hongos, incluso del genero Agaricus, como A. blazeii
producen polisacaridos sulfatados efectivos contra la polio y el herpes (tipo 1 y 2). Sin
embargo, las propiedades antivirales del champifion no se habian investigado hasta hace
poco (Eo et al., 2000).

El mecanismo por el cual un farmaco o un extracto cualquiera actian como
antiviral depende del tipo de compuesto de que se trate. Simplificando estos mecanismos
se podria decir que los antivirales pueden actuar en cuatro de las etapas que tienen lugar
durante el proceso de infeccidon de un virus. Para determinar este mecanismo se tendria que
ver si actia en cualquiera de las cuatro etapas. La primera etapa seria identificar si el
compuesto es capaz de "“matar” al virus antes de que infecte, es lo que se llama efecto
viricida. Otra etapa donde podria actuar seria impidiendo que el virus alcance las células, o

evitando que las células absorban al virus y por ultimo, impidiendo que aquel virus que
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haya infectado la célula se pueda reproducir. Los extractos acuosos de champifién no son
capaces de matar al virus del Herpes pero si dificultan que éste llegue a las células, que se
absorba y que se replique y en algunos pasos es mas eficiente que otros hongos como B.
edulis, P. ostreatus y L. edodes. Ademas, los extractos de champifiéon estudiados previenen
la infeccion, que es un estadio mucho mejor que la mayoria de los antivirales que se
venden hoy en dia (farmacos) que lo que hacen es evitar la propagacion del virus una vez
infectado. La actividad antiviral observada en el champifiéon se debe principalmente a sus
compuestos polisacaridos como ocurre en muchas otras especies de hongos.

Los hongos comestibles, incluyendo al champifiéon, se pueden considerar como
alimentos prebiodticos es decir pueden ejercer el mismo efecto que algunos yogures,
productos carnicos y cereales que contienen polisacaridos llamados comunmente como
fibra bioactiva o dietética. Todos estos alimentos contienen realmente compuestos
prebioticos que son aquellos compuestos no digeribles capaces de estimular de forma
selectiva el crecimiento y/o la actividad de algunos microorganismos probioticos que
habitan en el intestino, es decir solo estimulan el crecimiento de los microorganismos
beneficiosos. Un tipo de esta fibra insoluble o fibra dietética es la quitina y las paredes
celulares de los hongos estan constituidas casi entre un 80 — 90% de quitina, luego los
hongos son una buena fuente de fibra dietética aunque comparado con otros hongos como
el B. edulis y el P. ostreatus por ejemplo, el champifién no es la especie mas rica en quitina
(0,6 g/100 g) pero contiene otros polisacaridos considerados también como fibras dietéticas
(1,9 g/100 g).

Ademads de la quitina, otros polisacaridos interesantes de los hongos son los -
glucanos ya que hay muchos estudios que los sefialan como compuestos responsables de
las actividades inmunomoduladoras y antitumorales observabas en algunas especies de
hongos (L. edodes, Ganoderma sp., F. velutipes, etc). Los B-glucanos son capaces de
inhibir la aparicion de diversos tumores por diferentes mecanismos relacionados
principalmente con la inhibicidn o activacion de diferentes vias de regulacion del sistema
inmunologico (Gonzaga et al, 2005; Kim et al., 2005; Zheng et al., 2005).
Desafortunadamente, el champifidon contiene estos compuestos en muy pequefia
concentracion (1,4 mg/100 g) aunque si que contiene otros que recientemente también se
han sefialado como antitumorales y son las lectinas, unas glicoproteinas que al parecer son
capaces de inhibir la proliferacidon de las células tumorales humanas del cancer de colon.

Las setas pleurotas, las shiitake, algunas variedades de Ganoderma y otras pocas
especies de hongos comestibles contienen también compuestos capaces de reducir los
niveles de colesterol. Estos compuestos actuan de forma similar a los farmacos
administrados a pacientes que padecen hipercolesterolemia, es decir inhiben la ruta
biosintética de colesterol de nuestro organismo (Gunde Cimerman y Cimerman, 1995;
Sugiyama et al., 1995). De momento, no se ha estudiado si el champifion contiene este tipo
de compuestos. Los que si se han estudiado son otros compuestos, que al parecer son
exclusivos del champifion y que son capaces de suprimir la propagacion de la ascitis
tumoral en ratones. También se ha demostrado que sus enzimas oxidativas (las tirosinasas
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que pardean al champifiéon si se dafia) y los productos resultantes de su oxidacion, son
capaces de evitar el dafio oxidativo que producen sobre el DNA ciertos compuestos
mutagénicos (Shi et al., 2002). Y ademds contienen otro tipo de compuestos, ain sin
identificar, que son capaces de inhibir enzimas como la aromatasa y la esteroide 5-o-
reductasa, relacionadas con la aparicion del cancer de mama y prostata.

Tras todo lo expuesto, se puede concluir que el champifidn contiene muchos
compuestos bioactivos interesantes, lo inico que podria depreciar sus cualidades es su baja
concentracion dentro del cuerpo fructifero, que haria que en algunos casos probablemente
fuera insuficiente para ejercer el supuesto efecto beneficioso. Pero, hoy en dia, éste es un
problema facilmente solucionable ya que se dispone de tecnologias muy avanzadas para
aumentar su efectividad de varias maneras. Una seria, por ejemplo, adicionar compuestos
especificos al sustrato de forma que durante su cultivo el champifion absorbiera los
compuestos beneficiosos en mayores cantidades (Spolar ef al., 1999). Otra seria preparar
concentrados o extractos bioactivos del champifion extrayendo de forma selectiva solo
aquellos compuestos que tengan propiedades beneficiosas usando técnicas especificas
como cromatografia o extraccidon con fluidos supercriticos etc. para la adicion de estos
preparados a otro tipo de alimentos. La preparacion de estos concentrados tienen la ventaja
de que los compuestos bioactivos se pueden obtener de sub-productos del cultivo, dejando
los champifiones de mejor calidad para el consumo y valorizando sus desechos. Luego el
champifién es una fuente de compuestos bioactivos que puede ser utilizado para disefiar
nuevos alimentos funcionales de interés comercial.

REFERENCIAS

Barros, L., T. Cruz, et al. (2008). Wild and commercial mushrooms as source of nutrients
and nutraceuticals. Food and Chemical Toxicology 46: 2742-2747.

Barros, L., S. Falcao, et al. (2008). Antioxidant activity of Agaricus sp. mushrooms by
chemical, biochemical and electrochemical assays. Food Chemistry 111: 61-66.

Barros, L., M. J. Ferreira, et al. (2007). Total phenols, ascorbic acid, B-carotene and
lycopene in Portuguese wild edible mushrooms and their antioxidant activities. Food
Chemistry 103: 413-419.

Chang, R. (1996). Functional properties of edible mushrooms. Nutrition Reviews 54: S91-
S93.

Delaquis, P. and G. Mazza (1997). Functional vegetable products. In: Functional foods.
Biochemical & processing aspects. G. Mazza. Lancaster, Technomic.

Dubost, N. J., R. B. Beelman, et al. (2006). Identification and quantification of
ergothioneine in cultivated mushrooms by liquid chromatography-mass spectroscopy.
International Journal of Medicinal Mushrooms 8: 215-222.

Dubost, N. J., B. Ou, et al. (2007). Quantification of polyphenols and ergothioneine in
cultivated mushrooms and correlation to total antioxidant capacity. Food Chemistry
105: 727-735.

Eo, S.K., Kim, Y.S. et al. (2000). Possible mode of antiviral activity of acidic protein
bound polysaccharide isolated from Ganoderma lucidum on herpes simplex viruses.
Journal of Ethnopharmacology 72 :475-481.

15



Ey, J., E. Schomig, et al. (2007). Dietary Sources and Antioxidant Effects of
Ergothioneine. Journal of Agricultural and Food Chemistry 55: 6466-6474.

Ferrari, C. K. B. and E. A. F. S. Torres (2003). Biochemical pharmacology of functional
foods and prevention of chronic diseases of aging. Biomedicine & Pharmacotherapy 57:
251-260.

Franzoni, F., R. Colognato, et al. (2006). An in vitro study on the free radical scavenging
capacity of ergothioneine: comparison with reduced glutathione, uric acid and trolox.
Biomedecine & Pharmacotherapy 60: 453-457.

Gonzaga, M. L. C., N. M. P. S. Ricardo, et al. (2005). Isolation and characterization of
polysaccharides from Agaricus blazei Murill. Carbohydrate Polymers 60: 43-49.

Gunde Cimerman, N. and A. Cimerman (1995). Pleurotus fruiting bodies contain the
inhibitor of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase - lovastatin.
Experimental Mycology 19: 1-6.

Harrowven, D. C., M. C. Lucas, et al. (2001). The first total synthesis of (£)-1-
desoxyhypnophilin. Tetrahedron 57: 9157-9162.

Hicks, K. B. and R. A. Moreau (2001). Phytosterols and Phytostanols: Functional Food
Cholesterol Busters. Food Technology 55: 63-67.

Hirasawa, M., N. Shouji, et al. (1999). Three kinds of antibacterial substances from
Lentinus edodes (Berk.) Sing. (Shiitake, an edible mushroom). International Journal of
Antimicrobial Agents 11: 151-157.

Kim, G. Y., M. Y. Lee, et al. (2005). Effect of water-soluble proteoglycan isolated from
Agaricus blazei on the maturation of murine bone marrow-derived dendritic cells.
International Immunopharmacology 5: 1523-1532.

Kitzberger, C. S. G., A. Smania, et al. (2007). Antioxidant and antimicrobial activities of
shiitake (Lentinula edodes) extracts obtained by organic solvents and supercritical
fluids. Journal of Food Engineering 80: 631-638.

Leung, M. Y. K., K. P. Fung, et al. (1997). The isolation and characterization of an
immunomodulatory and anti-tumor polysaccharide preparation from Flammulina
velutipes. Immunopharmacology 35: 255-263.

Minato, K., M. Mizuno, et al. (1999). Autolysis of Lentinan, an antitumor polysaccharide,
during storage of Lentinus edodes, Shiitake mushroom. Journal of Agricultural and
Food Chemistry : 1530-1532.

Ramirez-Anguiano, A.C., Santoyo, S. et al. (2007). Radical scavenging activities,
endogenous oxidative enzymes and total phenols in edible mushrooms commonly
consumed in Europe. Journal of the Science of Food and Agriculture 87: 2272-2278.

Ramirez-Anguiano, A.C. (2009) Estudio de las propiedades bioactivas de hongos
comestibles para el disefio de productos carnicos funcionales. Tesis Doctoral.
Universidad Autéonoma de Madrid.

Santoyo, S., Ramirez-Anguiano, A.C. et al (2009) Improvement of the antimicrobial
activity of edible mushroom extracts by inhibition of oxidative enzymes. International
Journal of Food Science and Technology 44: 1057-1064

Shi, Y. L., I. F. F. Benzie, et al. (2002). Role of tyrosinase in the genoprotective effect of
the edible mushroom, Agaricus bisporus. Life Sciences 70:1595-1608.

Spolar, M. R., E. M. Schaffer, et al. (1999). Selenium-enriched Agaricus bisporus
mushrooms suppress 7,12-dimethlybenz[a]anthracene bioactivation in mammary tissue.
Cancer Letters 138: 145-150.

Sugiyama, K., T. Akachi, et al. (1995). Eritadenine-induced alteration of hepatic
phospholipid metabolism in relation to its hypocholesterolemic action in rats.
Nutritional Biochemistry 6: 80-87.

16



Tsai, S. Y., H. L. Tsai, et al. (2007). Antioxidant properties of Agaricus blazei, Agrocybe
cylindracea, and Boletus edulis. LWT - Food Science and Technology 40: 1392-1402.
Zheng, R., S. Jie, et al. (2005). Characterization and immunomodulating activities of
polysaccharide from Lentinus edodes. International Immunopharmacology S: 811-820.

17



Tabla 1. Resumen de algunas patentes que describen el uso de hongos o preparados a base
de hongos comestibles con propiedades bioactivas para el disefio de alimentos funcionales.

Patente Aiio Hongo Descripcién Autores
JP9173013 y 1998 | Lentinula edodes Proceso de preparacion de un extracto pulverizado de Tanaka Y.
US5780097 shiitake con el que conserva todos sus ingredientes
activos
JP2004248531 2004 | no especificado Método sencillo de produccion de extractos para Kazuhiro
sazonar a base de hongos F. and
Akio Y.
CN1140030 1997 | Hongo Xianggu Produccidn de un extracto liquido concentrado como Xinbang
aditivo saborizante nutritivo Y.
JP58081757 1983 | no especificado Extraccion para producir “esencia de hongo” sin Tominaga
degradacion de su valor nutricional et al.
JP2000004829 2000 | Hongo Awabi, Produccidn de extracto de hongos con sabor unico que | Hirao H.
Agaricus, puede ser usado para la preparacion de alimentos
Ganoderma saludables
lucidum
KR9310887 1993 | Hongo Pangaii Preparacion de un extracto para su adicion a varios Lee et al.
alimentos y reducir el nivel de colesterol en los que lo
consumen
CN1301502 2001 | Pies de Shiitake Produccidn de una bebida especial con lentinan Chen W.
pulverizado y fibra de hongos
CN1036884 1989 | Pies de Shiitake Produccidn de galletas saludables de shiitake Yang
C.Y.
CN1340311 2002 | Pies de Shiitake Utilizaciéon econdmica de los pies de shiitake para la Liu et al.
produccion de snacks nutritivos similares al jerky
CN1250624 2000 | Lentinula edodes Produccidn de una pasta nutritiva con sabor a pescado | Yu et al.
y beneficial para la salud de shiitakes
CN1218637 1999 | no especificado Utilizacion de los residuos y hongos de mala calidad Huang Z.
para la produccién de salsa de hongos
KR9512622 1995 | Ganoderma Produccién de alimentos saludables con actividad Kim and
lucidum, Coriolus beneficiosa sobre las funciones del higado Yu
versicolor
CN1117365 1996 | Collybia velutipes Producto con efectos beneficiosos en la prevencion y Xingrong
tratamiento de cancer adecuado para adultos y senior- | Y.
adultos con enfermedades cronicas
US Patent 2004 | Hericium Produccién de extractos de hongo que estimulan el Ohnogi H.
Application erinaceum, Grifola | crecimiento de los nervios
20040175396 frondosa, Agaricus
bisporus, Lentinus
edodes, Pleurotus
eryngii,
Flammulina
velutipes,
Hypsizygus
marmoreus
RU2167665 2000 | Hongos Black Producto a base de hongos enriquecido en complejos Bredneva
birch polifenol-carboxilicos biologicamente activos que N.D,,
puede ser usado para preparaciones terapéuticas o Shchegole
profilacticas y como aditivos alimentarios vAA.,
Larionov
L.P.
RU2259841 2004 | Hongo Birch Efficient production of dry extract of birch fungus to Tsoj G.A.,
be used as a dietary supplement. Kobiashvi
liG.A.,
Metlenkin
AA.
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CN1176756 1998 | Hericium, Liquido nutritivo y saludable producido a partir de Xie Y.
Genoderma, hongos comestibles rico en aminoacidos, germanio
Matsutake Poria organico, polisacaridos y microelementos efectivo
cocos, Lentinus para estimular la inmunidad y prevenir el cancer
edodes,
Dictyophora,
Gastroboletus,
Gastrodia elata,
Morchella, golden
fungus y hongo
long rooted
CN1651041 2005 | Agaricus blazei Extracto soluble en agua producido a partir de Zhou T.
esporoforos y micelio de hongos brasilefios que and Chen
suprimen el crecimiento de células tumorales y J.
estimula la inmunidad
KR9310887 1993 | Hongo Pangii Producto que solo o afiadido a varios alimentos reduce | Lee et al.
el colesterol en sangre
US Patent 2005 | Tricholoma El extracto y el alimento preparado tiene una fuerte Matsunag
Application matsutake actividad bioldgica como reductor de la presion akK.
20050180991 sanguinea
JP2001069939 2001 | Agaricus blazei, Extracto liquido de hongo que se produce como Aoki and
Flammulina alimento saludable Kudo
velutipes,
Cortinellus
shiitake,
Lyophyllum
ulmarium,
Pleurotus
ostreatus, Grifola
frondosa, Grifola
albicans,
Cordyceps sinensis,
Pholiota nameko,
Lyophyllum
decastes, Hericium
erinaceum
JP11152230 1999 | Lentinus edodes, Producto que proporciona efectos suficientes Ikegawa
Pleurotus simplemente por su administracion oral, que puede ser | T.,
ostreatus, Pholiota | utilizado como alimento beneficioso para la salud y Ikegawa
nameko, Grifola puede se producido con tecnologias baratas A,
frondosa, Shimada
Flammulina F.
velutipes
Tricholoma shimeji
W02005107496 2005 | Lentinus edodes Extracto novedoso y seguro capaz de modificar Soma et
funciones inmunoldgicas al.
JP2004057183 2004 | Hongo Agaricus Produccidn de un extracto soluble en agua a base de Yafuji M.
hongos Agaricus con actividad antitumoral y facil
absorcion de sus ingredientes bioactivos
JP2001112438 2001 | Hongo Agaricus Proceso para la produccion eficiente de un extracto Yamashit
con actividad antitumoral y de gran utilidad para aetal
aplicaciones industriales
US Patent 2002 | uno o mas hongos Producto que contiene quitosano y puede ser utilizado | Donatini
Application comestibles con propositos dietéticos y/o terapéuticos B.
20020164352
RU 2007449 1994 | Agaricus bisporus Cepa de estructuras somaticas del hongo Pjataeva
D49 macroscopico Agaricus bisporus como productor de M.L

sustancias bioactivas para la obtencion de esporoforos
con cantidades elevadas de varios compuestos
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Figura 1. Estructura molecular de la ergotioneina.
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Figura 2. Actuacion de extractos metanolicos de hongos como inhibidores de la formacion
de perdxidos (actividad como antioxidantes de matrices alimentarias lipidicas). El efecto
de las muestras en retrasar la oxidacidn del aceite que se expresa como factor de proteccion
(Pf) y se calcula segtin la ecuacion Pf= Tiempo de induccion de la oxidacion del aceite con
antioxidante / Tiempo de induccion del aceite control (sin antioxidante) (Ramirez-
Anguiano, 2009).
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Champiiion como una alternativa al aporte de selenio en la dieta

M. Pérez Clavijo, C. Urbina Séenz, C. Clavijo Sdenz

Centro Tecnoldgico de Investigacion del Champifion de La Rioja. Ctra. Calahorra, Km 4. 26560
Autol. La Rioja.

INTRODUCCION

Aunque tradicionalmente ha sido conocido por su toxicidad, el selenio es un elemento
esencial para humanos (McKenzie ef al., 1998; Beelman et al., 2003; Spauling and Beelman,
2003; Beelman, 2005) y animales (Oblitas et al., 2000; Racz and Oldal, 2000) ya que es un
cofactor necesario para diferentes sistemas enzimaticos. Por ello su mecanismo de accion es
complejo (Rayman, 2000).

Los compuestos de selenio, en particular los compuestos organicos, son considerados
compuestos de interés quimico y biologico. Tienen propiedades fisicas y quimicas similares a
sus homodlogos organosulfurados. Desde el punto de vista nutricional, son de particular interés
los 4cidos selenoaminocarboxilicos, los péptidos que contienen selenio y los derivados
seleniferos de 4cidos nucleicos que se encuentran en los cuerpos celulares y tejidos (Racz and
Oldal, 2000).

Como constituyente de las selenoproteinas, tiene funciones enzimadticas y
estructurales, siendo conocido también como antioxidante y catalizador de la hormona
tiroidea (Spolar et al., 1997; McKenzie et al., 1998; Spauling and Beelman, 2003).

Desde 1969 existe una relacidon conocida entre la ingesta de selenio y la incidencia del
cancer. Desde entonces se han realizado numerosos estudios sobre su impacto en el cancer, lo
que le ha llevado a ser considerado como un posible anticarcinogénico (Spolar et al., 1997).

Es esencial para el crecimiento y desarrollo normal. Puede prevenir miopatias
asociadas con el estado nutricional en granjas. En ovejas y humanos se concentra en tejidos
como el bazo, higado y nédulos linfaticos (McKenzie et al., 1998).

Deficiencias de este elemento pueden influir en la enfermedad de Keshan, asma
atopico, enfermedad de Kashin-Beck, enfermedades coronarias, SIDA, aborto espontaneo,
soriasis, cancer de piel, cretinismo mixodematoso (McKenzie et al., 1998), funcion inmune
reducida, algunos tipos de cancer, artritis, Alzheimer, enfermedades viricas, cardiopatia
dilatada, miopatia musculoesqueletal u osteoartropatia. La mayor parte de las personas tienen
una deficiencia marginal de selenio (Beelman, 2005).

La ingesta de Selenio por la poblacion depende del contenido en Selenio de los
alimentos ingeridos.

El Selenio entra en la cadena alimentaria a través de las plantas. La concentracion del
Selenio en suelos, es generalmente baja (de 50 a 200 pg/Kg), aunque en algunas areas puede
incluso llegar a 1250 mg/Kg, como es el caso de Irlanda (Reilly, 2006). Asi pues, la ingesta
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en la dieta presenta variaciones en funcién de la geografia debido a diferencias en la
biodisponibilidad del Selenio, que generalmente es baja en Europa. Las cantidades de selenio
ingeridas diariamente en los paises europeos estan descendiendo porque la biodisponibilidad
del Selenio ha disminuido en areas susceptibles de lluvia 4cida o fertilizacion artificial
excesiva, lo que reduce la absorcion del mineral por la planta.

La suplementacion con selenio puede proporcionar una proteccion adicional frente a
algunas enfermedades (McKenzie et al., 1998), pudiendo reducir la incidencia de cancer
gastrointestinal, de préstata y de pulmon; disminuir la actividad neutréfila e incrementar la
produccidn de proteina quimioatrayente de monicitos en la vejez; proteger contra la hepatitis
B; mejorar la movilidad del esperma en hombres poco fértiles; disminuir la peroxidacion en
lipidos tras la exposiciéon UV (McKenzie ef al., 1998). En animales, la deficiencia metabdlica
de Selenio provoca una disminucion en la actividad GSH-Px (Glutation Peroxidasa), que se
asocia a mayor susceptibilidad al estrés oxidativo y consecuentemente a diversos sindromes
asociados a su déficit nutricional, como la enfermedad del musculo blanco, debilidad
neonatal, miopatia cardiaca, retencion de placenta, abortos, degeneracion testicular,
inmunosupresion y mastitis. Para asegurar un aporte adecuado o controlar estos problemas se
utiliza la suplementacidon con sales inorganicas o compuestos organicos de selenio, siendo el
selenito de sodio el mas utilizado (Oblitas et al., 2000).

El Selenio consumido a través de los alimentos y mediante suplementacion se presenta
como selenometionina (fuentes animales y vegetales), selenocisteina (principalmente fuentes
animales), selenato y selenito (principalmente suplementos). La biodisponibilidad y la
distribucion en los tejidos dependen de la forma ingerida (Rayman, 2000).

Fuentes moderadas de Selenio son cangrejo, higado, marisco y pescado. En EEUU la
harina es una buena fuente, pero esto no sucede en Europa, por la baja disponibilidad de
Selenio en sus suelos (Rayman, 2000; Vazquez et al., 2006).

Comparando el champifion con algunas hortalizas, su contenido en selenio es muy
superior, como puede observarse en la Figura 1.

Los niveles de Selenio en aguas son normalmente bajos, menores de 1pug/L en agua
potable. En agua de mar, los niveles son diez veces menores. Las concentraciones pueden ser
mayores en aguas provenientes de pozos y especialmente en algunos rios, en areas seleniferas
(Reilly, 2006).

Desde hace tiempo se sabe que los hongos contienen cantidades significativas de
Selenio (Spaulding and Beelman, 2003). Dicho contenido oscila entre 0,46 y 5,63 mg de
selenio por Kg de champifién sobre materia seca (sms), en funcion de la variedad (Clement,
1998). El champifion tiene normalmente entre 1 y 2 mg por Kg sms de Selenio, lo que lo hace
una buena fuente de Selenio dietético, ya que ese porcentaje representa el 15% de la ingesta
recomendada diaria en EEUU. Cualquier alimento que tenga mas del 10% de esta cantidad
diaria recomendada en una racién esta considerado como una buena fuente de productos
nutritivos, en EEUU (Beelman et al., 2003; Spaulding and Beelman, 2003; Beelman, 2005).
Para ser considerado una excelente fuente de Selenio deberia proporcionar un 20% de la
cantidad diaria recomendada.
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El contenido en Selenio de los hongos varia mucho en funcién de la cantidad de
Selenio que hay en el sustrato y esto depende del origen de las materias primas (Beelman,
2005).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que, aunque es necesaria una dosis adecuada de
Selenio, tampoco hay que fomentar el sobre consumo. Este es un mineral toxico con un
pequefio intervalo terapéutico. En algunos individuos mads sensibles, la dosis méxima segura
de ingesta es de solo 600 pg/dia, por lo que seria prudente restringir la ingesta a un nivel
maximo de 400-450 pg/dia como recomiendan varios expertos (Rayman, 2000; Spaulding and
Beelman, 2003).

El reconocimiento de las propiedades anticancerigenos del selenio, junto con la
habilidad del champifion para acumular dicho elemento, crea un hueco en el mercado para los
hongos enriquecidos en Selenio (Oblitas et al., 2000).

MATERIAL Y METODOS
Cultivo de champifion

En las salas experimentales del Centro Tecnoldgico de Investigacion del Champifion
de La Rioja (CTICH) se han llevado a cabo diferentes ensayos de cultivo de champifién en
condiciones climdticas controladas, bajo la metodologia habitual de trabajo y manejo de
cultivo con el fin de analizar el contenido natural en selenio de dichos champifiones, del
sustrato empleado para su cultivo, asi como de las materias primas empleadas. Se han
realizado las siguientes variaciones:

-Cultivo de champifién con compost proveniente de las distintas Centrales de compostaje de
Champifidn existentes en La Rioja.

- Ensayos de cultivo sobre un mismo tipo de compost pero con diferentes tipos de tierra de
cobertura. Las coberturas estudiadas fueron: Mezcla Turba Negra-Turba Rubia 70/30 (TR +
TN), 100% Turba Rubia (TR) y Mezcla Turba Rubia — SPCH 50/50 (TR + SPCH).

- Cultivo de diferentes variedades de champifion: se estudiaron dos variedades.

Para la realizacion de estos ensayos, se ha contado con la colaboracion de las Plantas
de Compostaje de La Rioja a través de sus técnicos para la obtencidon de las materias primas,
muestras e informacidon sobre los procesos. Se ha registrado la cantidad y calidad de
champifidon producido en cada uno de los ensayos asi como las condiciones de cultivo.

Las muestras se analizaron mediante espectroscopia de reflectancia en el infrarrojo
cercano (NIR) con ecuaciones desarrolladas en el CTICH en un equipo Foss NIRSystem 6500
(Pérez-Clavijo, 2005). Los parametros analizados son: humedad, cenizas (% s.m.s), nitrogeno
organico (% s.m.s), amoniaco (% N s.m.s), pH, conductividad (mS/cm) y relacion C/N.

Ademas se testaron distintos materiales de cobertura, caracterizandose en pH,
conductividad y capacidad de retencioén de agua.

Los parametros analiticos medios obtenidos se muestran en la Tabla 1.
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La comparacion estadistica entre las réplicas de cada ensayo se realiza mediante un
analisis de varianza ANOVA para un factor y el Test de Duncan (p<0,05) de comparacion de
medias.

Determinacion de selenio

La determinacion se realiza por Espectroscopia de Absorcion Atémica con Generacion
de Hidruros (AAS-GH), previa digestion acida por microondas. Se determina la sefial de
absorbancia del selenio a su longitud de onda caracteristica. La absorbancia es proporcional a
la cantidad de selenio presente en la muestra. La optimizacién y validacion del método
analitico se ha realizado en el CTICH (Urbina-Saenz, 2009).

El champifidon se lavd con agua de boca y se escurrio. Posteriormente se elimind el
agua de lavado y se procedié a su laminado. El champifién en ldminas se congeld a -20 °C y
se mantuvo a esta temperatura hasta su posterior deshidratacion por liofilizacion. Después se
procedid a la molienda de la muestra y el polvo obtenido se guarddo en frascos de
polipropileno sellados con teflon que se almacenaron en un armario desecador hasta su
tratamiento posterior.

La técnica analitica seleccionada para situar el analito en condiciones adecuadas para
su analisis es la digestion 4cida asistida por microondas. Como medio de digestion se empleod
acido nitrico.

Para la determinacion del selenio mediante AAS-GH se empleé como medio acido de
generacion acido clorhidrico y como agente reductor borohidruro de sodio estabilizado en
hidroxido sédico.

Las matrices analizadas fueron: gallinaza, paja, compost de fase I y II, coberturas,
SPCH y champifién de primera, segunda y tercera florada.

Todas estas actuaciones estdn encaminadas a obtener una caracterizacion detallada de
los diferentes materiales utilizados o generados en los distintos ensayos de cultivo, asi como
del champifiéon obtenido.

RESULTADOS

Respecto al contenido en selenio de las materias primas y del sustrato postcultivo, los
resultados obtenidos muestran que éste es bajo para todos ellos. El contenido hallado es igual
o menor de 0,1 mg de selenio por Kg de paja sobre materia seca (sms), de 0,8 a 1,1 mg de
selenio por Kg de gallinaza sms, de 0,3 mg de selenio por Kg de compost sms para fase I, 0,4
mg de selenio por Kg de compost sms para fase II, 0,7 mg de selenio por Kg de compost sms
para el SPCH y <0,6 mg de selenio por Kg de tierra sms para las tierras de cobertura
ensayadas. Los datos se muestran en la Tabla 2 y la Figura 2.

Los resultados muestran una mayor concentracion de selenio en el caso de las
gallinazas, poniéndose de manifiesto que es la principal fuente de selenio para el compost.
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Seglin se muestra en la Figura 3, se observan variaciones en funcién del tipo de gallinaza.
Otros factores a tener en cuenta serian los ciclos de los pollos y su alimentacion ya que esto
puede influir en la composicidn final de la gallinaza y por lo tanto en la composicion final del
sustrato de cultivo.

En el caso de la paja el contenido es muy bajo, por lo que su contribucion al nivel final
de selenio en el compost es minima, poniendo de manifiesto el bajo contenido en selenio del
suelo de procedencia.

A la vista de los resultados obtenidos y como puede verse en la Figura 2, queda claro
que el mayor aporte de selenio al cultivo se realiza mediante el compost a partir de la
gallinaza. La tierra de cobertura también contribuye a dicho aporte, aunque en menor medida.
Un 88% del selenio lo aporta el compost, mientras que la aportacion de la tierra de cobertura
es solo del 12%.

El contenido medio de selenio hallado en las muestras de champifién analizadas es de
2,15 mg se selenio por Kg de champiiion sms. Esta cantidad es del orden a la encontrada en la
bibliografia para champifién procedente de otros paises.

Una vez realizado el estudio estadistico de la influencia de los factores estudiados en
los resultados obtenidos de contenido de selenio en champifién se puede afirmar que éste
depende de varios factores.

Se han encontrado diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en el contenido
de selenio hallado en champifion obtenido en cultivos realizados con compost procedente de
las diferentes plantas colaboradoras en el estudio. En la Figura 4 se representa el contenido
medio de selenio obtenido en champifion de segunda florada para tres plantas estudiadas.

Por otro lado, se han encontrado diferencias estadisticamente significativas (p<0,05)
entre floradas dentro de un mismo ciclo de cultivo. Asi mismo, se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre floradas de diferentes ciclos, encontrandose
significativa la interaccidon entre ambos factores (p<0,05). En la Figura 5 puede observarse la
variacion del contenido en selenio obtenido en champifion en funcién del ciclo de cultivo y la
florada.

También se han detectado diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en
funcion de las tierras de cobertura empleadas (Figura 6) y respecto a la semilla empleada
(Figura 7).

Ademas se estudid la absorcion de selenio por parte del champifion en funciéon de la
cantidad inicial de selenio aportada por las materias primas. El aporte medio de selenio entre
el compost y la cobertura es de unos 5,6 mg de selenio por paquete. La absorcion de selenio
varia para cada ciclo de cultivo analizado como puede observarse en la Figura 8.
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CONCLUSIONES

La mayor contribucion en el contenido final de selenio del champifion la realiza la
gallinaza, con un 88% del selenio total inicial, mientras que la aportacion de la cobertura es
tan solo del 12%.

El contenido medio de selenio hallado en champifién cultivado en La Rioja es de 2,15
mg por Kg de champifién sms.

El estudio realizado sobre la absorcién de selenio por el champifion revela que los
factores estudiados (planta de compostaje, florada, ciclo de cultivo, cobertura y semilla) son
estadisticamente significativos, y que por lo tanto influyen en el % absorbido.

El aporte medio de selenio por parte del compost y la cobertura es de 5,6 mg por
paquete de compost. Asi mismo el estudio de absorcidn realizado, revela que la absorcion del
selenio por el champifidn varia en cada ciclo de cultivo.
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Figura 1.- Contenido en selenio en distintos alimentos (USDA).
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Figura 2. Representacion del contenido en selenio de las diferentes matrices analizadas.
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Contenido en selenio de los tipos de gallinaza analizados
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Figura 3. Representacion del contenido en selenio en funcion del tipo de gallinaza analizada

Se obtenido en funcion de la procedencia del compost
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Figura 4. Representacion del contenido de selenio en funcion de la procedencia del compost
para segunda florada.
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Selenio obtenido en funcién del ciclo de cultivo y la florada
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Figura 5. Representacion de la variacion del contenido en selenio obtenido en champifiéon en
funcion del ciclo de cultivo y la florada.

Se obtrenido en funcioén de la cobertura empleada
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Figura 6. Representacion del contenido en selenio obtenido para champifion en funcién de la
cobertura empleada para las tres primeras floradas.
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Contenido medio de Se en champifidén en funcion de la semilla
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Figura 7. Representacion del contenido medio de selenio obtenido en champifiéon en funcion
de la semilla empleada para las dos primeras floradas.
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Figura 8. Representacion del selenio absorbido en funcion del selenio inicial
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Champiiion laminado. Refrigeracion, lavado y envasado.
Ana Simén

Servicio de Investigacion y Desarrollo Tecnoldgico Agroalimentario. Gobierno de la Rioja. Crta.
Logrofnio-Mendavia km 87, 26071 Logrofio. E-mail: postcosecha.cida@]larioja.org

INTRODUCCION

La comercializacion del champifion laminado responde a la actual demanda de
productos listos para usar o minimamente procesados, permitiendo una mayor comodidad
de uso y un mayor valor afiadido.

El champifién entero tiene ya de por si una vida util postcosecha muy corta,
asociada a su elevada actividad respiratoria y metabdlica. Pierde calidad debido al proceso
de desarrollo con la apertura del sombrero y el crecimiento del pedunculo, la rapida
deshidratacion, el pardeamiento de la superficie del carpdforo, los cambios texturales y el
ataque microbiano producido después de la recoleccion por las bacterias Pseudomonas
toolasii que da lugar a la mancha bacteriana.

La operacion de laminado puede aumentar la pérdida de calidad El desarrollo del
champifidén laminado se manifiesta en la deformacion de las ldminas debido a la apertura
del sombrero, la aparicion de las laminillas oscuras y el crecimiento del pedunculo.
También aumenta con el laminado la superficie susceptible de deshidratacion,
pardeamiento y ataque microbiano. Sin embargo se ha visto que no hay un aumento
importante de la actividad respiratoria por efecto del corte, como ocurre con otros
productos (Cliffe-Byrnes y O Beirne, 2007)

Las operaciones que pueden influir en mayor medida en el mantenimiento de la
calidad y en la vida util del champifion laminado son las condiciones de refrigeracion y
humedad relativa, el lavado higienizante y el envasado adecuado.

CONDICIONES DE REFRIGERACION Y HUMEDAD RELATIVA

La temperatura a que son sometidos los champifiones después de la recoleccion es
el factor que mas influye sobre su calidad porque determina la velocidad de todos los
procesos degenerativos. La vida ttil del champifidén a temperatura ambiente viene a ser de
uno o dos dias, y la primera condicion para aumentar el tiempo de almacenamiento del
champifidén en condiciones de frescura, es la refrigeracion junto con la humedad relativa
elevada, a lo largo de todo el proceso, desde la recogida a la venta al consumidor.

La temperatura influye mucho sobre el proceso de desarrollo del champifion, de
manera que a 4-5 °C se han mantenido los champifiones cerrados durante 7 dias mientras
que a 10 °C solo han aguantado 2 ¢ 3 dias (Simon y Gurria, 1998). El desarrollo del
champifiéon influye mucho en la apariencia del champifiéon laminado, en el que pueden
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aparecer las laminas retorcidas y con las laminillas oscuras expuestas. En la fotografia 1 se
observa este aspecto en champifién laminado mantenido a 5 °C y 9 °C durante cinco dias.

La actividad respiratoria de los champifiones, tanto enteros como cortados, aumenta
al incrementarse la temperatura de almacenamiento y esto repercute sobre la composicion
de las atmosferas modificadas creadas en los envases de este producto.

La temperatura también influye sobre el crecimiento microbiano. En la figura 1
estan representados los recuentos de Pseudomonas de un ensayo realizado con champifion
laminado, envasado en bandejas recubiertas con film de PVC perforado y almacenadas a 3
°C y 9 °C durante 13 dias (Gonzélez-Fandos et al., 2006). Los recuentos iniciales fueron ya
muy elevados (7,8 log ufc/g) y alcanzaron valores del orden de 9 y 10 log ufc/ga3°Cy 9
°C respectivamente. Estos valores fueron del mismo orden que el de los microorganismos
mesofilos y bastante por encima del limite que pone la legislacion espaiiola de 7 unidades
logaritmicas de mesofilos para vegetales crudos envasados (Real Decreto 3484/2000).

La disminucién de Pseudomonas a 3 °C respecto a los 9 °C, que fue del orden de un
ciclo logaritmico, se reflejé en la incidencia de mancha bacteriana. Esta fue severa a los 9
dias en los champifiones mantenidos a 9 °C, mientras que a 3 °C solo se observo una
moderada incidencia a los 13 dias.

A 3 °C también se ha observado un menor oscurecimiento de las ldminas que a 9
°C, aunque esta alteracién no es tan importante como en el champifién entero. En éste, el
pardeamiento se produce en mayor medida en la superficie del sombrero donde es mayor el
contenido de polifenoles y la actividad enzimatica (Figura 2).

La deshidratacién de los champifiones se reduce en primer lugar manteniéndolos
con una humedad relativa elevada (85-90%) y para una determinada humedad relativa, la
temperatura ejerce una influencia notable sobre la pérdida de peso por deshidratacion.
Segun algunos autores, la pérdida de peso para una humedad relativa del 80% es 2,5 veces
mas rapida a 15 °C que a 2 °C. La humedad relativa alta se puede alcanzar en las camaras
frigorificas equipadas para este fin o mediante el envasado con films semipermeables que
reduzcan la pérdida de agua.

La temperatura recomendada para mantener el champifiéon durante toda la etapa
desde la recoleccion hasta su venta es de 0-5 °C, cuanto mas baja mayor sera el tiempo de
vida util. Las condiciones Optimas de temperatura a lo largo del proceso postcosecha
serian: 1 Preenfriamiento rapido hasta la temperatura de conservacion que podria ser de 2
°C. 2 Mantenimiento en cdmara frigorifica a 2 °C y humedad relativa elevada (80-90%)
durante el menor tiempo posible. 3 Transporte frigorifico a la misma temperatura hasta el
lugar de venta. 4 Mantener los champifiones en estantes refrigerados a temperatura no
superior a 5 °C para alcanzar una vida util que puede ser de 7 a 9 dias. Ademads, teniendo
en cuenta que la humedad relativa de estos estantes es baja, el tiempo que puedan estar los
champifiones sin excesiva deshidratacion dependerd de que estén o no protegidos por un
envase adecuado.
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LAVADO HIGIENIZANTE

El champifion recolectado contiene restos de tierra adheridos especialmente al
pedunculo, y una poblacion bacteriana muy elevada, principalmente de Pseudomonas.

En la elaboracion del champifion laminado se corta parte del pedunculo eliminando
gran parte de la tierra, pero quedan restos en el champifion que convendria eliminar para
presentar un producto limpio. Esto se podria conseguir mediante un lavado apropiado a la
delicada naturaleza del champifion, que se aplicaria en el champifién entero con el
pedunculo cortado y antes de laminarlo.

El lavado de los champifiones con agua sola afecta negativamente a la conservacion
posterior, debido a que el agua absorbida por los champifiones dafia a las hifas,
favoreciendo el crecimiento bacteriano e incrementando la incidencia de mancha
bacteriana. Por eso se ha ensayado la adiccion al agua de lavado de numerosos compuestos
antimicrobianos y/o inhibidores del pardeamiento enzimatico, con el fin de reducir la carga
microbiana y evitar el pardeamiento. A continuacion se hace referencia a los compuestos
que mejores resultados han dado.

El peroxido de hidrégeno al 5% ha sido propuesto por Sapers et al. (1994, 2001)
para usarlo como antimicrobiano en el lavado de champifién entero o cortado. Este
tratamiento seguido de la accidon de una mezcla de inhibidores del pardeamiento consigui6
prolongar la vida util de los champifiones. El efecto antimicrobiano de este compuesto ha
sido también comprobado por Cliffe-Byrnes y O’Beirne (2008) en el lavado de
champifiones enteros con destino a ser laminados. No obstante, el peroxido de hidrogeno
no esta contemplado en la legislacion europea como aditivo alimentario.

La eficacia antimicrobiana del perdxido de hidrogeno, resulté similar a la de
compuestos como el acido citrico y el EDTA, en los trabajos realizados por Brennan y
Gormley (1998). Segun estos autores, el lavado de los champifiones enteros con cada uno
de estos compuestos produjo una reduccion importante de las Pseudomonas y de la
mancha bacteriana en el champifion laminado.

La eleccion entre estos tres compuestos viene determinada por su seguridad como
aditivos alimentarios, y en este sentido el acido citrico es el que no presenta ningin
impedimento legal.

En el CIDA se ha ensayado un procedimiento de lavado con 4cido citrico
consistente en sumergir totalmente los champifiones con el pie cortado, en una solucion de
10 g/l durante cinco minutos. A continuacion se sumergieron en agua durante tres minutos
con el fin de aclararlos. Se aplicé una agitacion muy suave para favorecer la separacion de
las particulas de tierra pero evitando los roces que pudieran deteriorar la superficie de los
champifiones al oscurecerse. Después se dejaron escurrir sobre papel absorbente durante 10
minutos antes de ser laminados.

Como se ve en la tabla 1, este sistema produjo en el champifion laminado una
reduccion de Pseudomonas de 2,4 y 1,6 ciclos logaritmicos respecto al no lavado en el dia
inicial, en los experimentos 1 y 2 respectivamente (Simoén y Gonzalez-Fandos, 2009a) Esta
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reduccion fue del mismo orden que la obtenida por Brennan et al. (2000) con una mayor
concentracion de acido citrico (40 g/l). Sin embargo, con una concentracion del 0,5 g/l se
redujo mucho la accidn antimicrobiana. Esta reduccién se mantuvo de manera importante a
lo largo del almacenamiento.

En los lavados con agua se produjo una pequeiia disminucioén inicial de las
Pseudomonas, pero el crecimiento de éstas durante el almacenamiento, favorecido por la
absorcion de agua, hizo que los recuentos alcanzaran valores del mismo orden que en los
champifiones no lavados.

Como consecuencia del efecto antimicrobiano producido por el lavado con 4acido
citrico en las condiciones anteriormente expuestas, no se observd mancha bacteriana en los
champifiones asi tratados durante los 13 dias de almacenamiento a 3 °C. En los
champifiones no lavados o lavados con agua, la incidencia de mancha bacteriana fue severa
o extrema en el experimento 1 y entre moderada y severa en el experimento 2 a los 13 dias
de almacenamiento (Tabla 2).

También se observo que la mancha bacteriana fue mas intensa en el experimento 1
que en el 2, en los tratamientos ‘sin lavar’ y ‘lavados con agua’, como corresponde al
mayor recuento microbiano registrado en el primer caso. Sin embargo, el lavado con
citrico fue eficaz en los dos casos pues no se observd mancha bacteriana en ninguno de
ellos.

Segun nuestros resultados, que confirman los de otros autores, a temperaturas de 3-
5 °C, la mancha bacteriana se empez6 a notar a partir de 8-9 dias en champifiones no
lavados o lavados con agua, dependiendo de la carga microbiana inicial. A partir de este
tiempo, es cuando se pone de manifiesto el efecto beneficioso del lavado con acido citrico
en relacion con la aparicion de mancha bacteriana a temperaturas de 3-5 °C.

El lavado del champifidén entero con 4cido citrico, en las condiciones referidas, tiene
el inconveniente de que oscurece el color de la superficie del carpoforo, por lo que no es
recomendable por si solo para champifiones enteros. Este oscurecimiento se ha reflejado en
los bordes del champifién laminado, pero en una evaluacion de la apariencia por un panel
de catadores han sido valorados dentro de niveles aceptables.

Como se ve en la tabla 3, los champifiones no lavados tienen una aceptacion mas
alta que los lavados en el primer dia. La aceptacion en los no lavados disminuy¢ a lo largo
del almacenamiento de manera que a los 13 dias alcanzo un valor inferior a 5 que es el
considerado como limite de aceptabilidad. En este dia los champifiones sin lavar se vieron
afectados por la mancha bacteriana. Sin embargo, en los champifiones lavados se mantuvo
el nivel de aceptacidon durante todo el almacenamiento en torno a 6,1-6,9 que son valores
por encima del limite. En estos champifiones se aprecid el borde ligeramente mas
oscurecido, lo que rebajé la aceptacion en comparacion con los no lavados en el dia
primero pero se mantuvieron en un nivel aceptable posteriormente porque no aparecio
mancha bacteriana.

Para reducir o eliminar el efecto negativo sobre el color del champifion producido
por el lavado con &cido citrico, se ha experimentado este tratamiento de lavado seguido del
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aclarado con soluciones de compuestos inhibidores del pardeamiento como son los
derivados del 4acido ascorbico (D- isoascorbato de sodio y L-ascorbato de sodio). Con ello
se pretendid aprovechar el efecto antimicrobiano del 4cido citrico a la vez que se evitara el
oscurecimiento.

El experimento realizado en el CIDA ha consistido en el lavado del champifion con
acido citrico 10g/l1 como se ha indicado anteriormente, pero sustituyendo el aclarado con
agua durante tres minutos por la inmersion en soluciones de D-isoascorbato de sodio y L-
ascorbato de sodio de 1% y 1,5% cada uno de ellos. Estos cuatro tratamientos se han
comparado con el lavado con citrico seguido por aclarado en agua y con el no lavado
(Sim6n y Génzalez-Fandos, 2009b)

En la figura 3 se representan los parametros de color L*, a* y b* medidos en el
sombrero de los champifiones sometidos a los seis tratamientos indicados y almacenados
en bandejas recubiertas de PVC perforado, a 5 °C durante 14 dias.

Los champifiones lavados con citrico y aclarados con agua (B) presentaron los
mayores cambios de los tres pardmetros de color respecto a los no lavados (A). Los valores
de L* fueron inferiores en B, lo que significa un mayor oscurecimiento. Los valores de a*
y b* fueron mas elevados en B que en A, lo que significa un aumento de la tonalidad
rojizo-amarillenta. Los aclarados con los ascorbatos atenuaron en mayor o menor medida
estos cambios siendo el tratamiento de L-ascorbato de sodio al 1,5% el mas eficaz en
cuanto a la alteracidn del color.

En los recuentos de Pseudomonas se observd que los ascorbatos disminuyeron un
poco el efecto antimicrobiano del 4cido citrico solo, pero mantuvieron una reduccion de
estas bacterias respecto al no lavado que fue suficiente para evitar la mancha bacteriana
(Tabla 4).

En estos procedimientos de lavado es necesaria una manipulaciéon muy cuidadosa
del champifién, aplicando una agitacidn ligera que evite los roces que deterioran el color, al
mismo tiempo que favorezca la eliminacion de los restos de tierra.

Es necesario valorar el beneficio real de la aplicacion de estos tratamientos sobre la
aceptacion del champifion laminado, ya que suponen un aumento de los costes del proceso
de elaboracion.

ENVASADO

El envasado del champifion laminado, generalmente se hace en bandejas recubiertas
con un film plastico para proteger el producto. El primer efecto beneficioso de este
envasado es que evita la excesiva deshidratacion del champifion que puede darse sobre
todo a la humedad relativa del ambiente, aunque la temperatura sea baja. Dentro del envase
se alcanza una humedad relativa que depende del coeficiente de transmision de vapor de
agua del film pléstico. Seria deseable un coeficiente que permitiera una humedad relativa
que redujera la deshidratacion pero sin llegar al punto de condensacidn, ya que esto puede
favorecer el deterioro del champifion (Halachmy y Mannhein, 1992).
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Otro efecto del envasado con films plésticos es que dan lugar a una modificacioén de
la atmoésfera en el interior de los envases caracterizada por una reduccion del O, y un
aumento de CO,. La concentracion de estos gases depende de la actividad respiratoria del
producto, la permeabilidad del film a los gases, la cantidad de producto envasado y su
relacion con la superficie del film, y ademas de la temperatura de almacenamiento. Todos
estos factores hay que tenerlos en cuenta para disefiar un envase adecuado de manera que
la atmdsfera que se cree por lo menos no perjudique al producto.

Atmosferas con 2,5 — 5% de CO;, y 5% de O, se han considerado aceptables para el
champifion (Lopez-Briones et al., 1992; Cliffe-Byrnes y O’'Beirne, 2007). Niveles de O,
del 2% o menores pueden producir anaerobiosis y favorecer el crecimiento de patogenos
anaerobios por lo que no son recomendables (Beit-Halachmy y Manhein, 1992). Por otro
lado, concentraciones de CO; por encima del 5% se han considerado fitotoxicas (Lopez-
Briones et al., 1992).

Cliffe-Byrnes y O’Beirne (2007) han encontrado que una concentracién de O, del
5% redujo la actividad respiratoria del champifion a temperaturas entre 4 y 16 °C, siendo
mayor el efecto a las temperaturas mas altas. Este nivel de O, junto con niveles de CO,
inferiores al 5% pueden retrasar el desarrollo del champifion (Roy et al, 1995a). No
obstante ya hemos visto que este efecto sobre el desarrollo del champifion puede
conseguirse simplemente con la temperatura de refrigeracion y por tanto la accion de la
atmosfera modificada seria util cuando la temperatura aumente.

En algunos trabajos se ha observado que un posible beneficio de atmosferas
consideradas por lo menos no perjudiciales, sea la reduccién del crecimiento de
Pseudomonas y de la mancha bacteriana, cuando la temperatura de almacenamiento ha
sido de 4 °C (Simén et al., 2005).

Caracteristicas de los films plasticos

Los champifiones requieren un envasado con films de alta permeabilidad debido a
su elevada actividad respiratoria, para evitar el alcanzar situaciones de anoxia o de
elevados niveles de CO,.

Existen modelos matematicos para determinar las permeabilidades dptimas para
determinadas condiciones del envase (peso de producto a envasar, area del film
semipermeable y su espesor, actividad respiratoria del producto y temperatura).

Ademas hay que tener en cuenta la relacion entre las permeabilidades del CO; y del
O,, que en el caso del champifiién debe ser entre 2,5 y 3, para alcanzar un nivel de O, en
torno al 5% sin que se produzca una concentracion de CO; mayor del 5% que se ha
considerado como la atmdsfera optima (Cliffe-Byrnes y O'Beirne, 2007).

También hay que considerar que la actividad respiratoria aumenta al aumentar la
temperatura, de manera que si la temperatura de almacenamiento oscila por ejemplo entre
4 °C y 10 °C, se necesita que también aumente la permeabilidad del film para que se
mantenga la atmosfera deseada.
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Entre los films disponibles en el mercado para el envasado de productos vegetales,
es dificil encontrar alguno que retina todas las condiciones indicadas para conseguir una
atmoésfera Optima, sobre todo en el caso de los champifiones por su elevada actividad
respiratoria.

Se ha optado, a veces, por los films perforados con un determinado numero de
orificios en su superficie. Estos films no protegen adecuadamente de la deshidratacion,
alcanzéndose pérdidas de peso del orden de 4 — 5% a los siete dias, a 5 °C y humedad
relativa ambiente. No modifican la atmosfera, con lo cual se evita el riesgo de anaerobiosis
pero no se aprovechan las ventajas de una atmosfera modificada adecuada. Si la
temperatura alcanza niveles por encima de 5 °C, los champifiones se desarrollan
rapidamente deformandose las laminas en el caso de los laminados y también aparece antes
la mancha bacteriana (Gonzélez-Fandos et al., 2006). Para reducir o evitar estas
alteraciones, es necesario mantener la temperatura a valores de 0-5 °C con este tipo de film.

El film de PVC no perforado de un espesor alrededor de 12 micras, ha protegido de
la excesiva deshidratacion y, debido a su permeabilidad relativamente elevada al vapor de
agua (coeficiente de transmision de vapor de agua =200 g. m™ dia™) la condensacion no es
excesiva. Pero la permeabilidad de este film a los gases O, y CO; no es suficientemente
elevada para envases con 200 g de champifiéon laminado, pudiendo alcanzar niveles de O,
del orden del 2% o inferiores, incluso a la temperatura de 5 °C (Simén et al., 2008).
Ademas, si la temperatura aumenta, su permeabilidad no varia en el mismo sentido por lo
que se pueden alcanzar atmdsferas mas extremas que pueden producir anaerobiosis y
crecimiento de esporulados anaerobios.

Los films microperforados tipo P-Plus, pueden tener una permeabilidad a los gases
mas elevada que los films de PVC, pero la relacion de permeabilidades de CO;, y O, es de
1, con lo que para alcanzar niveles de CO, del orden del 5% que no perjudiquen, se
alcanzan niveles de O, elevados (15-18%). Con estas atmodsferas no hay riesgo de
anaerobiosis ni de dafio por efecto del CO,, pero tampoco inhiben el crecimiento del
champifion. Ademas, estos films tienen un coeficiente de transmision de vapor de agua
muy bajo (0,9 g. m™ dia™), con lo que se produce abundante condensacion de agua que
puede favorecer el deterioro microbiano (Simén y Gurria, 1998). Generalmente, estos films
llevan un tratamiento anti-vaho con el que se disimula la condensacion pero el agua
condensada permanece dentro del envase favoreciendo posiblemente el crecimiento
microbiano.

En el CIDA de la Rioja se ha trabajado con estos tres tipos de film, pero
actualmente se estd investigando y estan apareciendo en el mercado otros materiales de
envasado que pueden contribuir a resolver las deficiencias encontradas con los tipos de
film mencionados.

Estan apareciendo biopolimeros que, ademas de ser biodegradables, pueden tener
una permeabilidad selectiva para CO,, O, y humedad, ademas de una elevada relacion de
permeabilidades CO,/O, que permita alcanzar un nivel suficientemente bajo de O, sin que
la concentracion de CO, sea excesiva (Catala ef al., 2009). Segun estos autores, también
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hay polimeros que modifican su permeabilidad en funcion de los cambios de temperatura,
pudiendo asi mantenerse la atmosfera ptima a pesar de las fluctuaciones de temperatura
que puede haber durante la distribucion del producto.

También se estd avanzando mucho en el desarrollo de envases activos que son los
que incorporan algunos elementos con capacidad para absorber exceso de gases o
humedad, o con propiedades antimicrobianas.

En el caso del champifion fresco se ha estudiado el uso de absorbedores de
humedad a base de sorbitol (Roy ef al., 1995b) o de una mezcla de bentonita, sorbitol y
cloruro calcico (Mahajan et al., 2008) para reducir la humedad de los envases.

El disefio de un envasado Optimo para el champifion, teniendo en cuenta los
principios expuestos, podria contribuir a aumentar la vida util del champifién fresco
manteniendo su calidad, aunque también hay que tener en cuenta el coste del mismo.
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Fotografia 1. Champifion laminado, envasado con film perforado y mantenido a 5 °C y 9

°C durante cinco dias.
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Figura 1. Recuento de Pseudomonas en champifiones laminados envasados con film de
PVC perforado y almacenados a 3 °C y 9 °C durante 13 dias.
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Figura 2. Oscurecimiento (disminucion de L*) de las laminas de champifion laminado,
envasado con film de PVC perforado y almacenado a 3 °C y 9 °C durante 13 dias.
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Tabla 1. Recuentos de Pseudomonas (log cfu/g) en champifiones no lavados, lavados con
agua y lavados con 4cido citrico 10 g/, almacenados a 3 °C durante 13 dias.

Dias de Tratamiento de lavado
almacenamiento  No lavado Agua Acido citrico

0 7,07 6,73 4,63

Experimento 1 8 8,85 8,81 6,59
13 9,15 9,11 7,69

6,63 6,04 5,00

Experimento 2 8 8,11 6,77 6,07
13 8,34 8,58 6,15

DMSy 05 : Experimento 1 = 0,308; Experimento 2 = 0,371

Tabla 2. Incidencia de mancha bacteriana' en champifiones no lavados, lavados con agua y
lavados con acido citrico 10 g/, almacenados a 3 °C durante 13 dias.

Dias de Tratamiento de lavado
almacenamiento  No lavado Agua Acido citrico

) 8 1,5 3 1
Experimento 1

13 4,0 5 1

) 8 1 1,5 1
Experimento 2

13 2,5 3,5 1

!Escala: 1: nada; 2: ligera; 3: moderada; 4: severa; 5: extrema

Tabla 3. Analisis sensorial de la apariencia de champifion laminado, sin lavar y lavado con
acido citrico 1%, envasado con film de PVC perforado y mantenido a 5 °C durante 13 dias.

Tratamientos
Dias
Sin lavar Lavados
1 8,0 6,1
8 6,6 6,9
13 4.4 6,2

Escala: 9: me gusta muchisimo; 7: me gusta bastante; 5: ni me gusta ni me disgusta; 3: me
disgusta bastante; 1: me disgusta muchisimo. DMS o5 = 0,77
(Simon et al., 2008)
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Figura 3. Parametros de color (L*, a* y b*) en champifiones enteros sometidos a los
siguientes tratamientos de lavado: A: sin lavar; B: citrico-agua; C: citrico- D-isoascorbato
de sodio 1%; D: citrico- D-isoascorbato de sodio 1,5%; E: citrico- L-ascorbato sodico 1%;
F: citrico- L-ascorbato sodico 1,5%, almacenados a 5 °C durante 14 dias.

Tabla 4. Recuento de Pseudomonas (log ufc/g) en champifiones almacenados a 5 °C
durante 13 dias, para los siguientes tratamientos de lavado (A: sin lavar, B: citrico-agua; C:
citrico-isoascorbato 1%, D: citrico-isoascorbato 1,5%, E: citrico- ascorbato 1%, F: citrico-
ascorbato 1,5%.

Dias de Tratamiento de lavado
almacenamiento A B C D E F
0 6,58 3,76 4,75 3,63 3,93 4,14
8 7,44 4,58 5,69 5,40 5,89 5,64
13 7,97 6,19 6,72 6,55 6,55 6,59
DMS 5 = 0,32
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Guia de implantacion del sistema de analisis de peligros y puntos de
control critico (APPCC) en la produccion, transformacion vy
comercializacion del champifion y otros hongos comestibles cultivados
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'Cooperativas Agro-Alimentarias Castilla-La Mancha (UCAMAN), Paseo de la Libertad, 15.
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*Escuela Técnica Superior de Ingenieros Agréonomos, Universidad de Castilla-La Mancha, Campus
Universitario, s/n. 02071 Albacete, Espafia.

Centro de Investigacion, Experimentacion y Servicios del Champifion (CIES), C/ Peiiicas, s/n.
Apartado 63, 16220 Quintanar del Rey, Cuenca, Espaiia.

INTRODUCCION

La libre circulacion de productos alimentarios es una condicion previa fundamental
para la realizacion del mercado unico. Este principio presupone la confianza en el nivel de
seguridad de los alimentos destinados al consumo humano y, en particular, su nivel de
higiene en todas las fases de preparacion, transformacion, fabricacién, envasado,
almacenamiento, transporte, distribucidon, manipulacién y venta o suministro al consumidor
(Pardo, 1998). La garantia sanitaria de los alimentos se ha convertido, por tanto, en una
exigencia innegociable por parte de los consumidores e irrenunciable por parte de la
industria alimentaria, en definitiva, la garantia sanitaria ya no es un factor de calidad, sino
simplemente una condicidn previa.

La Directiva General de Higiene de los Alimentos 43/93/CEE (transpuesta al
ordenamiento juridico espafiol a través del Real Decreto 2207/1995, de 28 de diciembre),
establece que las empresas del sector alimentario, deben poner en marcha un sistema de
autocontrol de sus producciones, basado en el sistema de Analisis de Peligros y Puntos de
Control Critico (APPCC) (DOCE, 1993). El APPCC, definido como un sistema preventivo
de control de los alimentos cuyo objetivo principal es la seguridad o inocuidad alimentaria,
(ICMSF, 1991; Moreno, 1996)), introduce como primera novedad, no el concepto de
prevencion, ya asumido por los distintos sectores, sino el hecho que la responsabilidad de
la seguridad del consumidor se traslada desde la inspeccion oficial (realizada por las
administraciones publicas), hasta el ambito del productor, que debe garantizar esa
seguridad con la prevencion (NOVOTEC, 1999).

El sistema de APPCC puede aplicarse a lo largo de toda la cadena alimentaria,
desde la adquisicion de las materias primas, hasta la produccién, distribucién, venta y
consumo del producto. Ademas de mejorar la inocuidad de los alimentos, su aplicacion
puede ofrecer otras ventajas significativas, tales como facilitar la inspeccion por parte de
las autoridades de reglamentacidon y promover el comercio internacional al aumentar la
confianza en la inocuidad de los alimentos.
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Este sistema fue presentado, por primera vez, en USA, durante la Nacional
Conference of Food Protection, en 1971 (APHA, 1972). En Espafia, el sistema ha sido ya
implantado, con éxito, en algunos sectores agroalimentarios, caso de carnicas, lacteas,
bodegas, envasadoras de aceite y comedores colectivos, y se prevé implantarlo, a corto
plazo, en la produccidn, transformacion y comercializacion del champifién y otros hongos
comestibles cultivados, de ahi la escasa informacion disponible al respecto, y el interés de
la presentacion de esta guia (Pefiaranda ef al. 2009).

HIPOTESIS DE TRABAJO

Se considera como objetivo principal, la preparacion de una Guia para la
implantacion del sistema de Andlisis de Peligros y Puntos de Control Critico en la linea de
produccion, transformacidn y comercializacidon del champifién y otros hongos comestibles
cultivados, en cualquier instalacion e industria de Castilla-La Mancha que trabaje en este
sector, ayudando asi a que las diferentes industrias de este sector puedan llevar a cabo un
autocontrol de sus producciones basado en el sistema de APPCC.

Mediante la aplicacién del sistema APPCC se pretenden identificar y evaluar los
peligros vinculados a las diversas lineas, y fases dentro de cada linea, del sector del
champifién y otros hongos comestibles cultivados, determinando en qué operaciones
resultaran eficaces los procedimientos de control.

Ademas, la implantacién del sistema APPCC en este tipo de industrias, pretende
conseguir otro objetivo, que aun no siendo el prioritario también es de gran importancia, y
seria el conseguir mejorar la calidad de sus productos, para aumentar la satisfaccion y
seguridad del consumidor, mejorando la imagen de las empresas y potenciando su
competitividad, facilitindose, a su vez, la posibilidad de conseguir nuevos mercados.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo se han visitado distintas instalaciones, tanto de la
produccion como de la transformacion y comercializacion del champifién y otros hongos
comestibles cultivados de la Comunidad de Castilla-La Mancha.

Como paso previo a la implantacidon del sistema APPCC, es necesario implantar
una serie de planes de actuacién englobados bajo el nombre de Requisitos Previos o
Prerrequisitos:

- Plan de control de aguas

- Plan de limpieza y desinfeccion

- Plan de formacion y control de manipuladores

- Plan de mantenimiento

- Plan de control de desinsectacion y desratizacion
- Plan de control de proveedores

- Plan de control de la trazabilidad
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- Plan de control de desperdicios

Es por ello, que en esta guia se han incorporado todos los planes de Requisitos
Previos, y ademas se han complementado con multitud de figuras, para que a modo de
ejemplo muestren una parte importante de la documentacion que forma parte de cada uno
de ellos.

Para cada una de las lineas de trabajo (preparacion del micelio, elaboracion de
compost, ciclo de cultivo de hongos comestibles, transformacién de hongos comestibles
para consumo en fresco y conserva de hongos comestibles) se han desarrollado las
siguientes etapas:

- Elaboracion del diagrama de flujo, desde la recepcion de materias primas hasta la
expedicidn del producto terminado.

- Identificacion de los riesgos potenciales o peligros asociados a los procesos
productivos en cada una de sus etapas, siguiendo el sinoptico de aplicacion del
sistema APPCC.

- Determinacion de los puntos, procedimientos o etapas operacionales que puedan ser
controladas, para eliminar los peligros o minimizar la probabilidad de su
presentacion (Puntos de Control Critico, PCCs).

- Fijacion de los limites criticos que deben cumplirse para asegurar que cada PCC
esta bajo control.

- Establecimiento de un sistema de vigilancia que permita asegurar el control de los
PCCs, mediante pruebas u observaciones programadas.

- Establecimiento de las acciones correctoras que se pondran en funcionamiento
cuando la vigilancia de un determinado PCC indique que no est4 controlado.

- Establecimiento de un sistema de registro, en el que se anotaran los procedimientos
y datos relativos a los principios anteriores.

- Fijacion de las normas generales de practicas higiénicas, tanto de personal como de
instalaciones y equipos.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Con el desarrollo de este trabajo, se ha conseguido elaborar una guia de
implantacion del sistema de andlisis de peligros y puntos de control critico (APPCC) en la
produccion, transformacién y comercializacidon del champifién y otros hongos comestibles
cultivados, en las industrias de Castilla-La Mancha, en las lineas que componen este sector
(Pefiaranda et al. 2009):

- Linea de preparacion del micelio.

- Linea de Elaboracion de compost.

- Linea de ciclo de cultivo de hongos cultivados.

- Linea de transformacidon de hongos comestibles para consumo en fresco.
- Linea de elaboracidon de conserva de hongos comestibles.
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Contribuyendo al mismo tiempo al cumplimiento de la legislacidon vigente, ya que es
un requisito que puede ser exigido en cualquier momento por la Administracion
competente, y que ya estd implantado en muchas empresas agroalimentarias.

Ejemplo del arbol de decision utilizado para determinar los PCCs (FAO, 2003).

Pl { +Existen medidas preventivas de control? I
Si | No T " Modificar la fase, Proceso o |
B ! l ) — producto

. ;Se necesita control en esta fase por | : —
tazones de inocuidad? —s Si

|

| No | noesunPCC _, Pm{*}‘.

3

:Ha sido la fase especificamente concebida para eliminar o redueir a un .
P2 uivel aceptable la posible presencia de un peligro?** 51

| No -
;Podiia producirse una contamiinacién con peligros identificados

superior a los mveles aceptables, o podrian estos aumentar a mveles
P3 inaceptables?**

l |

Si . No |—) no es un PCC ._;,| Pa:a:(*}|
P4 ;Se eliminarén los peligros identificados o se
reducird su posible presencia a un nivel aceptable en
una fase posteriordh*

! ! ,_ :

si | [(No — PUNTO CRITICO DE CONTROL

|

| NoesunPCC -_;, Parar (*)

Los principales peligros encontrados en el conjunto de las lineas se tipifican en
fisicos, quimicos y bioldgicos.

Dentro de los peligros fisicos destacar los siguientes (Pefiaranda ez al. 2009):

. Presencia de cuerpos extrafios y suciedad (insectos, polvo,...)
o Dafios mecanicos
o Dafios por congelacion
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o Pudricién por condensaciones
. Malas condiciones higiénico-sanitarias de instalaciones, equipamiento y
herramientas de trabajo

o Recepcion de materiales no estériles, contaminados con materiales extrafos,
productos quimicos 0 microorganismos

o Deterioro o rotura por almacenamiento inadecuado

. Fallo en el funcionamiento de aparatos o equipos

o Material auxiliar con dafios fisicos

o Desecacion y pérdida de brillo del champifion

o Contaminacidn con trazas metalicas procedentes de las cuchillas
o Mala realizacion del corte

o Lavado inadecuado

o Pardeamiento del producto

. Relacion tiempo/temperatura incorrecta

o Oxidacidn de los envases

Dentro de los peligros quimicos destacar los siguientes (Pefiaranda ez al. 2009):

° Deficiente calidad

o Presencia de residuos fitosanitarios

. Pudricion por condensaciones

J Oxidacidn por altas temperaturas

. Mala circulacion del aire de refrigeracion

. Uso de agua contaminada

. Malas condiciones higiénico-sanitarias de instalaciones, equipamiento y
herramientas de trabajo

o Inadecuado aislamiento del laboratorio

o Recepcion de materiales no estériles, contaminados con materiales extrafos,
productos quimicos 0 microorganismos

. Contaminacién quimica

. Falta de limpieza y desinfeccion de la maquina lavadora

o Contaminacidn microbioldgica o quimica procedente de los suplementos afiadidos

o Envases contaminados

o Presencia de residuos fitosanitarios

o Posible contenido en metales pesados

. Contaminacién por residuos quimicos de la limpieza de equipos e instalaciones

. Alteracion de los materiales auxiliares utilizados

o Contaminacién del compost por residuos quimicos de los tratamientos de
desinfeccion de la tierra de cobertura

o Envases no aptos para uso alimentario

o Desecacion y perdida de brillo del champifion

. Formulacién incorrecta del liquido de gobierno

o Temperatura inadecuada del liquido de gobierno
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° Oxidacion de los envases

Dentro de los peligros biolégicos destacar los siguientes (Pefiaranda et al. 2009):

o Presencia de bacterias patdgenas, levaduras, mohos o enterotoxinas termoestables
. Malas condiciones higiénico-sanitarias de instalaciones, equipamiento y
herramientas de trabajo

o Falta de higiene de los manipuladores

. Oxidacion por altas temperaturas

. Mala circulacion del aire de refrigeracion

. Alteracion microbiana

. Uso de agua contaminada

o Eleccion de champifiones contaminados

o Falta de higiene de los manipuladores

. Falta de formacion del personal

o Inadecuado funcionamiento de equipos de asepsia

. Inadecuado aislamiento del laboratorio

. Contaminacién microbiana procedente de otros cultivos

o Envases con daiios fisicos

o Recepcion de materiales no estériles, contaminados con materiales extrafos,
productos quimicos 0 microorganismos

° Suciedad (insectos, polvo...)

o Falta de limpieza y desinfeccion de la maquina lavadora

. Multiplicacion de los microorganismos presentes

o Contaminacidn microbioldgica o quimica procedente de los suplementos afiadidos
. Envases contaminados

. Producto mal esterilizado (supervivencia de bacterias termofilas)

o Excesiva carga microbiana en el ambiente del laboratorio

. Contaminacién cruzada

. Elevada temperatura de almacenamiento

. Mala circulacion del aire de refrigeracion

. Alteracion microbiana por temperaturas inadecuadas de transporte

. Presencia de parésitos patoldgicos

. Multiplicacidon de microorganismos presentes

o Presencia de productos fitosanitarios

. Entrada de materias primas prohibidas para el proceso

o Inadecuada estructura y elevado pH de la mezcla

o Contaminacién en Fase II por contacto con el compost proveniente de la Fase I

. Falta de uniformidad del compost en el interior del tunel de pasteurizacion y
acondicionamiento

. Contaminacidn procedente del exterior

o Alteracion de los materiales auxiliares

o Aparicion de plagas y enfermedades
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o Contaminacidn de floradas posteriores

o Material auxiliar con dafios fisicos

. Envases no aptos para uso alimentarios

o Cortes demasiado gruesos que afectan a la penetracion del calor en el tratamiento
térmico

° Producto mal esterilizado

o Oxidacion de los envases

Para el control de estos peligros se proponen medidas preventivas y medidas
correctoras:
Como principales medidas preventivas se proponen las siguientes (Pefiaranda et al.
2009):

o Homologacion de proveedores y cultivadores

. Seguir pautas de cultivo y recoleccion

o Transporte exclusivo de champifidn, rapido, cuidadoso y en vehiculos limpios. En
expedicion debe ser ademas refrigerado

o Prohibir fitosanitarios no autorizados

. Anadlisis visual de cada partida

o Aplicacion del plan L+D

. Aplicacion de buenas practicas de higiene y manipulacion

o Mantenimiento preventivo de todos los equipos existentes

o Control de la temperatura (T), humedad relativa (HR), oxigeno, CO,, caudal de
aire, presion y tiempo dependiendo de la etapa en la que nos encontremos

o Colocacidn correcta de la cajas

. Asegurar potabilidad del agua

. Esterilizacion de las herramientas y utensilios

o Instalacion de equipos de aire filtrado en la extraccion de tejidos

o Retirada de champifiones contaminados

. Restriccion de paso a personal ajeno y minimizar el transito en el interior
o Requisito de formacidon del personal

. Correcto aislamiento

o Revisidn diaria de los cultivos

o Almacenamiento y manejo correctos

o Control de la esterilizacion y del tiempo/temperatura

. Uso de equipos de asepsia

o Rotacidn de stocks

o Analisis microbioldgico y quimico

. Utilizacion de materias primas autorizadas para el proceso

o Evitar materias primas precedentes de residuos urbanos

o Supervision del proceso de mezclado y realizacion de andlisis

. Adicion de mejorantes de la estructura y pH

. Compostaje en area cementada y cubierta (Fase I)
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Compostaje en tuneles totalmente aislados (Fase II)

Nivelacion adecuada del compost en el interior del tinel

Evitar contaminaciones cruzadas

Desmenuzar el bloque de semilla un dia antes de la siembra

Instalacion de sistema de sobrepresion de aire filtrado en expedicion de compost.
Prohibir el transporte de compost al cultivo en vehiculos dedicados al transporte de

compost usado

Evitar que coincida el llenado de la nave con el vaciado de otra a menos de 150 m
Instalaciéon de trampas para mosquitos

Desinfeccion de la tierra de cobertura

Finalizar la produccién a partir de la tercera florada y desalojo inmediato

Antes del vaciado de naves, tratar con vapor

Cubrir con lonas el sustrato post-cultivo en el transporte

Adicion de acido citrico al agua de escaldado

Temperatura del liquido de gobierno de 90 °C

Y como principales medidas correctoras se proponen estas (Pefiaranda ez al. 2009):

Rechazo o desvio de partidas no aptas

Cambio de proveedores

Corregir planes L+D y de buenas practicas de higiene y manipulacion
Incidir en directrices de cultivo y transporte

Puesta a punto del funcionamiento de camaras y equipos

Retirar inmediatamente productos contaminados

Lavar paredes, suelo y techo de camaras

Saneamiento del agua o cambio de punto de abastecimiento

Volver a esterilizar herramientas y utensilios

Corregir el programa de mantenimiento de los equipos

Corregir valores de temperatura y humedad

Obras y restauracion para corregir deficiencias de aislamiento

Corregir colocacion de los stocks

Corregir errores en recomendaciones de siembra

Detener inicio de llenado hasta finalizar el vaciado de una nave cercana
Cambio de trampas antimosquitos

Cambio de programacién o producto fitosanitario

Repetir desinfeccion de la tierra

Corregir T del liquido de gobierno y/o ajustar la proporcion de mezclado

Para poder realizar correctamente todo este control se utilizaran registros en los que

recoger toda la informacidn necesaria. A modo de ejemplo podemos citar los registros de

listado de proveedores y especificaciones, entradas y salidas de partidas, resultados de
inspecciones visuales y controles, lotes rechazados, programa de L+D, analisis de agua,
programa de buenas practicas de manipulacion y transporte, incidencias y medidas
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correctoras, control de pardmetros de interés (T, HR, oxigeno, CO,, etc.), programa de
mantenimiento preventivo de equipos, etc.

Gracias a este sistema, cuya implantacion requerird un periodo de tiempo de
adaptacion, se conseguiran unos beneficios a corto y medio plazo, como son:

- Obtencidn de productos de mayor calidad.

- Disminucién de productos defectuosos en el mercado, con lo que se
mejorara la imagen de calidad de la empresa.

- Disminucién de gastos en analiticas finales.

- Facilidad y rapidez en la deteccidn de fallos, gracias a la documentacion y
registro de todas las operaciones.

- Mayor integracion de los trabajadores y consecucion de habitos de trabajo
favorables para la implantacion de nuevos sistemas de calidad en la empresa.

- Aumento de la competitividad de la empresa, tanto en mercados nacionales
como extranjeros, con el consiguiente aumento de las ventas.

Para una mejor comprension de los procesos, en la guia publicada por el Patronato de
Desarrollo Provincial de la Diputacion Provincial de Cuenca se ha incluido un reportaje
fotografico (Pefiaranda ef al. 2009).
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INTRODUCCION

Actualmente, el cultivo de Agaricus blazei (Murril) esta despertando gran interés en la
comunidad cientifica debido, principalmente, a sus propiedades medicinales y farmacoldgicas,
destacando el alto contenido en B-glucano y en lentinan. En Brasil, a A. blazei se le conoce
popularmente como "Seta Medicinal" o "Seta de Piedade", en los Estados Unidos como
"Royal Sun Agaricus" y en Japon como "Himematsutake™.

Segun la bibliografia consultada, la primera aparicion conocida de este basidiomiceto
tuvo lugar en el pueblo de Tapirai (Sdo Paulo, Brasil), a mediados de la década de 1960,
cuando éste todavia pertenecia a la provincia de Piedade (S@o Paulo, Brasil). Un agronomo,
llamado Takatoshi Furumoto, que trabajaba, estudiaba y producia hongos (Lentinula edodes y
Agaricus bisporus), lo recogio cerca de su propiedad, en la region montafiosa de Mata
Atlantica, también en el estado de Sdo Paulo. El Sr. Furumoto clondé y comenz6 a hacer
algunas pruebas de produccién con este hongo, iniciandose su cultivo en Brasil en 1980.

Algunas muestras fueron enviadas a Japon para estudiar sus propiedades medicinales,
pues en aquel tiempo ya se observaban sus positivas respuestas tras el consumo del té.
Estudios sobre su taxonomia, su morfologia y sus propiedades medicinales y agrondmicas
comenzaron a realizarse por parte de la comunidad cientifica mundial.

En 1985, tras la muerte del Sr. Furumoto, el cultivo de A. blazei en Brasil quedo en el
olvido, pero a mediados de la década de los 90°, matrices mejoradas genéticamente (trabajo
del Iwade Institute) fueron enviados de nuevo a Brasil, pues disponia de mejores condiciones
climaticas. Desde entonces, los cultivos comerciales se llevan a cabo de forma familiar y, a
veces, industrial. Se cree que paises asiaticos como China, Corea y Taiwan, y los Estados
Unidos, también recibieron algunas de estas muestras para su cultivo, produciendo 4. blazei de
forma comercial.
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En definitiva, el cultivo de 4. blazei es reciente, por lo que se dispone de pocos
conocimientos sobre su tecnologia de produccidon, habiéndose desarrollado en los distintos
lugares, adaptaciones de la tecnologia utilizada en la produccion de 4. bisporus (champiiion).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

El esporéforo de 4. blazei tiene, por término medio, un sombrero de 5 a 11 cm de
diametro, es semigloboso tras su apertura y truncado en la parte superior, de color marrén
claro a crema, con pequefias escamas blancas en la parte superior que sobresalen del sombrero
(2-3 mm). El pie se estrecha en su union con el sombrero, tiene de 4-13 cm de largo yde 1 a 3
cm de diametro, con un espesor uniforme o una base bulbosa de color blanco (Figura 1).

Figura 1. A: Aspectos morfoldgicos del hongo, B: Esporas del
hongo en la senescencia y C: Espora con forma globosa.

Las laminas se disponen muy cerca unas de otras, sin conectarse en el tallo, con 0,8-1,0
cm de ancho y de color blanco a gris marrén (marrén oscuro en la senescencia). Las esporas
son elipticas (4,9 a 6,4 por 4,0 a 4,7 um), de color marrédn oscuro, con paredes gruesas, sin
poros; basidios del tipo tetraspérico y cistidios claviformes o con forma de lanza (18 a 27 por
6 a 10 um) o catenulares con elementos globosos (5 a 7 um de didmetro), hialino o de color
marréon (Heinemann, 1993).

En cuanto a su nomenclatura hay mucha controversia, encontrandose citas en la
literatura en la que se le nombra como A. sylvaticus, A. brasiliensis, A. subrufescens, entre
otros (Fortes et al., 2006; Camelini et al., 2005; Kerrigan, 2005). Por ello, desde principios de
2008, en un proyecto liderado por Philippe Callac y Richard W. Kerrigan, se est4 estudiando
la biodiversidad de la especie, a fin de comparar las distintas variedades desde un punto de
vista molecular.
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PRODUCCION DE INOCULO, SEMILLA O “SPAWN”

La produccion de indculo se desarrolla siguiendo los pasos de Zied (2008): Produccion
primaria — Produccion secundaria — Produccion terciaria — Produccion de semilla.

Para la produccion de la matriz primaria se utiliza un medio de cultivo, obtenido a
partir de 60 g de compost y 1 litro de agua destilada al que se afiaden 15 g de agar. Con este
medio de cultivo, la solucién se transfiere a las placas Petri, donde la matriz primaria es
inoculada con un fragmento interno de la seta seleccionada segun sus caracteristicas fisicas y
agrondmicas. Después de la inoculacion, las placas son incubadas a 28°C durante ocho dias.
Posteriormente, tras el desarrollo del micelio, discos de la matriz primaria son transferidos a la
matriz secundaria, incubandose a 28°C durante otros ocho dias, utilizandose ¢l mismo medio
de cultivo que en la matriz primaria.

La produccion de la matriz terciaria y de la semilla se desarrolla sobre granos de
cereales (trigo, avena o triticale). Para producir el sustrato se hierven los granos durante 40
minutos, adicionandose posteriormente 20 g de carbonato calcico y 160 g de yeso (secado
lento) por kilogramo de grano cocido. Este sustrato es transferido a frascos de vidrio,
autoclavandose durante 2-4 horas (dependiendo del tamaifio del frasco) a 121°C.

Para la inoculacion de la matriz terciaria en los frascos, la matriz secundaria se divide,
previamente, en ocho partes iguales de forma triangular (tipo pizza); cada una de las partes es
transferida a la parte inferior del frasco vacio, colocandose el sustrato (granos) sobre la matriz
secundaria, € incubando a 28°C durante 12 dias.

Por ultimo, el sustrato utilizado para la produccion de la semilla es el mismo que el
utilizado en la produccion de la matriz terciaria; la unica diferencia es que los granos (+ 1 kg)
se introducen en bolsas de plastico (PEAD o PP). De esta manera, se inoculan porciones de la
matriz terciaria colonizada (£ 6 g) en el sustrato autoclavado (a 121°C durante 2-4 horas).
Posteriormente, las bolsas de plastico son selladas e incubadas durante 18 dias a 28°C.

Actualmente no hay normas relativas a las abreviaturas o nombres de las cepas
(variedad) utilizadas por los laboratorios de semillas. Asi, cada laboratorio hace la clonacion
del hongo que desea, ddndole el nombre que considera mas adecuado para su posterior
identificacion. En Brasil todavia no se ha realizado ninguna mejora genética de la variedad; lo
que se hace es un proceso de adaptacion de las cepas, de acuerdo con las condiciones
especificas de cada region o el tipo de instalacion (rustica o tecnificada).

En el Mddulo de Cogumelos de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Sao Paulo (Brasil), existe una gran coleccion de cepas ya caracterizadas desde
el punto de vista agrondmico. La tabla 1 muestra los resultados de productividad obtenida por
cinco cepas inoculadas en 3 tipos de compost (a base de cafia de azucar triturada con Massai,
Avena y Aruana - ver los nombres cientificos en el epigrafe relativo al Compost).
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Tabla 1. Datos de productividad (kg de hongos/12kg de compost), obtenidos por 5 variedades
de 4. blazei en 3 compost diferentes.

Variedades de A. blazei

Productividad (kg) s 1 9928 ABL99/30 ABL03/44 ABL04/49 ABL 07/59
Massai 1,31 A ab 1,86 Aa 1,56 Aa 1,29 A ab 0,32 Ac
Avena 0,93Ab 243Aa LI9Ab LI4Ab  035Ac
Aruana 0,66 Bb 149Ba 1,14 Aa 123Aa 0,20 Abc

*Letras mayusculas comparan los resultados de una misma columna y letras minusculas los resultados
de una misma linea; las letras distintas difieren entre si por la prueba de Tukey (5%).

En esta tabla se observa el elevado potencial productivo de la cepa ABL 99/30; en
contra tiene el pequefio tamafio de los hongos recolectados y la necesidad de una temperatura
de fructificacién baja (+ 23°C), muy por debajo de las otras cepas (28 + 2°C). Las variedades
ABL 03/44 y 04/49, tienen un rendimiento ligeramente inferior a la ABL 99/30, pero los
hongos son mas grandes, por lo que se venden a mayor precio, debido a las normas de
comercializacion del champifién en Brasil. La cepa ABL 07/59 tiene baja productividad y alta
susceptibilidad al ataque de Verticilium y Mycogone, aunque es mas precoz (60 dias de
cultivo).

También se observan diferencias de productividad al comparar los distintos sustratos.
Por ejemplo, las mayores valores se encuentran en los composts de Massai (en el caso de las
cepas ABL 99/28, 03/44 y 04/49), y Avena (con las cepas ABL 99/30 y 07/59), pues sus
caracteristicas fisicas y morfoldgicas (pilosidad, cantidad de ceras, etc..), influyen, al final del
proceso de compostaje, en el grado de descomposicidon (que establece la cantidad de macro y
micronutrientes que se proporcionard a los hongos) y en el numero de microorganismos
termofilos y Actinobacterias.

COMPOST (FASES 1y II)

La produccion del compost para A. blazei no esta todavia normalizada, pero presenta
diferencias con respecto al proceso de compostaje utilizado en la produccion de A. bisporus,
sobre todo en cuanto a la formulacion inicial del compost.

Las formulaciones del compost clasico, a base de estiércol de caballo y de gallinaza, o
de los composts sin estiércoles, cuya fuente de nitrégeno es mas estable, también son
utilizadas en el cultivo de este hongo. Actualmente, cerca de 60% de los cultivadores
brasilefios han cambiado el compost clasico por el compost sin estiércol, debido a la escasez y
los elevados precios del mismo, la variacion en su composicion y la cantidad de contaminantes
fisicos que acompaifian normalmente a estos materiales (bolsa de plastico, papel, piedras, etc.).

Los materiales mas utilizados para la formulacioén del compost son:
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- Bagazo de cafia de azucar (Saccharum officinarum).

- Gramineas: Braquearia sp, Tifton (Cynodon de lactylon var. Tifton), Massai
(Panicum maximum cv. Massai), Coast cross (Cynodon de lactylon), Aruana
(Panicum maximum), etc.

- Pajas de cereales: Trigo, avena (Avena sativa) y arroz.

- Harinas: Soja, trigo, maiz, algodon, etc.

- Compuestos sintéticos: Urea, sulfato de amonio y superfosfato simple.
- Correctores de acidez: Carbonato célcico, cal calcitica y yeso.

La Tabla 2 muestra la formulacién de varios compost utilizados en la produccion de A.
blazei. La relacion C/N de los compost, en el inicio de la Fase I, es de 37/1 (Kopytowski-
Filho, 2002), mientras que en el momento de la inoculacién bajara hasta 25-27/1. La relacion
nitrogeno inorganico/orgéanico es de 0,4-0,6 y la cantidad de nitrégeno puede variar entre 1,15-
1,45%.

La fase I del compostaje se realiza en instalaciones con los laterales abiertos, piso de
cemento (aireado o no) y techo de plastico o de uralita, la mayoria de las veces. El proceso de
produccién del compost sigue el método tradicional, también denominado “caixote” (cordones
o pilas), en el cual los montones del compost tienen unas dimensiones de 2 m de largo por 2 m
de alto, variando la longitud segun la cantidad final deseada por cada cultivador. Dentro del
proceso de compostaje (Fase I), se realiza el pre-humedecimiento de las pajas o gramineas
junto con el bagazo de cafia, siguiendo el sistema tradicional.

La frecuencia de los volteos, manual o semi-mecanizada (Figura 2) se determina de
acuerdo a los siguientes factores: Humedad del compost, materia prima utilizada (estructura
fisica) y tipo de piso del patio de compostaje (aireado o no), entre otros. Para la eleccion del
momento del llenado del tinel de compostaje se utilizan indicadores como la temperatura y el
grado de degradacién del compost y el numero de actinobacterias y microorganismos
termofilos, teniendo en cuenta que la pasteurizacion se lleva a cabo por su propia termogénesis
y se trata de un sustrato mas pobre que los utilizados en la produccion del champifion.

La Tabla 3 describe el proceso de compostaje realizado en un cultivo comercial, desde
el montaje de los cordones hasta la inoculacion del compost (final de la Fase II). Este esquema
no debe seguirse obligatoriamente, pero es util, desde un punto de vista didéactico, para la
comprension del proceso.

La Fase II del compostaje consiste en una pasteurizacion a 58 + 1°C durante 10-24
horas, una aireaciéon de 180 a 240 m’ t' h™' (porcentaje de aire nuevo reciclado de 10-40%) y
un acondicionamiento a 47 + 2°C durante 6-9 dias y aireacién de 140 a 200 m’ t' h’
(porcentaje de aire nuevo reciclado de 5-35%). Las instalaciones utilizadas en esta fase son
tuneles de pasteurizacion similares a los utilizados en el cultivo del champifion.
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Tabla 2. Formulacién de A. blazei, para la obtencion final de 15 toneladas de compost, 1* y 2*
formulacién con “compost sin estiércol” y 3* formulacién con “compost clasico”.

s Humedad ?eso Peso seco Contenido de C Contenido de
1* Formulacion (%) himedo (ke) (ke) N
(kg) (kg)
Bagazo de cafia 35 7.000 4.550 2.376 19,11
Brequearia sp. 9 2.000 1.820 910 9,10
Harina de soja 8 550 506 2277 35,4
Urea 0 50 50 - 22,5
S. de amonio 0 50 50 - 11,5
Sup. simple 0 100 100 - -
Yeso 0 240 240 - -
Cal calcitica 0 400 400 - -
Peso Total 10.390 7.716 3.513,7 97,61
RELACION C/N -36/1 % N-1,31 RELACION N INOR/ORG — 0,53
iy Humedad ?eso Peso seco Contenido de C Contenido de
2? Formulacion (%) humedo (ke) (ke) N
(kg) (kg)
Bagazo de cafia 35 7.000 4.550 2.247 18,20
Paja de avena 11 2.500 2.225 938 21,14
Harina de soja 8 400 368 165 25,76
Urea 0 40 40 - 18,0
S. de amonio 0 45 45 - 10,3
Sup. simple 0 100 100 - -
Yeso 0 240 240 - -
Cal calcitica 0 400 400 - -
Peso Total 10.725 7.968 3.350,0 93,4
RELACION C/N —-36/1 % N-1,21 RELACION N INOR/ORG — 0,43
., Humedad !’esp Peso seco Contenido de C Contenido de
3* Formulacion (%) htimido (ke) (ke) N
(kg) (kg)
Bagazo de cafa 40 7.000 4.200 2.100 29,4
Paja de avena 11 1.500 1.335 563 12,6
Aruana 9 1.000 910 449 5,7
Gallinaza 30 600 420 142 6,3
Harina de soja 8 150 138 62 9,66
Urea 0 40 40 - 18,0
S. de amonio 0 40 40 - 9,2
Sup. simple 0 100 100 - -
Yeso 0 240 240 - -
Cal calcitica 0 250 250 - -
Carb. calcico 0 300 300 - -
Peso Total 11.220 7.973 3.316,0 90,86
RELACION C/N -36,5/1 % N-1,21 RELACION N INOR/ORG — 0,42




Figura 2: A la izquierda, foto de una maquina utilizada para voltear el compost (semi-
mecanizada, pues todavia necesita mano de obra); a la derecha, cordon de compost (“caixote”)
formado durante la fase I del proceso de produccion.

Un buen proceso de compostaje (Fases I y II), supone el 50% del éxito del cultivo de
A. blazei. Otros factores fundamentales son: Inoculo o “spawn” de alta calidad, instalaciones
adecuadas, capa de cobertura e induccion de los carpéforos adecuada y control de las plagas y
enfermedades (factor critico en este cultivo debido a las elevadas temperaturas que se alcanzan
durante la produccién).

Tabla 3. Operaciones a realizar durante la Fase de compostaje (1° Formulacion).

Dias Procedimiento

01 Humedecimiento de la Braquidria y del bagazo de cafia (montaje del cordon).

04 1° Volteo del compost y adicion de agua.

07 2° Volteo del compost y adicidon de harina de soja y agua.
10 3° Volteo y adicion de agua y aditivos*.

13 4° Volteo y adicion de agua.

15 5° Volteo y adicion de agua y yeso.

17 Ultimo volteo y adicién de agua.

20 Llenado del tinel de pasteurizacion.

31 Final de la Fase II del compostaje e inoculacion.

OBS: Todos los dias se adiciona agua y se comprueba que el compost posee un 65% de
humedad.

* Urea, Sulfato de amonio, Superfosfato simple y Cal calcitica.
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INOCULACION Y DESARROLLO DEL MICELIO

La cantidad de inéculo utilizada en esta fase puede variar entre el 0,8 y el 1,5%, en
relacion al peso humedo del compost. La mayoria de las veces, el cultivo de 4. blazei tiene
lugar en bolsas de plastico de 10 a 12 kg de sustrato, pero también puede realizarse en cajas de
plastico y en estanterias (70-90 kg por m?).

La temperatura ideal para el desarrollo del micelio es de 28 + 2°C; con esta temperatura
el proceso dura unos 12-15 dias. Esta temperatura y este tiempo son habituales en la mayoria
de los cultivos brasilefios. Debido a la falta de informacidn y de asistencia técnica, pocos son
los productores de compost y muchos los compradores del mismo.

El compost colonizado con el micelio de A. blazei tiene una coloracién mas blanca que
el compost colonizado por A. bisporus, debido a la densidad del micelio que se desarrolla

facilmente entre el compost (Figura 3).

Figura 3. A la izquierda, compost colonizado por A. blazei; a la derecha, compost
colonizado por A. bisporus.

CAPA DE COBERTURA

Para la elaboracion de la capa de cobertura se utiliza suelo mineral como material de
base (75% del volumen total). Durante el periodo 2005-2006, se realizd6 un estudio para
conocer cuales eran los materiales mas utilizados en la capa de cobertura, para el cultivo de A.
blazei, en la provincia de Piedade (Sdo Paulo). Los materiales mas utilizados fueron suelo
mineral (50%), suelo mineral + carbon (37,5%) y suelo mineral + carbén + vermiculita
(12,5%). Con respecto a los correctores aplicados a la capa de cobertura, el 75% de los
cultivadores utilizaron carbonato calcico, el 12,5% cal calcitica y el 12,5% cal dolomitica,
para alcanzar un pH entre 6,5-7,0 (Andrade et al., 2006).
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Debido al elevado uso de suelo mineral en la capa de cobertura, Zied (2008) estudio las
caracteristicas fisicas, quimicas y microbiologicas de los diferentes tipos de suelos. El autor
resalta que para obtenerse alta productividad, el suelo debe tener 556 g kg de arena, 102 g
kg' de limo y 342 g kg de arcilla, densidad de 1,0-1,1 g cm™, capacidad de retencién de agua
de 40-50%, contenido de Al+H menor de 15 mmol, dm y un valor de saturacion de bases por
encima del 70%.

Este suelo debe mezclarse con otros materiales, que reduzcan la densidad y la
compactacion de la capa de cobertura, causada por las irrigaciones diarias, y que aumenten la
porosidad y la capacidad de retencion de agua. La Tabla 4 muestra los valores de
productividad y el numero y masa de los carpoforos obtenidos a partir de 4 capas de
coberturas diferentes: suelo mineral + carbon vegetal, suelo mineral + corteza de pino
compostada, suelo mineral + fibra de coco y suelo mineral + turba rubia, siempre en
proporcion 3:1 v/v.

Tabla 4. Valores de productividad (kg de carpdforos/12 kg de compost); peso unitario de
carpoforo (productividad dividido por el ntimero de carpdforos) y numero de carpoforos
(recogidos en 12 kg de compost).

) ] Capa de cobertura a base de suelo mineral (3:1, v:v)
Variables analizadas

Carbon Turba Corteza de pino  Fibra de coco
Productividad (kg) 1,833 a 1,656 a 1,923 a 1,492 a
Masa de los carpdforos (g) 19,51b 20,43 b 17,64 b 22,14 a
Numero de carpoforos (u) 93,96 a 81,0 a 109,29 a 67,39b

Letras minusculas distintas entre lineas, muestran diferencias significativas al test de Tukey (5%).

La capa de cobertura a la que se adiciond corteza pino fue la que obtuvo mayor
productividad, seguida de la cobertura a base de carbon, la turba rubia y la fibra de coco. No
obstante, deben resaltarse dos factores importantes: 1) Desde el punto de vista econdmico,
destaca la capa de cobertura a la que se adiciono6 carbon, debido al bajo costo de este residuo,
en el estado de Sdo Paulo (Brasil), a lo que se suma la alta productividad observada; 2) Las
caracteristicas fisicas finales de los carpdforos recogidos en la capa de cobertura a la que
adicion¢ de fibra de coco son extraordinarias con vistas a la exportacién del hongo (las cuales
siguen un patrén — Ver el epigrafe sobre procesamiento y comercializacion).

Debemos resaltar que el suelo mineral utilizado en el cultivo debe pasar por un proceso
de correccion del pH, hasta alcanzar un valor de 6,5-7,0. Se recomienda la utilizaciéon de una
fuente de calcio con bajo contenido en magnesio, como carbonato calcico o cal calcitica. La
operacion de correccion se realizara 5 dias antes de la aplicacion de la cobertura (Ver
resultados obtenidos en el Exp 1, Figura 6).
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Cuando la cobertura utilizada se compone de suelo mineral y de residuo de carbén
vegetal, habitualmente, no es obligatorio el tratamiento fitosanitario (realizado con vapor o
con formol y otros fungicidas), principalmente cuando el suelo se ha extraido a 2 m de
profundidad, lejos del efecto rizosférico de las plantas y procede de regiones donde no existen
cultivos comerciales a gran escala. En cambio, cuando se adicionan materiales ricos en
materia organica y con gran cantidad de macro y micronutrientes facilmente asimilables, se
recomienda un tratamiento fitosanitario previo de la capa de cobertura.

El tratamiento fitosanitario puede ser:

-Fisico: Se utiliza vapor durante 5-7 horas a 60-65°C. Se recomienda
humedecer la capa de cobertura antes de iniciar el tratamiento (para mejorar la
transmision de calor).

-Quimico: Mediante formol se humedece el suelo, posteriormente, la capa de
cobertura se amontona hasta alcanzar los 25 cm de altura y con ayuda de un
mango de escoba se abren algunos orificios por los que se introduce una
solucién de 1 1 de formol en 10 1 de agua, para aproximadamente 1m’ de
material a desinfectar; tras lo cual se mantiene el material cubierto con plastico
negro durante 4-5 dias.

Para ambos tratamientos fitosanitarios se recomienda utilizar la capa de cobertura
pasados 2-3 dias.

INSTALACIONES UTILIZADAS EN EL PROCESO PRODUCTIVO

En Brasil, el 45% de los cultivadores utilizan invernaderos para la produccion de A.
blazei, seguido de barracones alineados de “Tetra Pak” (45%), cultivo al aire libre (6%),
cultivo en camaras climatizadas (3%) y cultivo rastico en bosques (1%). La figura 4 ilustra las
instalaciones utilizadas en Brasil. El Gnico ambiente totalmente controlado son las camaras
climatizadas; los invernaderos y los barracones alineados apenas poseen control de la
humedad y la temperatura.

Debido al cambio climatico actual, ya no se puede esperar un comportamiento
climatolégico clasico (época de frio = 17 + 5°C); época de calor = 28 + 4°C), por lo que
algunos cultivadores buscan financiacién por parte de las instituciones oficiales, para
modernizar sus instalaciones. No obstante, esta situacion se presenta a pequefia escala, a pesar
de que el producto adquiere altos precios en determinadas épocas del afio, debido a la baja
productividad.

De acuerdo con las instalaciones existentes y la época del afio, se establece el método
de produccion en los cultivos: cajas o bolsas de plastico (10-14 kg de compost) y estanterias
(50-100 kg de compost por m?).
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Figura 4. Instalaciones utilizadas en el proceso productivo: A) Cultivo en invernaderos; B)
Barracones alineados; C) Al aire libre; D) Cédmaras climatizadas; y E) Estructuras
rusticas en bosques.

INDUCCION DE LOS CARPOFOROS Y COSECHA

La fructificacion ocurre, por término medio, 23 dias después de la adicion de la capa
de cobertura. En el cultivo de 4. blazei no se lleva a cabo la operacion de rastrillado, tampoco
las aplicaciones convencionales de insecticida y funguicida tras la adicion de la capa de
cobertura y a lo largo del cultivo, ya que este hongo se utiliza con fines medicinales,
terapéuticos y farmacoldgicos.

En la tabla 5 se recogen las condiciones ambientales recomendadas para el desarrollo
del ciclo de cultivo. En los cultivos en invernaderos y en barracones alineados (que poseen
control limitado sobre las condiciones ambientales), la induccion de los primordios para cada
florada y las floradas de produccién quedan a expensas de las condiciones ambientales
externas.
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En las camaras de cultivo climatizadas esto no ocurre, de forma que pueden
conseguirse 6 floradas de cosecha en un mismo ciclo de produccion (120 dias — Figura 6) y 3
ciclos de produccion al afio. En el cultivo en invernaderos y barracones alineados también se
consiguen 3 ciclos de produccion al afio (con un nimero indeterminado de floradas), aunque
uno de ellos presenta escasa rentabilidad. La Figura 6 muestra el comportamiento de las
floradas en el cultivo en funcién de las condiciones ambientales, en cultivo controlado y semi-
controlado (120 dias de produccion a partir de la aplicacion de la capa de cobertura).

Tabla 5. Condiciones ambientales recomendadas para el cultivo de 4. blazei. tras la aplicacion
de la capa de cobertura

.. . Primeros 12 Induccion de Intervalo
Condiciones ambientales . . . Floradas .
dias los primordios entre flujos
Temperatura del compost 27+£2°C 20+2°C 27+2°C 28+2°C
Temperatura del aire 25+2°C 18+2°C 26+£2°C 27£2°C
Humedad relativa 90 + 2% 85+2% 82+2% 85+2%
Contenido en CO, >1.800 ppm +800 ppm +600 ppm + 600 ppm

Para el cultivo en condiciones controladas, se mantiene la temperatura inicial de 27 +
2°C durante, aproximadamente, 12 dias. Después, se incrementa la ventilacion y se reduce el
contenido en CO, y la temperatura del compost (2°C por dia); transcurridos 16-17 dias tras la
adicion de la capa de cobertura, la temperatura alcanza los + 20°C, permaneciendo durante 48
horas. Posteriormente, se eleva la temperatura del compost 2°C por dia, hasta que alcance los +
27°C (donde ya se observa la presencia de algunos carpdforos). Después de la cosecha se
recomienda que la temperatura del compost permanezca a 28°C durante 7 dias, para
nuevamente empezar a diminuir la temperatura 2°C por dia, para una nueva florada de
producciéon (Figura 5).

En condiciones semi-controladas es dificil inducir un flujo intencionadamente; estos
tienen lugar de acuerdo a las condiciones ambientales externas. En la Figura 5, se observa
como siempre que se produce una reducciéon en la temperatura del compost, de +5°C, se
produce un flujo de cosecha, como se pone de manifiesto a los 23, 40, 54, 69, 95 y 102 dias
tras la adicion de la capa de cobertura. A veces, la cosecha en estas condiciones puede
realizarse diariamente, debido a la falta de definicion de las floradas; esto difiere de la cosecha
en condiciones controladas donde hay 6 floradas bien definidas, cada una de 5 dias de
duracion, lo que totaliza 30 dias de cosecha en un total de 120 dias de produccidn.
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Figura 5. Esquema de 120 dias de produccion, en condiciones controladas (camaras
climatizadas) y semi-controladas (invernaderos y barracones alineados), en funcion de la
temperatura del compost, de la del aire ('C) y de la humedad relativa (%).

Se han realizado diversos estudios sobre la productividad de A. blazei. En la figura 6 se
resumen algunas de estas investigaciones; se observa una variacion en la productividad de
0,60 a 2,25 kg de hongos recogidos en 12 kg de compost.
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post (160 ml/ esterilizada)
| Riego - solucién 37,5% dilucién del com; 120 ml) EXp
ABL — Agaricus blazei G - pajagraminea A — Ambiente de cultivo
CC - capade cobertura DLA - de la adicion PF — pajade judias
cv - carbén vegetal PC - profundidad de coleta del suelo EXP — Experimento Productividad en 12 kg de compost
C — compost calc calc — calcareo calcitico
BC - bagazo de la cafna de azucar calc dol — calcareo dolomitico

Figura 6. Productividad de 4. blazei en funcidn de la variedad, el compost, la capa de
cobertura, las condiciones ambientales del cultivo y el tipo de riego (datos facilitados por Zied
y colaboradores a partir de sus experiencias de los afios 2005 a 2009).

68

\ 4



PROCESAMIENTO Y COMERCIALIZACION

Una vez recogido el hongo, debe eliminarse el exceso de tierra de la base del pie, luego
los carpdforos son lavados, cortados y deshidratados (Figura 7).

Figura 7: Esquema del procesamiento de los hongos recogidos: A) Carpoforos recién
recogidos; B) Lavado; C) Carpdforos ya lavados; D) Cuchilla de corte; E) Deshidratador; y F)
Producto final para la exportacion.

Los carpoforos de A. blazei son comercializados deshidratados enteros (cuando se
cosechan con el sombrero cerrado) o triturados en forma de polvo (para capsulas o sacos de
té). Cuando se recogen con el sombrero abierto, debido al exceso de hongos en la florada, el
cultivador no consigue lavarlos a tiempo, o el sombrero se abre dentro del deshidratador
(como se recoge en la fotografia del dia 06/02 — 7:46, Figura 8), los hongos son vendidos a un
precio un 70% inferior al valor de los hongos comercializados con el sombrero cerrado.

Como los hongos pueden ser comercializados enteros o triturados, se sugiere que los
carpoforos recogidos los dias 05/02 de las 9:34 a las 13:37 (Fig. 8), sean comercializados
enteros, siguiendo las normas internacionales del pais importador, mientras que los carpoforos
recogidos después del dia 06/02 a las 7:46 (Fig. 8), pueden comercializarse triturados, ya que
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aunque tienen el sombrero abierto, mantienen sus propiedades medicinales y su color (Eira,
2003 — Tabla 6).

El mayor pais importador de A. blazei es Japdn, cuyas normas de clasificacion son las

siguientes:

Hongo Extra: Altura de 5 a 8 cm, ancho de la base del pie de 3,5 a 5,0 cm,
coloracion amarillo-pajizo (bien claro). Sombrero cerrado.

Hongo A: Altura de 3 a 5 cm, ancho de la base del pie de 1,5 a 3,5 cm, coloracion
amarillo-pajizo (bien claro). Sombrero cerrado.

Hongo B: Altura de 2 a 5 cm, ancho de la base del pie de 0,3 a 3,0 cm, coloracion
amarillo-rojizo (oscurecido debido al proceso de oxidacidon y a una deshidratacion
incorrecta). Sombrero cerrado.

Hongos Abiertos. Altura de 2 a 8 cm, ancho de la base del pie de 0,3 a 5,0 cm,
coloracidon amarillo-rojizo (oscurecido o no, debido el proceso de oxidaciéon y
deshidratacion). Sombrero abierto.

|
i

EEEEEEEEEEERN
* oy

$ 130-200

L L

o
{4
ofsin

A 1-..:.1;-" . ._ﬁ

i

Figura 8: Estados de desarrollo del hongo y sus respectivos valores comerciales actuales
(FP: fuera de norma, se recomienda la trituracion de estos hongos para dar valor al producto).

Existen pocos estudios relativos a la composicion quimica de A. blazei, sobre todo, en
cuanto al contenido en lentinan y B-glucano. En la actualidad, el Mddulo de Cogumelos de la
Facultad de Ciencias Agrondmicas (FCA) de la Universidad Estatal Paulista (UNESP) esta
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desarrollando un gran proyecto de investigacion con el objetivo de definir cuales son las
practicas de produccion que potencian la cantidad de B-glucano y otros componentes quimicos
de los carpdforos finales recogidos. También pretende establecer un protocolo de cultivo, con
normas y reglas a seguir, que mejoren la calidad del hongo con vistas a la exportacion.

ENFERMEDADES Y PLAGAS

El cultivo de A. blazei es susceptible al ataque de diversas enfermedades (hongos,
bacterias y virus) y plagas (moscas, acaros y nematodos), debido principalmente a las elevadas
temperaturas y humedades que se alcanzan durante la fase de produccion (25-29°C y 82-90%,
respectivamente), ideales para el desarrollo de las mismas.

Las enfermedades las producen agentes patogénicos que causan dafios directamente
sobre el hongo cultivado, pudiendo ser hongos (Verticillium fungicola y Mycogone perniciosa)
y también bacterias (Pseudomonas tolaasii), pero también pueden aparecer microorganismos
competidores, que a pesar de no ser parasitos de los hongos, se desarrollan en el compost o en
la capa de cobertura, reduciendo la cantidad de nutrientes disponibles o produciendo
sustancias toxicas que retardan o impiden el desarrollo de los hongos (Figura 9).

Los hongos patogénicos mas frecuentes son: V. fungicola, conocido popularmente
como “Mole seca” o “Bob” y M. perniciosa conocida como “Mole humeda”; ambos son
considerados, desde la antigiiedad, como los mayores enemigos de los cultivadores de hongos
debido a su agresividad y su amplia distribucion geografica (hongos cosmopolitas). Pueden
aparecer en cualquier estado de desarrollo de A. blazei: fase micelial, fase inicial de la
produccioén y fase final de la produccion.

Cuando se desarrollan junto al micelio del hongo, tanto en el compost como en la capa
de cobertura, los dafios causados pueden disminuir la productividad en un 30-60%. El dafio
mas comun es la formacidn de tejidos (hongo con forma globosa y piramidal — Figura 9A). En
la fase inicial de produccion, el parasito puede invadir los tejidos del pie, causando algunas
aberturas, que dejan los hongos retorcidos. La fase final del desarrollo de estos hongos
coincide con el final de la produccion, apareciendo sobre todo en los cultivos comerciales
poco tecnificados. El hongo presenta algunas manchas irregulares de coloracion canela en la
superficie del sombrero, resultante de la germinacion de las esporas presentes en el ambiente
(pérdidas del 3% son frecuentes con este tipo de contaminacion).

Las principales fuentes de contaminacion fingica son: Compost mal preparado y
micelio “semilla” y materiales de cobertura de calidad reducida. La presencia de esporas
alrededor de las instalaciones de produccion también pueden ser un problema, principalmente
en ambientes con poca proteccion contra el viento (cortinas, mallas, mantas o filtros),
humedades excesivamente altas y temperaturas por encima de 26°C.
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Las enfermedades bacterianas aparecen en menor escala, pero también pueden ser
frecuentes en cultivos con alta humedad y deficiente ventilacidn; el principal sintoma de una
contaminacion bacteriana es la aparicion de manchas pélidas en el sombrero que se oscurecen
a tonos marrdn-chocolate. La presencia de pequefias gotas de agua de color amarillo claro en
el sombrero y en el pie, son indicadores de contaminacion bacteriana (Figura 9B). Las moscas,
acaros y otras plagas contribuyen a la diseminacidn de estos patdgenos.

Entre las plagas que atacan los cultivos, tres merecen mayor atencién: Moscas, acaros
y nematodos. Las moscas son atraidas por el olor del compost (materiales utilizados en la
formulacién y el proceso de compostaje), el hongo y los restos de cosecha que acaban
generando una acumulacién de materia organica. Algunas especies de moscas se desplazan
rapidamente (Phoridae), otras son mas lentas (Sciaridae), algunas, durante el proceso
reproductivo, pasan por el estado de larva y pupa, otras como las de la familia Cecidomidae se
reproducen por pedogénesis, o sea, varias larvas pueden originarse de una unica madre.

El ciclo de vida de estas moscas se completa en 15-42 dias, pudiendo depositar cada
hembra una media de 50-200 huevos, la mitad de ellos hembras. Un método de control
recomendable para disminuir la presencia de moscas en las instalaciones es la utilizacién de
trampas luminosas (impregnadas de cola entomoldgica — Figura 10), pues impide su
reproduccion y la puesta de huevos.

Figura 9. A: Deformacion en los carpoforos debido a la presencia de Verticilium fungicola
(hongos con aspecto globoso), B: Presencia de bacterias del género Pseudomonas,
y C: Vista interna de los carpdforos infectados por Mycogone (mole himeda).

Los sintomas que se observan son debidos al ataque de las larvas y no de las moscas,
ya que hacen galerias en el sombrero y en el pie de los hongos, depreciando el valor del
producto final. Las larvas se alimentan del micelio de A4. blazei y de otros hongos
contaminantes. También es importante resaltar que algunas moscas presentes en el cultivo se
alimentan de materia organica, por lo que debe prestarse mucha atencion en las fases de
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produccion, donde todavia no estd el micelio presente (produccion del compost, pasteurizacion
y acondicionamiento y desarrollo del micelio).

Figura 10. A: Moscas en el carpoforo de A. blazei, B: Trampa luminosa impregnada de cola
entomoldgica y C: Vista cercana de la trampa con las moscas muertas.

Los acaros se encuentran habitualmente en el compost y en la capa de cobertura,
poseen habitos micofagos y se pueden alimentar de materia organica. Normalmente se les
observa después del riego de la capa de cobertura, ya que poseen coloracion ferruginosa y se
desplazan continuamente; la presencia de telarafias en las estanterias del cultivo, pueden ser un
indicador de la presencia de los acaros.

Por ultimo, los nematodos son organismos microscopicos, que poseen un ciclo de vida
de 15-28 dias y elevada fertilidad (cada hembra pone 30-250 huevos). Pueden encontrarse en
la capa de cobertura y en el compost, sobre todo con un proceso de pasteurizacion inadecuado
y exceso de humedad.

Es importante resaltar que no existe ningun biocida (insecticida, fungicida, acaricida,
etc.) registrado para su aplicacion en el cultivo de 4. blazei, siendo muy importante la
adopcion de técnicas de cultivo que eviten o minimicen la presencia de enfermedades y
plagas, tales como: Adquisicion de “semilla” de calidad, preparacion, manejo y formulacion
adecuada del compost, higienizacion total de las instalaciones de cultivo y sus alrededores,
seleccion del material, desinfeccidon y correccion del pH de la capa de cobertura y, finalmente,
control riguroso de las condiciones ambientales durante el proceso de fructificacion y cosecha
de los hongos.
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CARACTERISTICAS NUTRICIONALES Y MEDICINALES

Los hongos desde el tiempo remoto eran utilizados con fines nutricionales y
medicinales (medicina popular) para combatir hemorragias, célicos, heridas, asma, deficiencia
de vitamina D, etc. (Vedder, 1996). Segtn la especie del hongo se pueden observar diferentes
caracteristicas nutricionales y medicinales; en un Proyecto Tematico sobre “Cogumelos
Comestiveis e Medicinais” se verifico que 4. blazei es mas rico en proteina y B-glucano y
similar en fibras, minerales y grasa que Pleurotus ostreatus y Lentinula edodes (Tabla 6).

Tabla 6. Analisis bromatoldgico y contenido de B-glucano en carpoforos de A. blazei (ABL)
en relacion a otros hongos comestibles (P. ostreatus — POS y L. edodes — LED).

Honeo Estadio de | Proteina | Extracto | Minerales, Fibra lufa(rilz /BI-OO
& crecimiento | bruta, % | etéreo, % % bruta, % g Nt
hongo deshidratado

P*. abierto 39,18 3,33 7,59 7,83 0,522
ABL 25

P. cerrado 33,40 3,00 7,27 9,71 0,676

P. abierto 35,03 3,13 7,33 6,93 0,473
ABL 26

P. cerrado 35,88 2,75 7,51 8,46 0,548

P. abierto 29,36 1,53 6,84 11,06 0,398
ABL 30

P. cerrado 33,71 2,89 7,09 6,14 0,487
POS 23,28 2,56 7,05 10,86 0,413
LED 19,49 3,50 4,40 12,36 0,212

* P —pileo, Fonte: Eira, 2003.

La busqueda de sustancias o métodos que aumenten o potencien el sistema
inmunoldgico del cuerpo humano, con objeto de inducir una resistencia sin causar efectos
colaterales perjudiciales al organismo, ha sido uno de los principales objetivos de la ciencia en
la cura del cancer. Dado que los estudios sobre las propiedades medicinales de 4. blazei en
seres humanos no estan concluidos, no puede ser referenciado todavia como un “hongo
medicinal” y si como un alimento funcional o un hongo utilizado como complemento
alimentario (nutricional). Recientemente, Leifa (2002) desarrollé su trabajo de doctorado con
la produccién extracelular de polisacaridos de 4. blazei en cultivo sumergido y sus efectos
antitumorales, concluyendo que un polisacarido soluble en agua, de peso molecular (PM) 2,09
x 10° fue eficiente para el control del Sarcoma 180 en ratones. Ya Kaneno (2003), en una
segunda etapa de investigacion verifico en ensayos realizados con fracciones de extractos
solubles de oxalato de amonio (extracto ATF) mostraron resultados de inmunomodulacion
significativos, controlando el desarrollo del Tumor de Ehrlich en ratones (Figura 11),
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probablemente debido a la migracion selectiva de linfocitos T hacia los sitios de implantacion
del Tumor (un tipo de citocina, que afecta directamente las células del tumor).

Ehr/ATF

Grupos

Figura 11. Control del tumor de Ehrlich con el extracto ATF del 4. blazei.

De esta manera se deben desarrollar muchos estudios e investigaciones en base a sus
propiedades medicinales y también en técnicas de cultivo que potencien la presencia de
substancias farmacoldgicas en el carpoforo, como: variedad a ser utilizada, ambiente de
cultivo (iluminacidn, variacion de temperatura, etc.), materias primas usadas en la formulacién
del compost, consumo del hongo con el pileo abierto o cerrado, duracién del ciclo de cultivo y
numero de floradas, métodos de deshidratacion, entre otros factores que seguramente afectan a
la constitucidén quimica final de los hongos comercializados.
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INTRODUCCION

El cultivo de L. edodes actualmente representa una gran fuente de renta en la
fungicultura mundial, siendo el segundo hongo comestible mas producido en el mundo. Datos
verificados en la literatura resaltan que la primera cosecha se produjo en China, aunque
algunos autores indican que en Japdn, hacia el afio 100 aC, también se recolectaron especies
nativas. Durante la dinastia Song, entre los afios 969 y 1127, se realizaron en China cultivos
rusticos de este hongo (Chang y Miles, 1989; Donoghue y Denison, 1995).

Segun el pais consumidor, éste puede ser encontrado bajo diversas nomenclaturas,
como en Francia (Lectin), en Estados Unidos (hongo oscuro de la selva), en Japon y en China
(Shiitake, hongo japonés de la selva y “Black Mushroom”). En Espafia también podemos
encontrarlo como Shiitake, aunque, de manera diferente a lo que ocurre en el resto del mundo,
su consumo es escaso, muy por debajo del champifion y las setas del género Pleurotus.

Inicialmente el cultivo de Shiitake era realizado en troncos de madera que eran
cortados; luego comprobaron que si se golpeaban estos troncos, surgian las fructificaciones de
los hongos; un poco mas adelante, para el “choque térmico” sumergian los troncos en tanques
con agua. Ya en 1974, se produjo el primer cultivo en serrin, en la ciudad de Shangai, China
(Chen, 2005a).

Se trataba entonces del inicio de un cultivo mas tecnificado y profesional, que poseia
varias ventajas, como: menor tiempo de desarrollo del micelio y posterior produccion,
posibilidad de utilizacion de residuos agricolas (serrin, pajas, harinas, salvados, etc.) y
facilidad de manejo. Como consecuencia de esto también se presentaban algunos
inconvenientes, como una mayor inversion en el cultivo, un consumo elevado de energia y la
necesidad de mano de obra especializada.

Dentro del cultivo de Shiitake en sustrato formulado, podemos distinguir las siguientes
etapas de produccion: produccion del inoculo o semilla (la mayoria de las veces variedades
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diferentes de las utilizadas en cultivos en troncos), produccion del sustrato, pasteurizacion o
esterilizacidn, inoculacidn, desarrollo del micelio y maduracion y, finalmente, produccion.

PRODUCCION DE INOCULO, SEMILLA O “SPAWN”

Para el desarrollo de la semilla de Shiitake, deben utilizarse medios de cultivo y
sustratos adecuados a la nutricién del hongo. Es importante resaltar que los medios de cultivo
excesivamente ricos pueden causar diversos desequilibrios nutricionales, causando
irregularidades en el crecimiento de los hongos cuando se inoculan en los sustratos para la
produccion.

De esta forma, una semilla de calidad sigue un patrén y unas caracteristicas quimicas
siempre uniformes (poco cambio de las formas y disponibilidad de los nutrientes), tanto para
la produccion de la matriz primaria, secundaria, terciaria y la semilla final que el fungicultor
utilizara en la inoculacidn del substrato de cultivo.

Dado que el Shiitake se desarrolla bien en troncos de madera, el medio de cultivo para
la matriz primaria y secundaria es a base de serrin, al que se adiciona harina y carbonato
calcico. Para esto se prepara un sustrato con 200g de serrin + 40g de harina + 4 g de carbonato
y se hierve en 1 litro de agua durante 10 minutos (Minhoni et al., 2007). A continuacién este
medio es filtrado y autoclavado durante 30 minutos a 121°C, tras lo cual se adicionan 15g de
agar y transcurridas 24 horas se realiza otro autoclavado.

Con el medio de cultivo listo, éste se transfiere a placas de Petri, donde se hace la
inoculacion de la matriz primaria con el hongo seleccionado. La matriz primaria se incuba a
25°C durante aproximadamente 7 dias y, una vez colonizada, se transfiere una porcion de
medio del cultivo + el micelio del Shiitake (discos de aproximadamente 0,5 cm de diametro) a
otro conjunto de placas (éstas denominadas de matriz secundaria). La matriz secundaria es
incubada a la misma temperatura y periodo de tiempo que la matriz primaria.

Para la produccion de la matriz terciaria y la semilla se utiliza el mismo sustrato
mencionado anteriormente (200g de serrin + 40g de harina. + 4g de CaCO3), pero se adiciona
agua hasta un contenido en humedad del 65%. Luego se transfiere este substrato a frascos de
vidrio (matriz terciaria) y bolsas de plastico (semilla) y se esteriliza durante aproximadamente
2 horas a 121°C.

Con el sustrato estéril, para la produccion de la matriz terciaria se transfiere un
fragmento (formato de pizza) de la matriz secundaria colonizada sobre el substrato e
inmediatamente se procede a la incubacion a 25°C durante 10 dias. Finalmente, con la matriz
terciaria colonizada, se inocula la semilla en la proporcion del 3% sobre peso humedo del
sustrato, dispuesto en bolsas de plastico para su utilizacion por parte del productor.
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Figura 1: Produccion de matriz primaria (A), secundaria (B), terciaria (C) y semilla (D).

PRODUCCION DEL SUSTRATO

Para la produccion del sustrato de Shiitake se utiliza una mezcla del material de base o
de volumen (serrines, pajas, bagazo de cafia, etc.) con los aditivos (harinas, carbonato, tortas,
etc..), tras lo cual se adiciona agua para la correccion de la humedad (£65%) y se procede el
tratamiento térmico.

De esta manera el componente voluminoso, siempre representa 70-80% de la
composicion del sustrato. El serrin es el material mas utilizado, aunque actualmente, con el
aumento de residuos organicos, se vienen utilizando diferentes materiales alternativos. Se
deben considerar una serie de requisitos minimos para la eleccion del material a ser utilizado
como sustrato, entre los que destacan: bajo coste, continuidad de suministro, facilidad de
adquisicién y homogeneidad en sus caracteristicas fisicas y quimicas.

Normalmente se utilizan diferentes especies de Eucalipto (urophylla, grandis,
camaldulensis y saligna) y Roble (acutissima, dentata, mongolica y serrata), a las que se
afladen harinas (trigo, arroz, soja, algodon, maiz, etc.) con el objetivo de mejorar las
propiedades del sustrato, principalmente debido al aumento del contenido en nitrégeno y
carbohidratos disponibles, lo que se traduce en un aumento de la velocidad de desarrollo del
micelio y reduccion de tiempo de fructificacion, al compararlo con el cultivo en troncos.
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Hay que tener en cuenta que contenidos elevados de nitrégeno se traducen en la
formacion de micelio menos denso y la frecuente aparicion de Trichoderma. Asi, el balance de
nitrogeno y carbono se debe llevar a cabo tratando de establecer una relacion C/N de 40-60/1
durante el crecimiento del micelio, para que en el momento de la florada éste se situe entre 55-
80/1. El indice de pH recomendado durante el crecimiento del micelio es de 5,5-6,5 y para la
fructificacion 4,5-5,5. En la Tabla 1 se muestran varias formulaciones utilizadas en diversos
paises, de acuerdo con los materiales disponibles.

Tabla 1. Ejemplos de formulaciones de los sustratos para el cultivo de L. edodes (adaptacion
de Minhoni et al., 2007).

Serrin Harinas Salvados Otros Referencia
80% Roble 10% trigo 10% maiz Royse et al., 1985
o) o
80% Roble 10% trigo Rinker, 1991
10% mijo
72%" 26% arroz | 2% carbonato Chang y Miles, 1989
_40
94% 3-4%arroz 1% carbonato | Oei, 2003
1% trigo o maiz
80% 0/ eu o .
. 20% trigo 1-2% carbonato | Sant’anna, 1998
Eucalipto
70-78%2 20% maiz 2% carbonato Kalberer, 2000

UDalberia sisso, Acacia arabica'y Populos alba;®70% Roble, 20% Haya y 10% Arce.

Se deben conseguir valores de este orden para la produccion de un sustrato de calidad.
Es de resaltar que, junto a las caracteristicas quimicas del sustrato, uno de los principales
factores limitantes es la humedad de los bloques, que se correlaciona con la granulometria del
serrin y los contenidos de O, y CO,. De esta manera, fragmentos pequefios de serrin provocan
un elevado contenido de CO,, que generalmente ocasiona una anaerobiosis debido a la
facilidad de retencion de agua; por otro lado, particulas grandes de serrin pueden perforar la
bolsa de plastico en el momento del prensado del sustrato al empaquetarlo.

En el proceso se utiliza diferente maquinaria, como puede observarse en la Figura 2.
Estas maquinas son capaces de mezclar el serrin con las harinas y salvados, humedecer,
empaquetar, prensar (haciendo a la vez los orificios donde la semilla serd inoculada) y pesar,
de acuerdo con la cantidad deseada. Con estas instalaciones se pueden hacer aproximadamente
100 bloques en 1 hora de trabajo.
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Figura 2: Maquina utilizada para la produccion del sustrato: A — Pala cargadora colocando el

serrin en el cilindro mezclador, B — Cilindro utilizado para mezclar el serrin, las harinas y el
agua, C — Segundo cilindro mezclador, D — Cinta utilizada para transportar el serrin,
E — Soporte y molde utilizado con la balanza y el formato final de los paquetes
y F — Vista general de la maquina.

PASTEURIZACION O ESTERILIZACION

Con el sustrato elaborado y ya dentro de las bolsas de plastico (media 2 — 2,5kg de
sustrato), se tiene la opcidn de escoger el tipo de tratamiento térmico que se va a hacer. El
principal objetivo de esta etapa de la produccion es reducir o eliminar la microbiota existente
en el sustrato, que podria ejercer relaciones antagonicas con el Shiitake.

El tipo de tratamiento utilizado por el productor puede variar de acuerdo con los
recursos financieros de los que disponga. La utilizacién del tratamiento por esterilizacion es
mas caro, de acuerdo con la utilizacion de materiales industriales, un consumo elevado de
energia y la necesidad de laboratorio y camara de flujo laminar para la inoculacion, diferente
del tratamiento con pasteurizacion. En cualquier caso, los riesgos y la posibilidad de perdida
de produccioén en los sustratos pasteurizados son mayores.

Segun el tratamiento térmico, se puede elegir el tipo de bolsa (PEAD o PE). Estas
deben disponer obligatoriamente de filtros (para permitir intercambios gaseosos y evitar la
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contaminacioén con esporas de otros hongos), que son anexados en la parte superior de las
bolsas (Figura 3).

Figura 3: A la izquierda, detalle del filtro y posicidn en la bolsa de plastico. A la derecha, corte
vertical del bloque (detalle de los orificios, donde se afiade la semilla).

En el caso del tratamiento por esterilizacion, se deben mantener temperaturas de 121°C
durante aproximadamente 3 horas, mientras que en el caso de la pasteurizacion, se
recomiendan temperaturas de 70 a 98°C durante 12 a 24 horas. Los paquetes se deben colocar
espaciados unos de otros dentro del sitio donde se va a hacer el tratamiento (para una mejor
distribucion del calor y homogeneizacion) y se deben introducir sondas para la medida de la
temperatura en el interior de los paquetes.

INOCULACION

Para la inoculacién se debe utilizar obligatoriamente semilla nueva, que sea vigorosa y
se encuentre en maxima actividad. Después del tratamiento térmico, y en las maximas
condiciones de higiene, se adiciona del 1 al 5% de semilla en relacidon al peso himedo del
sustrato. En esta fase es importante la adopcion de practicas y medidas que eliminen o
minimicen las contaminaciones, que no deben superar el 5%.

Cuando se detecta algun tipo de contaminacion, se pueden hacer algunas predicciones,
como:

- contaminacion superior del sustrato: fallo en la inoculacion o en el sellado del plastico post-
inoculacion.

82



- contaminacion en la base del sustrato: rupturas o fallo en el sellado de la bolsa.

- contaminaciones por todo el sustrato: problemas del tratamiento térmico, formulaciones
incorrectas o semilla impura.

- contaminacion del interior del bloque hacia el exterior: problemas del tratamiento térmico o
semilla contaminada.

DESARROLLO DEL MICELIO Y MADURACION

En locales limpios, dentro de cajas de plastico o estructuras metalicas se deben incubar
los paquetes para iniciar el desarrollo del micelio a temperatura de + 23°C, elevado nivel de
CO; (< 3000 ppm) y ausencia de luz. En esta fase el micelio absorbe los nutrientes, los cuales
son utilizados en su estructura para la conversion de la energia necesaria para su metabolismo
y crecimiento.

De esta manera el Shiitake libera calor, CO, y metabolitos secundarios o productos
finales toxicos (oxidacion de enzimas polifenoloxidasas) para el propio hongo. Asi, en los
primeros 30 dias, el desarrollo del micelio se produce en cajas de plastico (Figura 4A), donde
el sustrato se encuentra en contacto con el liquido generado por su propio metabolismo, a
continuacion se empieza a hacer las despegaduras (cada 15-20 dias) y se separa el sustrato del
liquido (Figura 4B), hasta la primera florada (£100 dias) cuando se retira la bolsa pléstica.

Figura 4: A — Cémara de incubacion, donde los paquetes estan dentro de las cajas plasticas
durante aproximadamente 30 dias, B — Camara de maduracion del micelio, donde en los
paquetes el sustrato ya esta separado del liquido generado por su propio metabolismo,
durante la maduracion del micelio cada 15 a 20 dias se hace la despegadura.

Podemos destacar entonces que cuando el sustrato est¢ completamente blanco no
significard que se encuentre listo para la produccidn (inicio de la fructificacion), todavia se
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debe esperar a su maduracion, que ocurre tras el endurecimiento y el oscurecimiento de la
capa micelial. Esta protegera al sustrato de la desecacion y las contaminaciones.

Sobre el periodo de desarrollo del micelio y maduracion influyen diversos factores,
como: variedad utilizada, formulacion del sustrato, cantidad de semilla utilizada, temperatura
de crecimiento, tasa de CO; en los sustratos y en las cdmaras de cultivo, cantidad de luz en el
ambiente, etc.

PRODUCCION

Después de la formacioén de la capa micelial se hace la induccion de los carpoforos
para la cosecha, donde se maneja la temperatura, la humedad, la luminosidad y el contenido de
CO; del ambiente de cultivo. Los cambios de las variables ambientales, necesarias para la
induccién y cosecha del Shiitake, estd descrita en la Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas necesarias para el desarrollo y maduracion del micelio, y sus
respectivos cambios para la fructificacion.

Caracteristicas Colonizacion y maduracion | Induccion y fructificacion
ambientales del micelio de los hongos
Temperatura ('C) +23°C +17°C
Humedad relativa (%) 65 —75% 70 —95%
Luminosidad Ausencia 800 — 2000 lux
Contenido de CO, <3000 ppm + 1000 ppm

El cultivo en ambiente climatizado es de fundamental importancia para la conduccion
de las variables ambientales y una produccion estable. De acuerdo con el nivel de
tecnificacion de las camaras de cultivo se establece el pardmetro con relacion a la eliminacion
del filme plastico (Figura 5); cuanto mas tecnificado sea el ambiente mayor podra ser la
superficie de contacto de produccion de los paquetes (eliminacidon total de la bolsa de
pléstico). Cuando se adopte esta metodologia, se sugiere que los bloques sean lavados en agua
corriente para la eliminaciéon de los compuestos toxicos generados por su proprio
metabolismo, tras lo que se trasladan a unas condiciones ambientales como las recomendadas
en la Tabla 2.

Transcurridos entre 8 y 12 dias se inician las primeras fructificaciones, las cuales
permanecen otros 8 o 10 dias de acuerdo con la variedad utilizada. La cosecha se realiza de
manera manual retirando el hongo con una leve torsion, debiendo evitarse la presencia de
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residuos del pie del Shiitake en los bloques, ya que resultan sustratos adecuados para plagas y
enfermedades.

Figura 5. A) Eliminacion total de las bolsas de plastico, practica indicada para cultivos
tecnificados, B) eliminacidn parcial de las bolsas de plastico, practica indicada para cultivos
semi-tecnificados y C) utilizacion de bolsas de plastico perforadas, préactica indicada para
cultivos rusticos.

La productividad varia de acuerdo con el tipo sustrato utilizado, la variedad genética
del micelio y las condiciones del ambiente de cultivo. De acuerdo con Oei (2003), ésta se situa
entre el 15 y el 35% sobre peso hiimedo del sustrato. Otros autores han descrito eficiencias
bioldgicas entre 0,6 y 13,5% (Han ef al., 1981; Badham, 1988; Rinker, 1991; Levanon et al.,
1993; Rossi, 1999).

INTERVALOS ENTRE FLORADAS Y NUEVOS CHOQUES DE INDUCCION

Después de la 1? florada, es necesario dar un periodo de descanso al hongo. Muchos
productores vuelven las caracteristicas ambientales a las condiciones de incubacion o
mantienen las mismas condiciones utilizadas para la fructificacion.

Este periodo puede variar de 7 a 20 dias, transcurridos los cuales se sumergen los
bloques en agua durante aproximadamente 12-24 horas para una nueva florada. Este
procedimiento se puede repetir otras 2 o 3 veces segun la productividad obtenida y las
condiciones fisicas y bioldgicas de los bloques.

Para establecer hasta que punto se debe seguir con un cultivo de Shiitake, se han de
tener en cuenta las condiciones socio-economicas. La utilizacion de estructuras rasticas, si se
encuentran alejadas de la estructura principal, puede resultar de interés para el traslado del
sustrato tras la 3* florada, con objeto de economizar gastos de energia eléctrica y evitar un
aumento de contaminaciones en las salas climatizadas.
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RESUMEN

La gestién de los residuos procedentes del cultivo de champiiion y setas (CAC y
PS) presenta una solucion desigual en todo el mundo, que varia, fundamentalmente, con la
oportunidad de reciclado en sectores proximos a los centros de produccion. Las virtudes
del subproducto y las limitaciones del mismo requieren establecer la aplicacion y
dosificacion adecuada en los suelos o proponer la mezcla con materiales suplementarios
para el uso como sustrato de cultivo. En el presente capitulo se resume la gestion realizada
en Castilla-La Mancha por la cooperativa Recomsa y el desarrollo de productos
alternativos de valor afiadido, que han permitido ofrecer una solucion rentable y sostenible
a los residuos generados por el sector del champifion.

Fundamentalmente se presenta la evolucidn en la generacion de los residuos y en la
comercializacién de productos elaborados con los mismos. Indicando cémo se han
desarrollado nuevas aplicaciones, como es la utilizacion del peletizado, con el fin de poder
comercializar productos organicos para enmiendas de suelos que no vean comprometido su
precio por un sobrecoste debido a los contenidos de humedad y que, por otra parte,
faciliten su aplicacion con abonadoras convencionales.

Por ultimo se apunta el empleo de CAC como enmienda en suelos contaminados
por metales pesados, con la finalidad de inmovilizar los elementos contaminantes e
impedir una lixiviaciéon y contaminaciones de acuiferos, al producirse una adsorcion de los
metales pesados sobre una amplia variedad de grupos funcionales del sustrato orgénico.

INTRODUCCION

Todos los sistemas de produccion llevan implicito, en mayor o menor medida, la
generacion de residuos. Es por ello que la evaluacion global del sistema debe contemplar la
implantaciéon de modelos ciclicos en los que se minimicen o reincorporen los residuos
generados para establecer una gestion sostenible. La gestion integral de los residuos,
enmarcada en la Ley 10/1998, contempla de forma prioritaria la reutilizacion, reciclado y
valorizacion de los residuos sobre otras técnicas de gestion.

El sector del champifién en Espafia, localizado fundamentalmente en La Rioja y
Castilla-La Mancha, genera en torno a las 800.000 t/afio de residuo orgénico procedente de
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los cultivos de champiién y otros hongos (Medina et al., 2009). Conscientes de la
necesidad de la correcta gestion del subproducto organico se han desarrollado trabajos de
investigacion para la valorizacion de los materiales (Moya et al., 2001). En primer lugar
debe sefialarse que no existe una unica forma de denominacidn para los residuos
generados. Muchos autores emplean de forma genérica el término Compost Agotado del
Champifion (CAC), aunque otros consideran esta designacion con caracter peyorativo, al
considerar que algo agotado no presenta propiedades para una valorizacién. Sin embargo
en la bibliografia anglosajona es el término mas empleado (Spent Mushroon Substrate,
SMS) (Levanon y Danai, 1994; Lohr ef al., 1984 y Maher, 1994) y probablemente, si se
conocen las propiedades del CAC, se entiende que no se trata de un residuo agotado sino
de un producto rico en materia organica que puede ser una materia prima interesante para
la fabricacidon de enmiendas y sustratos de cultivo (Morel et al., 2000; Lopez et al., 2006).

CARACTERISTICAS INICIALES Y SISTEMA DE GESTION

Con la creacién de las instalaciones de Recomsa en la localidad de Quintanar del
Rey (Cuenca) en el afio 1995 se pone fin a la practica de depositar los residuos del cultivo
en vertederos sin control, eliminando un importante problema ambiental y sanitario.
Inicialmente, se trataba de recoger los residuos, almacenarlos temporalmente y transferir el
subproducto fresco a terceros. En el afio 1999 y en colaboracion con el departamento de
Edafologia de la Universidad Politécnica de Madrid se amplian las instalaciones y se
construye una planta de compostaje para la obtencidon de enmiendas organicas y materiales
base para la fabricacion de sustratos de cultivo. Se aprovecha por lo tanto el potencial del
subproducto buscando obtener una mejor valorizacion de los residuos.

Primeramente se realizo un control analitico de los productos y materias primas de
la nueva planta con el objetivo de evaluar las caracteristicas del residuo de entrada en la
planta y proponer un proceso de compostaje para la estabilizacion de la materia organica.

Se reciclan dos materiales de caracteristicas diferenciadas. El compost procedente
del cultivo de champifion (CAC) y el procedente del cultivo de setas (PS).

Como caracteristicas mas destacadas del CAC citar su aceptable humedad, baja
densidad y elevada porosidad. Presenta un pH aceptable como enmienda orgéanica, sin
embargo el contenido en sales, evaluado por la conductividad eléctrica, es algo elevado
debido al empleo de tierras de cobertura ricas en sales y al sulfato de calcio necesario para
el cultivo. Sin embargo esta circunstancia ha cambiando en los tltimos afios debido a que
en muchos cultivos se empieza a emplear como capa de cobertura turba, de manera que
disminuye de forma importante el contenido en sales. Por otra parte se mejora el contenido
en materia orgdnica que ya era elevado, destacando su alta riqueza en extracto humico total
y el contenido en N, todo ello hace pensar en un producto con adecuadas propiedades para
el compostaje (Masaguer et al., 2000).

Se concluye por tanto, que el empleo del producto fresco (CAC) como materia
prima de enmiendas organicas permite incrementar el contenido en carbono orgénico de
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los suelos y mejorar sus propiedades fisicas y nutricionales, ademas de tener efecto sobre
los microorganismos de los suelos incrementando su actividad, lo cual supone una
aplicacion importante en suelos degradados.

En relacion al residuo del cultivo de setas, se trata de un material de menor
contenido en sales y menor contenido general de nutrientes, con porosidad muy elevada y
alto contenido organico. Por todo ello se pueden preparar mezclas de CAC con la
incorporacién de paja de setas y corteza de pino en la mezcla, ademas de turba y fibra de
coco, con el objetivo de mejorar las propiedades de los subproductos en la fabricacion de
los sustratos. Se obtienen mezclas con tres componentes (corteza de pino, compost de
champifidn y setas) con aceptables condiciones para el empleo como sustratos de cultivo.
Si bien deben tener el manejo adecuado a su composicion, con un lavado previo de sales, y
emplear especies tolerantes a la salinidad (Lopez ef al., 20006).

El sistema de gestion, por lo tanto, consiste en una recogida en planta de los
subproductos producidos: CAC, PS y plésticos, de forma separada para su mejor
valorizacion. En la planta de tratamiento se acopian los materiales y se proponen las
mezclas correspondientes en funcion del producto final que se pretende elaborar. Es
importante un control documentado de las mezclas realizadas que informe de las
proporciones, tiempo de compostaje y volteos de las mismas. El control analitico final sera
la garantia de obtener productos de calidad para el destino final que se proponga.

La planta de compostaje también actia como centro de transferencia, suministrando
a proveedores que emplean a su vez el CAC y PS como materias primas para elaborar sus
propios productos. Esta via es necesaria dado el volumen importante de material a tratar y
las dificultades de comercializacidon de una cantidad elevada de los productos finales.

CONSOLIDACION DEL SISTEMA DE GESTION

Desde su creacion, Recomsa viene gestionando los residuos del sector en Castilla-
La Mancha siguiendo un proceso de compostaje controlado, para fabricar enmiendas
organicas con adecuado contenido en nitrégeno y su equilibrada relacion C/N. Esto en
ocasiones implica la necesidad de complementar las propiedades del CAC con otros
materiales como restos vegetales, orujos de uva y estiércoles. Dichos materiales
incorporados a los diferentes procesos de compostaje y con el control de las pilas, tomando
datos constantes de temperatura y humedad, han permitido obtener productos de calidad y
estables, evitando una mineralizacién precoz del compost y una pérdida importante de
rentabilidad.

Con el fin de conocer el volumen real trasformado se presentan en las figuras 1y 2
la evolucion de la entrada de CAC y PS en las plantas de trasformacién. Se observa como
la generacion del residuo ha evolucionado en paralelo al mercado de setas y champifion. La
caida de produccion y venta de champifion genera ldgicamente disminucion del volumen
de residuo. Y de igual forma el incremento de la produccidon de setas y otros hongos,
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incrementa la generacion del subproducto, aunque légicamente los volimenes totales son
mucho menores, en torno al 10-15% del CAC.

La incorporacion de otros productos al proceso de compostaje supone una mejora
de algunos aspectos del producto y ademds supone una oportunidad de reciclado de otras
materias organicas. En la figura 3 se presentan los volimenes de otros productos
gestionados por Recomsa, que se ha implantado como gestor de residuos y da un servicio a
la zona agropecuaria donde se encuentra. Concretamente se han incorporado orujos de uva,
que en los ultimos afios han sido valorizados como biomasa, gallinazas en cantidades
crecientes y restos vegetales que suponen un aporte importante de estructura para el
producto final, debido a su contenido en lignina.

La transformacién de los residuos en productos se presenta en la figura 4 donde se
presentan las cantidades de productos vendidos y su evolucién con el tiempo. De forma
general los diferentes productos comercializados se pueden concentrar en tres lineas. La
primera corresponde a lo denominado abonos, en la que se engloba el producto fresco y las
aplicaciones en agricultura. Una segunda linea denominada mantillos hace referencia a la
comercializacidon de productos mas elaborados encaminados a la jardineria y paisajismo. Y
el altimo grupo de productos corresponde a los sustratos de cultivo indicados para
produccion de planta en contenedor. Las dos ultimas referencias se comercializan en
volumen.

Se observan unas oscilaciones importantes en la comercializacion que corresponden
con la evolucidén propia del mercado y la afectacidon marcada que estd teniendo el sector
jardineria por la situacion econdmica. La comercializacion de abonos se ha mantenido en
practicamente 12.000 t/afio, mientras que la comercializacion de sustratos con una
evolucion creciente se ha visto afectada por la situacion econdmica pero tiene un
importante potencial en el futuro. Mencion aparte requiere la comercializacion del
denominado mantillo, este producto con una salida media de 15.000 m*/afio desde 2004 a
2008 ha sido practicamente sustituido por un nuevo producto que es la enmienda organica
peletizada, fruto de un sistema de innovacidn tecnologico.

APLICACIONES Y PROPIEDADES DESTACADAS

Con el objetivo de realizar una valorizacion adecuada de los subproductos del
cultivo de champifidn y setas se ha desarrollado una serie de productos que han tratado de
llegar al mercado tras un estudio previo de sus caracteristicas para recomendar las
aplicaciones correctas en la agricultura, jardineria y paisajismo. No cabe duda que la
aplicacion mas inmediata es la venta del subproducto directo a empresas fabricantes de
abonos y sustratos. Sin embargo Recomsa elabora, de forma creciente, sus propios
productos destinados a diferentes sectores.

Al sector vitivinicola se destina el Abonovid, un abono organico destinado a los
cultivos extensivos, particularmente la vid, con elevado contenido organico y con
capacidad para aumentar la disponibilidad de oligoelementos para el cultivo. La aceptacién

92



de este producto se ha incrementado con una nueva formulacidn enriquecida que, con base
de CAC incorpora estiércoles compostados y restos vegetales compostados. Ademas como
se ha mencionado, a través del peletizado se esta comercializando un producto de gran
interés denominado Agrifem®Soil.

El Agrifem®Soil es una enmienda organica humica, con un 17% de extracto
himico total, que debido a su reducida humedad (14%) permite reducir costes de
transporte y hace mas cdmoda su aplicacion.

Como caracteristica destacada del CAC cabe sefialar, que a pesar de tratarse de un
residuo presenta niveles muy reducidos de metales pesados (Tabla 1). Segin el RD
824/2005 puede clasificarse como clase B, debido a la concentracion de niquel. E1 Ni no es
un elemento considerado todavia como esencial, aunque se han descrito efectos
beneficiosos de su presencia en suelos, también se han descrito toxicidades en suelos
derivados de rocas ultra basicas (Wild, 1992). La concentraciéon media de niquel en los
suelos espafioles es de 20,85 mg/kg, y en el 90% de la superficie de Espafia dedicada a uso
agricola, el valor esta por debajo de 35 mg/kg (Rodriguez et al., 2009). En relacion al resto
de los metales pesados se podria clasificar el CAC como compost clase A debido a los
valores que se presentan en la tabla 1.

También es de destacar el empleo del CAC como componente de sustratos
alternativos a sustratos no renovables como la turba y en especial al efecto de supresividad
natural de estos compost frente a enfermedades producidas por Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani y Botrytis cinerea. Se ha demostrado que los mecanismos asociados a
los fenémenos de supresividad son distintos (supresividad general/supresividad especifica)
dependiendo del tipo de compost y patdgeno, atribuyéndose a distintas comunidades
microbianas, disponibilidad de determinados nutrientes y pH (Trillas ez al., 2008).

EMPLEO DE CAC EN LA RECUPERACION DE SUELOS CONTAMINADOS

El desarrollo de fertilizantes quimicos y el encarecimiento de las enmiendas
organicas redujeron durante mucho tiempo el empleo de estas ultimas, hasta que
actualmente la introduccion de conceptos como agricultura sostenible o agricultura
ecoldgica, han aumentado de nuevo la demanda de mejoradores de suelos. Ademas el
incremento del precio de los fertilizantes de sintesis y el convencimiento general de
mejorar las propiedades fisicas del suelo frente a la erosion ha despertado cierto interés por
la fertilizacion organica. En el estado de Pensylvania (EEUU) la valorizacion del CAC es
ya una tradicion. Asi, en el periodo de 1990-91 ya se aplicaban mas de 550.000 t/afio,
destinando un 20% a su reciclado dentro del propio cultivo de champifion, otro 20% como
enmienda organica y abono de cultivos, el 25 % se empled en horticultura y jardineria y el
20% restante para recuperacion de suelos (Maher, 1994).

El CAC posee, en principio, un gran potencial en el tratamiento in situ de suelos
contaminados y ofrece una atractiva tecnologia para la descontaminacion de suelos en los
que existan residuos toxicos y peligrosos. La variedad y cantidad de moléculas organicas
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que posee ofrecen un amplio abanico de procesos de retencion y degradacion de
compuestos toxicos organicos e inorganicos (Frutos, 2009).

Chen et al. (2005) comprobaron la gran capacidad del CAC para retener metales
pesados, utilizandolo como filtro para purificar aguas contaminadas. En estas condiciones
encontraron que un gramo de CAC podia retener hasta 833 mg de Cd, 1000 mg de Pb y 44
mg de Cr. Determinaron que a mayor pH, mayor es la retenciéon de los metales, y
propusieron a los grupos carboxilicos, fendlicos y fosforilos como los principales
responsables del proceso.

Por su parte Frutos (2009) presenta conclusiones sobre una linea de investigacion
abierta en la Universidad Autéonoma de Madrid en colaboracién con la Universidad
Politécnica de Madrid donde se caracterizaron estos aspectos del CAC como recuperador
de suelos. En resumen se concluye que el CAC es un residuo organico abundante de precio
razonable, utilizable en la recuperacion de suelos de minas. Su aplicacién disminuiria
notablemente la lixiviacion de metales pesados, evitando asi la extension de la
contaminacion hacia aguas subterraneas. Ademads, su aporte de nutrientes y materia
organica, facilitaria el mantenimiento de una cubierta vegetal, algo fundamental para la
regeneracion del ecosistema.
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Compost procedente del cultivo de champinon
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Figura 1. Evolucion del compost de champifidon gestionado de 2004 a 2010 (t/2
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Compost procedente del cultivo de setas
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Figura 2. Evolucidn del sustrato del cultivo de setas gestionado de 2004 a 2010
(t/2 afos).
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Figura 3. Cantidades recicladas de otros residuos orgéanicos de 2004 a 2010
(t/2 afios).
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Salida de Enmiendas, Abonos y Sustratos
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Figura 4. Ventas de enmiendas, abonos y sustratos de 2004 a 2010 (t/2 afios).

Tabla 1. Clasificacion del CAC segin la legislacion espafiola de fertilizantes (RD
824/2005).

Limjtgs de concentracion

Metal Pesado T

CLASE A CAC CLASE B
Cadmio 0,7 0,1 2
Cobre 70 16,8 300
Niquel 25 30,4 20
Plomo 45 6,2 150
Zinc 200 141,0 500
Mercurio 0,4 Ip 1.3
Cromo (total) 70 18,7 250
Cromo (VI) 0 0 0
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Fotografias sobre el proceso de valorizacion de los subproductos del cultivo de
champiiion y setas en Recomsa SCL

Foto 1. Recepcién del residuo, separado el Foto 2. Realizadas y ajustadas las
plastico y la materia organica. mezclas, el material se voltea para airear y
homogeneizar el compost.

T ——— o rom g

Foto 3. Durante el compostaje, en pilas Foto 4. Finalizado el compostaje el
abiertas de gran tamafio, se controlan la producto se criba para retirar tamafos
temperatura y pardmetros fisico-quimicos. impropios.

Foto 5. El producto compostado y Foto 6. Finalmente el producto peletizado
estabilizado, con la humedad ajustada, se se comercializa para su aplicacion en
peletiza para compactarlo y formar el agricultura, jardineria y paisajismo.
granulo de pelet.
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Reutilizacion de sustratos post-cultivo de hongos comestibles en nuevos
ciclos de produccion
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'Centro de Investigacion, Experimentacion y Servicios del Champiiion (CIES), C/ Peiiicas, s/n,
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Universitario, s/n. 02070 Albacete, Espaiia.

INTRODUCCION

Las actuales aplicaciones de los sustratos degradados durante el cultivo de hongos
comestibles, principalmente como componente de enmiendas y sustratos de cultivo, no son
siempre suficientes para dar salida al elevado volumen de material generado afio tras afio,
que se acumula ocasionalmente en los centros de recogida situados en las zonas
productoras y que constituye un contaminante potencial. El sector productor genera, en
Espafia, mas de 5 10° toneladas de residuos de estos sustratos tras el cultivo comercial,
mientras que el conjunto de la UE produce mas de 3,5 10° toneladas.

En un trabajo de Rinker (2002) se presenta una recopilacion de los posibles usos
que pueden tener los sustratos post-cultivo de hongos comestibles, haciendo referencia a su
empleo en biorremediacion (purificacion de aire, agua, suelos y sustratos contaminados
con plaguicidas), utilizacion en otros cultivos (flores y hortalizas en invernadero, frutas y
hortalizas en campo, otros cultivos), enmienda general de suelos, semilleros y paisajismo,
alimentacion animal y acuicultura, control de plagas y enfermedades y usos diversos
(combustible, vermicultura, otros), considerando también su reutilizacion en el cultivo de
hongos, como material de cobertura para Agaricus spp. y como sustrato para el cultivo de
otras especies. En cuanto a su utilizacion en la preparacion de sustratos de cobertura, en un
reciente trabajo de Pardo (2008) se describen aspectos como la evolucidén histérica y
distribucion geografica del empleo de estos materiales, las formulaciones utilizadas y los
tratamientos aplicados, a la vez que se discuten los diferentes factores que pueden influir
sobre el comportamiento agrondmico, entre los que encontramos el material de origen, el
tratamiento térmico con vapor previo al vaciado del local, las condiciones de recompostaje/
maduracion/ biotransformacidn, el lavado artificial, la molienda y/o cribado, el tratamiento
final (térmico/ quimico), las mezclas con otros materiales y proporciones y el manejo del
cultivo. Por otro lado, existen referencias acerca de la utilizacion de diferentes sustratos
post-cultivo en la produccién de distintas especies de hongos comestibles, entre otras, de
los géneros Agaricus, Auricularia, Lentinula, Pleurotus y Volvariella (Pardo, 2008). En
concreto, para la produccién de Pleurotus spp. existen referencias de la utilizacion de
sustratos post-cultivo de Agaricus spp. (Mueller et al., 1984; Sharma y Jandaik, 1994),
Pleurotus spp. (Sharma y Jandaik, 1985, citado por Quimio ef al., 1990; Sharma y Jandaik,
1992; Nakaya et al., 2000), Lentinula edodes (Royse, 1992; Royse, 1993; Jaramillo, 2001,
com. pers. citado por Rinker, 2002) y Volvariella (Quimio, 1988 citada por Oei,
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1991,1996, Royse, 1993 y Quimio ef al., 1990; Chang y Miles, 1989; Quimio ef al., 1990).
Junto a lo anteriormente expuesto, se debe tener en cuenta que uno de los principales
problemas a resolver en una gestion eficaz del medio ambiente es minimizar la produccion
de residuos o reincorporarlo a la cadena de produccion, tomando como prioridad frente a
otras técnicas de gestion la reutilizacidn, reciclado y valorizaciéon de los residuos.

El Centro de Investigacion, Experimentacion y Servicios del Champifién, en
colaboracion con el Departamento de Produccion Vegetal y Tecnologia Agraria de la
Universidad de Castilla-La Mancha, ha llevado a cabo un proyecto de investigacidon bajo el
titulo “Reutilizacion del compost agotado en la produccion de hongos comestibles
cultivados”, cuyo objetivo es la valorizacion de los sustratos post-cultivo de hongos
comestibles mediante su reintroduccion en nuevos ciclos de produccion. Se trata de un
proyecto enmarcado en el Subprograma Nacional de Recursos y Tecnologias Agrarias en
Coordinacién con las Comunidades Autonomas, cofinanciado por el Instituto Nacional de
Investigaciones Agrarias (INIA) y el programa EU FEDER (proyecto RTA2006-00013-00-
00). El proyecto propone la caracterizacion y tratamiento de los sustratos post-cultivo de
champifidn y setas para su reincorporacion en la elaboracion de sustratos de cobertura en
cultivo de Agaricus spp. y en la elaboracion de sustratos de base para el cultivo de
Pleurotus spp., principales hongos comestibles cultivados actualmente en Espafia, asi
como la evaluacion agrondmica en salas de cultivo de los materiales obtenidos. El proyecto
se plante6 con objeto de aportar al sector profesional tecnologia para la transformacién de
los sustratos degradados, adaptandolos a los requerimientos del cultivo de otros hongos
cultivados a partir de dos areas de trabajo principales:

1. Desarrollo y evaluacion de mezclas de cobertura estandarizadas que faciliten el
manejo del cultivo de champifién y aumenten la regularidad de las producciones.

2. Desarrollo y evaluacion de nuevas formulaciones y tecnologia para la elaboracion
de sustratos para el cultivo de setas del género Pleurotus.

El desarrollo de las nuevas formulaciones y metodologias para la elaboracion de
sustratos obtenidas durante la ejecucidn del proyecto puede suponer para el sector
productor, a corto plazo, un abaratamiento de los costes de produccion al tener en
consideracion el empleo de materiales autoctonos de escaso o nulo valor econdmico,
facilmente disponibles y, a la vez, disminuir el impacto ambiental que supone la
acumulacion de este tipo de sustratos en los centros de recogida. Se presentan a
continuacion algunos de los principales resultados derivados de la ejecucion del proyecto
en las dos areas de trabajo consideradas.

AREA DE COBERTURAS PARA CULTIVO DE Agaricus spp.

El trabajo en el area de las coberturas surge como continuacién de un proyecto
internacional anterior sobre valorizacién de los sustratos postcultivo de champifién en el
que participaron, entre otros, el CIES y Recomsa, S.C.L. (proyecto EU-CRAFT QLKS-
CT-2002-71056).
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En la Figura 1 se presenta de manera esquematica el trabajo desarrollado en el area
de coberturas para cultivo de Agaricus spp. elaboradas a partir de sustratos post-cultivo de
champifion (SPC).

Los resultados que se muestran a continuacion corresponden a ensayos de
evaluacién agrondmica de mezclas de cobertura llevados a cabo en cdmara visitable,
utilizando composts comerciales y micelios hibrido blanco liso. En cada experimento, la
conduccién del ciclo de cultivo se llevd a cabo en las condiciones de humedad,
temperaturas y concentracion de didxido de carbono recomendadas para la variedad
comercial de micelio utilizada. Los testigos empleados en los primeros tres experimentos
fueron una mezcla de suelo mineral y fibra de coco en proporcion 4:1 (v/v), y una mezcla
de turba rubia y carbonato calcico precipitado de azucarera, en proporciéon 2:1 (v/v). En el
cuarto experimento se utilizaron ademds como testigo dos coberturas comerciales
(Topterra y Torreblanca).

En todos los experimentos se utilizé un disefio de bloques al azar con seis repeticiones. Los
seis bloques, correspondientes a las repeticiones, se colocaron en tres niveles, a ambos
lados de la camara de cultivo. Se utilizé un numero variable de cubetas segiin experimento,
cada una de las cuales se llend con 6 kg de compost, compactado a razén de 450 kg m™,
presentando una superficie a cubrir de 870 cm” (peso de llenado 69,0 kg m™). En todos los
casos, el SPC utilizado fue sometido a un tratamiento térmico (70°C, 12h) previo al
vaciado de la sala de cultivo, y a un posterior madurado durante dos meses, de acuerdo con
el método descrito por Lohr et al. (1984). El espesor de cobertura empleado fue de 3 cm en
todos los casos.

En la tabla 1 se muestran los principales parametros de produccion registrados con
coberturas basadas en SPC sometido a diferentes niveles de lavado. Se establecieron 5
niveles (0, 1, 2, 3 y 4), seglin los volimenes de agua empleados por volumen de sustrato. A
estas mezclas elaboradas con SPC se les afiadio carbonato calcico precipitado a razén de
100 g L. Como aspectos destacables aparece el hecho del que el empleo del SPC no
lavado supone, de manera significativa, el peor comportamiento en cuanto al rendimiento,
consecuencia de su alta conductividad eléctrica. Aunque inferiores a los testigos, todas las
coberturas basadas en SPC sometido a los diferentes niveles de lavado presentaron valores
aceptables de eficiencia biologica (entre 96,1 y 105,6 kg 100kg” compost); ademas, los
champifiones producidos fueron de mayor tamafio y mayor contenido en materia seca que
los obtenidos con las coberturas utilizadas como referencia. En el trabajo de Pardo et al.
(2008) se presenta de manera detallada los resultados de este experimento.

En la tabla 2 se muestran los principales parametros de produccién registrados con
coberturas basadas en mezclas de SPC con turba rubia en diferentes proporciones, a las que
se afiadié carbonato célcico precipitado a razén de 100 g L. En este caso, resulta de
interés destacar el hecho de que coberturas conteniendo hasta un 60% en volumen de SPC
proporcionan valores de eficiencia biolégica superiores a 100 kg 100kg” compost, sin
diferir de manera significativa con los testigos. Se observa asimismo como al aumentar la
proporcion de SPC en la mezcla aumenta el contenido en materia seca de los champifiones
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cosechados, consecuencia de una fructificacion menor asociada a valores crecientes de la
conductividad eléctrica y decrecientes de la porosidad.

Un experimento similar al anterior, en el que se utilizo fibra de coco en lugar de
turba rubia proporciond los resultados que se presentan en la tabla 3. En este caso se
observa una disminucion gradual del rendimiento al aumentar la proporcién de SPC en la
mezcla de cobertura, a la vez que aumenta el contenido en materia seca de los
champifiones producidos, al igual que sucedia en el experimento anterior. La eficiencia
bioldgica proporcionada por la cobertura basada en fibra de coco y SPC en proporcion 4:1,
(v/v) fue de 92,9 kg 100kg” compost, situandose entre la proporcionada por los dos
testigos utilizados, igual que sucede para el didmetro (33,3 mm) y la materia seca (7,71 g
kg™). Los resultados de este experimento se presentan de manera detallada en el trabajo de
Pardo y Pardo (2008).

En la tabla 4 se muestran los resultados de un cuarto experimento en el que se
ensayaron, junto a cuatro testigos, coberturas basadas en SPC que mostraron un buen
comportamiento en experimentos anteriores. Como aspectos destacables encontramos los
altos valores de eficiencia biologica registrados, que llegan hasta los 100 kg kg™ compost,
similares a los proporcionados por los testigos, y los altos valores relativos observados, con
respecto a los mismos, en el contenido en materia seca de los carpdforos cosechados con
algunas de las nuevas coberturas elaboradas. Los resultados del traslado a formato
comercial de algunas de las coberturas ensayadas anteriormente han sido publicados
recientemente por Pardo y Pardo (2009b).

La conductividad eléctrica se confirma como el factor determinante en el
comportamiento agronémico de la capa de cobertura cuando se utiliza SPC como
ingrediente. Los resultados obtenidos muestran la viabilidad de la reintroduccion del
sustrato en nuevos ciclos de cultivo, ya sea como material de base unico, si se somete a un
proceso de lavado para eliminar sales solubles, o bien mezclado con otros materiales de
baja conductividad como es el caso de la turba rubia o la fibra de coco. Esta reutilizacién
del SPC constituye una alternativa interesante a considerar en la produccion comercial, con
vistas a reemplazar a las tierras y a los sustratos organicos utilizados habitualmente, lo que
resulta de gran interés si se tienen en cuenta aspectos como la problematica asociada al
empleo de turba, principalmente por agotamiento de reservas y alteracion de ecosistemas y
el volumen de material de cobertura que demanda anualmente el sector productor
(estimado en 1,5 10° m’ anuales en Espaiia), presentando la doble ventaja de disminuir los
costes de elaboracion y el impacto ambiental.

AREA DE SUSTRATOS PARA CULTIVO DE Pleurotus spp.

En el area de sustratos para cultivo de Pleurotus spp. se parte de trabajos
preliminares llevados a cabo en el CIES por parte de D. José Pardo, partiendo de la base de
que, en muchos casos, buena parte del potencial productivo de los sustratos queda en los
mismos al finalizar los ciclos de cultivo, quedando con frecuencia la sensacidon de que los
sustratos podrian haber resultado mas productivos.
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En la Figura 2 se presenta de manera esquematica el trabajo desarrollado en el area
de sustratos para cultivo de Pleurotus spp. elaborados a partir de sustratos post-cultivo de
champifiéon (SPC) y setas (SPP).

Los resultados que se describen a continuaciéon corresponden a ensayos de
evaluacién agrondmica de sustratos para cultivo de setas llevados a cabo en tanel
invernadero, utilizando sustratos comerciales como testigos. En los diferentes
experimentos, la conduccion del ciclo de cultivo se llevo a cabo en las condiciones de
humedad, temperaturas, concentracion de didéxido de carbono e iluminacion recomendadas
para la variedad comercial de micelio utilizada. Al elaborar los sustratos, los materiales
fueron mezclados y humectados tras lo cual se sometieron a un tratamiento térmico de
pasteurizacidn (65-70 °C, 8 h) y progresivo descenso en 15 h a temperatura de siembra (25
°C). Finalizados los tratamientos, los sustratos fueron inoculados utilizando una dosis de
siembra del 30 g kg'. Por dltimo se procedi6 al ensacado, empleando para ello sacos
perforados transparentes de polietileno, con capacidad para 6 kg de sustrato, a los que se
practicaron 4 orificios de 22 mm de diametro distribuidos uniformemente en la superficie
lateral de cada saco. En todos los experimentos se utilizé un disefio de bloques al azar con
seis repeticiones.

En cuanto a los resultados obtenidos, al evaluar sustratos basados en combinaciones
de SPP y SPC (a los que se adicionaron 50 g kg de CaSO,), proporciones 9:1 y 8:2 (p/p)
han proporcionado, respectivamente, eficiencias biologicas de 36,0 y 39,7 kg/100 kg
sustrato, sin diferencias significativas con el sustrato comercial utilizado como testigo. Las
setas producidas con estos sustratos presentan mayor contenido en materia seca que las
producidas por el sustrato comercial, aunque son de menor tamafio y presentan bajos
contenidos en proteina (tabla 5).

La aplicacion de suplementos nutritivos comerciales, ampliamente estudiados en
cultivo de champifidn, pueden resultar de interés para servir como suplemento a sustratos
para cultivo de Pleurotus ostreatus basados en SPP, como puede observarse en la tabla 6.
Partiendo de una mezcla 1:1 de paja y SPP (p/p) como material de base, utilizando como
aditivos CaSO4 (50 g kg') y CaCOs (10 g kg™), la aplicacion de suplementos nutritivos
comerciales a razon de 20 g kg, ha supuesto incrementos notables de la produccién sobre
el sustrato no suplementado, con eficiencias biologicas que no difieren significativamente
del testigo comercial, alcanzando valores de 48,93 kg/100 kg sustrato cuando se utiliz6
Calprozime® como suplemento. Aunque de manera no significativa, las setas obtenidas de
los sustratos suplementados han presentado mayores contenidos en materia seca que las del
sustrato comercial y el sustrato no suplementado. El buen comportamiento del
Calprozime® a dosis de 20 g kg’ y, en menor medida, de 10 g kg, habia sido
previamente constatado en ensayos anteriores (Pardo ez al., 2009).

Se puede obtener informacion complementaria sobre parte del trabajo realizado
sobre la reutilizacion del SPC en nuevos ciclos de cultivo de Pleurotus spp. en las
publicaciones de Picornell et al. (2009), Pardo y Pardo (2009a) y Pardo et al. (2009). Al
igual que sucedia en el caso de las coberturas, este tipo de materiales puede, en principio,
ser integrado por medio de nuevas formulaciones y metodologias con la doble ventaja del
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abaratamiento de los costes de produccion, limitando la dependencia de la paja, y la
disminucién del impacto ambiental, reincorporando los materiales a la cadena de
produccion.
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Figura 1. Planteamiento esquematico del trabajo en el area de coberturas para cultivo de
Agaricus spp.
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Tabla 1. Principales parametros de produccion obtenidos de la evaluacién de coberturas
basadas en sustratos postcultivo de champifion sometido a diferentes niveles de lavado
(micelio Fungisem H-25).

EFICIENCIA DIAMETRO MATERIA

COBERTURA RENDIMIENTO  g161 GIca DEL SECA
(kg m) (kg 100kg’  CARPOFORO (2 ke
I TESTIGO SM+FC 24,92 ab 116.2 ab 30,7 be 73,8d
2 TESTIGO TR+CCPA 25422 118,52 289 ¢ 77,6 cd
3 SPCLO 14,58 d 68,0 d 400 a 112,32
4 SPCLI 22,00 be 102,6 be 31.8b 86,0 b
5 SPCL2 20,61 ¢ 96.1 ¢ 323b 87.4b
6 SPCL3 22,36 be 104,3 be 32.2b 84.7b
7 SPCL4 22,66 abe 105.6 abe 323b 82,0 be
MEDIA 21,79 1016 32,6 86.2

(*) Para cada columna, valores seguidos de distinta letra son significativamente diferentes entre si (p<0,05, test de
Tukey). SM: suelo mineral; FC: fibra de coco; TR: turba rubia; CCPA: carbonato calcico precipitado de azucarera; SPC:
sustrato postcultivo de champifion; L: nivel de lavado

Tabla 2. Principales parametros de produccion obtenidos de la evaluacion de coberturas
basadas en mezclas de sustratos postcultivo de champifién y turba rubia (micelio Fungisem
H-25).

EFICIENCIA DIAMETRO MATERIA

COBERTURA RENDIMIENTO  g161 Gica DEL SECA
(kg m™) (kg 100kg’  CARPOFORO (gkg")
I TESTIGO SM+FC 26,302 114,92 35,7 b 7,67 cd
2 TESTIGO TR+CCPA 24,25 ab 105,9 ab 31,0¢ 8,08 bed
3 TR-SPC 5:0 22,84 99,7 b 32,7 be 7,50d
4 TR-SPC 4:1 25,20 ab 110,1 ab 312¢ 7274
5 TR-SPC 322 24,18 ab 105,6 ab 30,5 ¢ 8,02 cd
6 TR-SPC2:3 23,25 ab 101,6 ab 31,0 8,51 be
7 TR-SPC 1:4 19.42 ¢ 84,8 c 353 b 8,99 b
8 TR-SPC 0:5 12,11d 52,9d 473a 11,222
MEDIA 22,19 96,9 343 8.41

(*) Para cada columna, valores seguidos de distinta letra son significativamente diferentes entre si (p<0,05, test de
Tukey). SM: suelo mineral; FC: fibra de coco; TR: turba rubia; CCPA: carbonato célcico precipitado de azucarera; SPC:
sustrato postcultivo de champifion
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Tabla 3. Principales parametros de produccion obtenidos de la evaluacién de coberturas
basadas en mezclas de sustratos postcultivo de champifion y fibra de coco (micelio
Fungisem H-25).

EFICIENCIA DIAMETRO MATERIA

COBERTURA RENg?ﬁE)N TO " BioLoGICA DEL SECA
(kg 100kg™ CARPOFORO (gkg™h
1 TESTIGO SM+FC 23,72 a 953 a 34,7 ab 7,32d
2 TESTIGO TR+CCPA 22,30 ab 89,6 ab 32,2 ab 791d
3 FC-SPC 5:0 23,08 ab 92,7 ab 33,3 ab 7,45d
4 FC-SPC 4:1 23,13 ab 92,9 ab 33,3 ab 7,71d
5 FC-SPC 3:2 20,57 be 82,6 be 32,7 ab 8,70 ¢
6 FC-SPC2:3 18,03 cd 72,4 cd 31,9b 9,01 be
7 FC-SPC 1:4 16,71 de 67,1 de 33,6 ab 9,61 ab
8 FC-SPC 0:5 14,16 ¢ 56,9 ¢ 35,1a 9,74 a
MEDIA 20,21 81,2 33,3 8,43

(*) Para cada columna, valores seguidos de distinta letra son significativamente diferentes entre si (p<0,05, test de
Tukey). SM: suelo mineral; FC: fibra de coco; TR: turba rubia; CCPA: carbonato célcico precipitado de azucarera; SPC:
sustrato postcultivo de champifion

Tabla 4. Principales parametros de produccion obtenidos de la evaluacién de coberturas
basadas en sustratos postcultivo de champifion con buen comportamiento agronémico en
experimentos anteriores (micelio Fungisem H-25).

EFICIENCIA DIAMETRO MATERIA

COBERTURA RENEIMIENTO BIOLOGICA DEL SECA
gm’) (kg 100kg’  CARPOFORO (kg™
| TESTIGO SM+FC 19,93 a 104,7 a 31,62 6,81 ¢
2 TESTIGO TR+CCPA 18,82 ab 98,9 ab 30,6 ab 7,49 ab
3 TESTIGO TOPTERRA 17,61 ab 92,5 ab 30,5 ab 6,70 ¢
4 Egigg}%/mm 18,23 ab 95,8 ab 29.0b 6,08 be
5 SPCLI 17,13 ab 90,0 ab 29,7 ab 7,92
6 SPCL2 16,78 b 88,2 b 30,0 ab 7,83
7 TR-SPC 4:1 19,02 ab 100,0 ab 30,7 ab 7,11 be
8 TR-SPC3:2 17,15 ab 90,1 ab 30,5 ab 7,81 a
9 FC-SPC 4:1 18,68 ab 98,1 ab 30,1 ab 7,08 be
10 FC-SPC 3:2 17,16 ab 90,2 ab 30,2 ab 7,97 a
MEDIA 18,05 94,8 30,3 7,37

(*) Para cada columna, valores seguidos de distinta letra son significativamente diferentes entre si (p<0,05, test de
Tukey). SM: suelo mineral; FC: fibra de coco; TR: turba rubia; CCPA: carbonato célcico precipitado de azucarera; SPC:
sustrato postcultivo de champifion; L: nivel de lavado
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Figura 2. Planteamiento esquematico del trabajo en el area de sustratos para cultivo de
Pleurotus spp.
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Tabla 5. Principales parametros de produccion obtenidos de la evaluacion agronomica de
sustratos basados en mezclas de sustratos postcultivo de champifion y setas (micelio
Fungisem K-15).

EFICIENCIA PESO MATERIA

SUSTRATO BIOLOGICA UNITARIO SECA PROTE_I;NA
(kg 100kg™ compost) (2) (gkg™") (gke™)

1 SPP 0,0e - - -

2 SPP/SPC 9:1 36,0 abc 12,2b 9,92 be 15,48 b

3 SPP/SPC 8:2 39,7 ab 10,1b 10,02 be 16,14 b

4 SPP/SPC7:3 27,2 bed 13,6 ab 9,82 be 15,73 b

5 SPP/SPC 6:4 22,6 cd 15,1 ab 10,27 b 17,22 ab

6 SPP/SPC 5:5 15,9 de 13,7 ab 11,16 a 18,79 ab

7 COMERCIAL 46,2 a 26,5 a 9,29 ¢ 20,70 a
MEDIA 26,8 15,2 10,08 17,34

(*) Para cada columna, valores seguidos de distinta letra son significativamente diferentes entre si (p<0,05, test de
Tukey). SPP: sustrato postcultivo de Pleurotus; SPC: sustrato postcultivo de champifion

Tabla 6. Principales pardmetros de produccién obtenidos de la evaluacion agrénomica de
sustratos basados en mezclas de paja y sustrato postcultivo de setas con diferentes
suplementos (micelio Mispaj S-44).

EFICIENCIA PESO MATERIA

SUSTRATO BIOLOGICA UNITARIO SECA P ROTE_I;NA
(kg IOOkg'1 compost) (2) (g kg'l) (gke™)
1 PS 28,72 b 20,7 9,11 19,49
2 PS+ Promycel® 42,78 ab 25,3 10,35 17,02
3PS+ Champfood® 45,82 a 25,1 10,27 19,08
4 PS+ Calprozime® 48,93 a 19,8 10,44 17,68
5 COMERCIAL 48,52 a 24,6 8,81 18,14
MEDIA 42,95 23,1 9,80 18,28

(*) Para cada columna, valores seguidos de distinta letra son significativamente diferentes entre si (p<0,05, test de
Tukey). PS: sustrato de base [paja y sustrato postcultivo de Pleurotus (1:1, p/p) + 50 g kg™ CaSO, + 10 g kg CaCO;].
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Utilizacion de los SPCH (sustratos postcultivo de champifion) como tierra
de cobertura para el cultivo de Agaricus bisporus

Pérez-Clavijo M.!, Ezquerro-Ezquerro, L.” y Grijalba-Garrido, S.’

'Centro Tecnoldgico de Investigacion del Champifion de La Rioja. Ctra. Calahorra, Km 4. 26560
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Palabras clave: compost, sustrato postcultivo de hongos (SPCH), hongos cultivados,
revalorizacion.

RESUMEN

Una de las etapas mas importantes del cultivo de champifién es la cobertura. La
correcta seleccidn y manejo de la tierra determina el tipo de fructificacion del champifiéon y
la calidad del mismo, la talla de los champifiones y tiene una gran importancia sobre el
crecimiento y el precio de costo. Puede suponer el éxito o el fracaso del cultivo.

En este trabajo se ha realizado una evaluacion de diferentes mezclas de SPCH y
tratamientos para su utilizaciéon como alternativa a la tierra de cobertura tradicional. Su
elevada conductividad y la posibilidad de presencia de enfermedades hace necesaria una
etapa de lixiviacion y un proceso de eliminacion de posibles contaminantes.

Los resultados obtenidos demuestran viabilidad de los SPCH junto con otros
materiales (50/50) para su posterior uso como tierra de cobertura en el propio cultivo del
champifidn, reemplazando parte de los materiales actualmente utilizados como las turbas y
el gravillin.

INTRODUCCION

Una de las etapas mas importantes del cultivo de champifiéon es la cobertura.
Después de la completa colonizacion del sustrato por el micelio, se afiade una capa de
tierra cuyas funciones son favorecer el paso del estado vegetativo del champiiion al
crecimiento reproductivo y proporcionar humedad al champifiéon. La correcta seleccion y
manejo de la tierra determina el tipo de fructificacion del champifiéon y la calidad del
mismo, la talla de los champifiones y tiene una gran importancia sobre el crecimiento y el
precio de costo. Puede suponer el éxito o el fracaso del cultivo (Chikthimmah ez al., 2008).

La tierra de cobertura debe tener unas propiedades fisicas, quimicas y
microbiologicas especificas que estimulen y promuevan la iniciacion de los primordios.
Debe tener una buena estructura, cuanto mas compacta sea la estructura de la tierra menos
champifiones se desarrollaran en ella, pero mas pesados seran, la estructura también afecta
al intercambio gaseoso y a la facilidad de manejo de la tierra; estar libre de enfermedades y
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tener una elevada capacidad de retencion de agua, la primera florada toma el 95 % del agua
de la cobertura, la segunda coge el 50 % de la cobertura y el 50 % del compost, la tercera y
sucesivas toman el 100 % del agua del compost (Staments y Chilton, 1983).

La tierra utilizada tradicionalmente para el cultivo de champifién en La Rioja ha
sido una mezcla de gravillin con turba rubia que, ademas de no ser éptima para el cultivo
del champifion, complica el posterior reciclado del sustrato proveniente del cultivo. Por
estos motivos, durante los ultimos afios se tiende al empleo de otro tipo de coberturas
basadas en turbas. Pero el costo de la turba, principalmente la turba negra que posee un
elevado grado de humedad y encarece el transporte, incrementa mucho el coste final de la
tierra de cobertura. Teniendo en cuenta la situacion actual, la posibilidad de poder reciclar
los sustratos postcultivo de champiiion (SPCH) como tierra de cobertura en el propio
cultivo del champifiéon, es muy interesante ya que se obtendria una tierra con un costo
menor y se daria un valor afiadido a los SPCH, revertiendo los beneficios en el propio
sector.

El Sustrato Postcultivo de Hongos (SPCH) es un subproducto del cultivo de
champifidon. Aparte de su salinidad los SPCH son una fuente rica en nitrogeno, carbono y
otros elementos. Contiene una media de 1,12 % de nitrégeno s.m.s. en su forma orgénica
mayoritariamente. También contiene una media de 0,67% de fosfatos y un 1,24% de
potasio, asi como otros nutrientes como el calcio, magnesio y hierro. E1 SPCH tiene una
relacion C/N de 13:1, indicando la estabilidad y disponibilidad del compost organico
(Fidanza, 2007). En La Rioja se generan aproximadamente 300.000 toneladas de SPCH
cada campaia, de las cuales mas del 80% corresponden al cultivo del champifion (4.
bisporus y A. bitorquis).

Hay distintas opciones que se han estudiado para reutilizar el SPCH (Rinker, 2002).
Entre ellas: el almacenamiento y aplicacion a tierras, aplicaciones hortofruticolas y en
jardineria, bio-remediacion de suelos contaminados, alimentacion animal, obtencion de
biogas, utilizacién de extractos de compost por su capacidad antifungica, preparacion de
sustrato de otras setas o como tierra de cobertura en mezclas con distintos materiales (Riahi
and Arab, 2004).

En este trabajo se ha realizado una evaluacion de diferentes mezclas de SPCH y
tratamientos para su utilizacién como alternativa a la tierra de cobertura tradicional. Su
elevada conductividad y la posibilidad de presencia de enfermedades hace necesaria una
etapa de lixiviacién y un proceso de eliminacion de posibles contaminantes.

MATERIAL Y METODOS
Cultivo y obtencion de la productividad

En los ensayos de cultivo se ha utilizado compost de las distintas plantas de
compostaje de La Rioja. Los ensayos se realizaron con la misma variedad de semilla, en
similares condiciones de cultivo, con tres réplicas de 90 paquetes cada una y con una
distribucion al azar de las réplicas dentro de la sala de cultivo. Se ha registrado la cantidad
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y calidad de champifién producido en cada uno de los ensayos asi como las condiciones de
cultivo. La comparacion estadistica entre las réplicas de cada ensayo se realiza mediante un
analisis de varianza ANOVA para un factor y el Test de Duncan (p<0,05) de comparacion
de medias.

A través de las plantas de compostaje se recogen muestras de todos los lotes de
compost utilizados en los cultivos. Se analizan mediante espectroscopia de reflectancia en
el infrarrojo cercano (NIR) con ecuaciones desarrolladas en el CTICH en un equipo Foss
NIRSystem 6500 (Pérez-Clavijo, 2005). Los parametros analizados son: humedad, cenizas
(% s.m.s), nitrogeno organico (% s.m.s), amoniaco (% N s.m.s), pH y conductividad
(mS/cm) y relacion C/N.

En este ensayo se han testado distintos materiales de cobertura con y sin lixiviar y
con y sin tratamiento térmico: Turba rubia, Gravillin calizo (mezcla con turba rubia),
mezcla de SPCH con turba rubia en distintas proporciones y mezcla de SPCH con tierra
testigo en distintas proporciones. Todos los materiales se han caracterizado en pH,
conductividad y capacidad de retencion de agua. En cada cultivo se incluye como tierra de
cobertura testigo, la mezcla Turba negra/Turba rubia 70:30.

Recompostado del SPCH

Una de las limitaciones del uso de los SPCH como tierra de cobertura es la posible
presencia de plagas que condiciona la productividad final del cultivo. Se han testado
distintos procesos de pasteurizaciéon o recompostado tanto en cédmara cerrada como en
pilas. El proceso seleccionado debe eliminar la contaminacidn y ser viable desde el punto
de vista econdmico ya que afectara a la futura utilizacion de los SPCH como tierra de
cobertura.

Los SPCH se someten a un proceso de recompostaje aerdbico. El material de
partida llega desde los cultivos de champifion y setas a la Planta de reciclado
(INTRAVAL-Pradejon) en paquetes de plastico que se hacen pasar por un trommel o
tambor rotativo disefiado para el tratamiento de los SPCH que separa el residuo plastico del
sustrato. La materia organica obtenida se coloca directamente en la zona de compostaje
sobre una cama de trituracion vegetal que actia como “estructurante”. La proporcidon de
fraccion vegetal y Sustrato es de 1:1 en volumen. Para homogenizar la fraccion vegetal
triturada y la fraccidon orgénica, se hace una pasada rapida de la maquina volteadora y
luego se forma la meseta.

El proceso de compostaje se efectia mediante un sistema abierto de mesetas
volteadas, donde tendra lugar la descomposicidon y maduracion de la materia orgdnica. Este
proceso tiene una duracion minima de 8 semanas. Cada dos dias se pasa la volteadora por
la pila o meseta, con el objetivo de homogenizar, airear y fragmentar los materiales
blandos mas grandes.

Durante el proceso se controla la temperatura, oxigeno y humedad. Durante el
proceso de recompostaje se alcanzan temperaturas incluso superiores a los 80° C, con lo
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que se asegura la eliminacién de posibles patégenos. El producto final se pasa por un
trommel de afino, que separa las partes finas de las gruesas.

Lixiviacion del SPCH

Los SPCH presentan una conductividad inicial demasiado elevada para emplear
dicho material como material inico para tierra de cobertura en el cultivo del champifion.
Para disminuir la elevada concentracién de sales de los SPCH se intercala un paso de
lixiviacion.

La lixiviacidn se realiza en las instalaciones de la Planta de Compostaje Iberchamp
SAT tras la ultima subida de temperatura de los SPCH mediante la aplicacion de agua con
aspersion muy lentamente. Se han testado distintos espesores de SPCH y orificios de
drenaje. El objetivo en este paso ha sido establecer la logistica més adecuada para llevar a
cabo la lixiviacion de un modo préctico, eficaz y con el menor consumo de agua posible.

En la grafica (Figura 1) se puede observar el proceso de lixiviacioén con el tiempo.
A partir de las 45 horas la conductividad se estabiliza en menos de 2 mS/cm.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la Tabla 1 se muestran los resultados de las analiticas de las distintas tierras de
cobertura que se han empleado en los ensayos de cultivo. Se han comparado mezclas con y
sin tratamiento térmico asi como con y sin lixiviacion. El pH es variable entre todas las
materias primas por lo que, en general, se corrige antes de cubrir el cultivo mediante
adicién de carbonato célcico.

En el caso de la conductividad eléctrica, como es ldgico las tierras sin lixiviar
presentan las conductividades mas altas seguidas de las mezclas con mayor porcentaje de
SPCH y de las mezclas sin tratamiento térmico. Las mezclas con turba rubia y mezcla de
turbas presentan valores mas altos que las tierras tradicionales como el gravillin o la turba
rubia a pesar de la etapa de lixiviacion.

En cuanto al % de saturacién, las mezclas con turba rubia ya sea con SPCH o con
turba negra son las que mayores valores presentan. Las mezclas con tierra testigo presentan
valores un poco menores, muy por encima de la tierra de cobertura con gravillin.

Los resultados de produccidn se presentan en la tabla 2. En cuanto a la eficiencia
biologica (kg de champifion por cada 100 kg de compost seco), se observa una gran
variabilidad en los resultados. Para comparar todas las tierras de cobertura, se obtiene la
relacion entre la productividad obtenida por cada tierra y la obtenida con la cobertura
testigo en su ensayo correspondiente (Figura 2 y Tabla 2).

El analisis de los resultados por separado muestra que, en cuanto al tratamiento y
porcentaje de SPCH los valores mds bajos se encuentran cuando no se realiza tratamiento
térmico. No se presentan diferencias significativas entre las mezclas de 75 % y 50% si bien
la experiencia con el manejo de ambas coberturas nos lleva a seleccionar la mezcla 50:50
como la mas idonea.
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En cuanto al paso de lixiviacion se ven claras diferencias entre las tierras con y sin
lixiviar, siendo las productividades mas altas en el caso de la eliminacién de sales antes de
la cobertura.

En general se puede observar que no existen grandes diferencias entre las mezclas
50:50 sometidas a tratamiento térmico y lixiviacion y las tierras tradicionales. Ademas en
las coberturas con mezcla de SPCH, la incubaciéon de la cobertura es mas rapida y
uniforme y el inicio de la fructificacion se adelanta al menos dos dias respecto al resto de
tierras. En cuanto a las caracteristicas de la produccion, la buena calidad del champifiéon es
un resultado claramente diferenciador de las mezclas de cobertura con SPCH (Gonzalez et
al., 2008). Este hecho puede ser interesante para los cultivadores que destinan su
produccion al mercado en fresco que necesitan menos grado de fructificacion y un
champifidn con una calidad y contenido en materia seca excepcional.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos demuestran viabilidad de los SPCH junto con otros
materiales (50/50) para su posterior uso como tierra de cobertura en el propio cultivo del
champifién, reemplazando parte de los materiales actualmente utilizados como las turbas y
el gravillin.

Este hecho es sumamente importante ya que se obtendria una tierra de cobertura
con un costo mucho mas bajo y ademds se daria un alto valor afiadido a los SPCH,
disminuyendo su impacto ambiental y revertiendo estos beneficios en el propio sector.

Es necesario un tratamiento térmico y la eliminacidn de sales para poder utilizar los
SPCH.

Aunque los resultados obtenidos frente a otras tierras son menores en cuanto a
productividad, la calidad ha sido mejor en la mezcla de cobertura con SPCH, la
fructificacién ha sido mas rapida, el champifion es mas blanco y de tejido mas duro y
firme.
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Figura 1. Proceso de lixiviacion con el tiempo.

Tabla 1. Caracteristicas de los materiales de cobertura empleados.

Conductividad 9
Cobertura Composicion pH onductiviaa 7o .,
(mS/cm) Saturacion
GRAVILLIN (800 1 turba rubia/t de gravillin 8,21 0,24 68
TESTIGO* Turba negra + turba rubia (70:30) 7,52 0,28 332
TR Turba rubia 7,72 0,29 344
SPCH50TRS50 | SPCH + Turba rubia (50:50) lixiviado | 7,81 1,02 349
SPCHS50T50 | SPCH + Testigo (50:50) lixiviado 7,21 1,39 215
SPCH + Testigo (75:25) sin
SPCH75T25-S | tratamiento térmico 7,74 1,92 252
SPCH + Testigo (50:50) sin
SPCHS50T50-S | tratamiento térmico 7,37 2,04 234
SPCH50T50 | SPCH + Testigo (50:50) 7,64 2,17 259
SPCH75T25 |SPCH + Testigo (75:25) 7,35 2,4 235
SPCHS50TRS50- | SPCH + Turba rubia (50:50) sin
SL lixiviar 7,88 3,26 346
SPCHS50TS50-
SL SPCH + Testigo (50:50) sin lixiviar 7,33 4,14 212

* Media de los valores obtenidos en los distintos ensayos
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Tabla 2. Resultados de produccion obtenidos con cada una de las coberturas ensayadas.

. Produccién’ (kg.kg” compost) Eficiencia Relacion
obertura . 1. . 2 .3
1 Florada 2*Florada 3?Florada Total Biologica Testigo
TESTIGO* 0,203 0,116 0,040 0,353 113,7 1,00 a
TR 0,164 0,116 0,058 0,338 110,3 0,99 a
SPCHS50T50 0,182 0,076 0,036 0,295 86,4 0,95b
GRAVILLIN 0,191 0,112 0,021 0,324 102,2 0,94 b
SPCHS50TRS50 0,162 0,140 0,022 0,325 100,2 0,92b
SPCHS50TS50 0,173 0,155 0,048 0,376 125,1 091b
SPCH75T25 0,150 0,116 0,000 0,266 85,0 0,90 b
o U0 o100 0149 0043 0301 92,8 0,85 ¢
SPCHS50T50-S 0,157 0,148 0,047 0,352 117,1 0,85¢
SPCH75T25-S 0,161 0,138 0,034 0,333 111,0 0,80 ¢
SECHSOTSO_ 0,111 0,069 0,043 0,223 65,4 0,72d

(1) kg de champiﬁ(')n.kg'1 compost
(2) kg de champifion. 100 kg'1 de compost sobre materia seca.
(3) Ratio con la productividad obtenida por la cobertura testigo del ensayo correspondiente.
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Figura 2. Relacion entre la productividad obtenida por cada tierra y la obtenida con la
cobertura testigo en su ensayo correspondiente.
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Aplicacion de nematodos entomopatogenos como método de control de
dipteros en el cultivo de champifion

M.J. Navarro y F.J. Gea

Centro de Investigacion, Experimentacion y Servicios del Champifion. Quintanar del Rey, Cuenca.

INTRODUCCION

Los dipteros Megaselia halterata (Wood) y Lycoriella auripila Winnertz (Diptera:
Phoridae y Sciaridae) son las plagas mas habituales en las explotaciones de champifion de
Castilla-La Mancha (Navarro et al., 2000). Estas moscas, en su estado larvario se
alimentan del micelio del hongo e incluso llegan a producir tineles en los champifiones ya
formados (Husssey, 1981; Rinker y Snetsinger, 1984; White, 1986; Sandhu y Bhattal,
1987). Por otra parte, los adultos actian como vectores de otras plagas (4acaros y
nematodos) y enfermedades (mole seca) (White, 1981; Clift y Larsson, 1987). Entre estas
dos especies, en Castilla-La Mancha predomina el forido M. halterata, ya que presenta
poblaciones mas abundantes y a lo largo de casi todo el afio (excepto en invierno), mientras
que L. auripila se detecta en menor numero y casi exclusivamente durante los meses de
primavera (Navarro et al., 2000).

El control de las moscas del champifién se ha realizado tradicionalmente con
insecticidas. Esto ha motivado la aparicion de resistencias de alguna de las especies a
determinados productos (Keil, 1987; Brewer y Keil, 1989; Bartlett y Keil, 1997). Ademas,
la aplicacion de productos fitosanitarios presenta dos problemas afiadidos: el efecto
fitotoxico sobre el micelio de champifion, que se traduce en pérdidas de rendimiento y/o de
calidad (White, 1992; Geels y Rutjens, 1992; Grewal et al., 1992; Scheepmaker et al.,
1998a), y la recuperacion de residuos en el champifién cosechado (Navarro y Gea, 2006).
Por otra parte, como consecuencia del proceso de evaluacion de materias activas realizado
por la Unién Europea, se han retirado un gran niimero de fitosanitarios, entre ellos, algunos
de las autorizados en Espaifia para el cultivo de champifiéon (benomilo, diazinon, procloraz-
manganeso, este ultimo por retirada voluntaria). Otras materias activas siguen en proceso
de revision (ciromazina), incluyendo también algunas que son consideradas insecticidas
bioldgicos (azadiractina). En realidad, en la actualidad unicamente la iprodiona, el
diflubenzuron y el deltametrin estan ya incluidas en el Anexo I.

Alternativamente a los productos fitosanitarios, existen otros métodos para
controlar la presencia de moscas en las explotaciones. Entre ellas destaca la utilizacion de
barreras fisicas para la exclusion de los individuos adultos, principalmente en las etapas
tempranas del ciclo de cultivo, lo que elimina la posibilidad de que, aprovechando las
elevadas temperaturas del interior de los sustratos, se produzca un rapido desarrollo de los
dipteros en la explotacion (Finley et al., 1984). Las barreras fisicas recomendadas son la
eliminacion de las grietas presentes en los muros, la instalacion de mallas antitrips en las
entradas y salidas de aire, y la instalacion, en las cancelas y en el interior de los locales de
cultivo, de luces negras sobre una superficie impermeable tratada con un insecticida de
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contacto (Grupo de trabajo fitosanitario del champifion y otros hongos cultivados, 1997;
Coles, 1998).

Sin embargo, en la actualidad la investigacion sobre control de plagas se centra en
la busqueda de mecanismos biologicos, es decir, en la utilizacion de organismos
depredadores, parasitos y/o patogenos. En el caso de las moscas del champifion, los
organismos estudiados pertenecen principalmente a tres grupos: acaros (Hypoaspis spp.),
bacterias (Bacillus thuringiensis) y nematodos (Steinernema spp. y Heterorhabditis spp.).
De entre ellos, los mas utilizados son los nematodos entomopatdgenos.

Los primeros trabajos relacionados con la utilizaciéon de nematodos para el control
bioldgico de las moscas del champifidn se realizaron tras el descubrimiento de la presencia
de un nematodo parasito, Howardula husseyi (Hussey), que dificultaba el proceso de cria
de los féridos, afectando a la fecundidad y a la longevidad de los adultos (Hussey y
Gurney, 1964; Snetsinger, 1972). Sin embargo, el uso de este nematodo no se generalizo
debido a problemas de cria y de manejo (Richardson y Chanter, 1979; 1981). Los trabajos
se han centrado en la utilizacion de nematodos de los géneros Steinernema y
Heterorhabditis (Richardson, 1987), principalmente en el uso de S. feltiae (Filipjev) y S.
carpocapsae (Filipjev), y de H. bacteriophora (= H. heliothidis) (Khan, Brooks y
Hirschmann) y H. megidis (Poinar, Jackson y Klein). Estos nematodos infestan las larvas
de mosca y liberan en su interior unas bacterias que llevan asociadas (Xenorhabdus
nematophilus o Photorhabdus luminescens), las cuales provocan la muerte del individuo
(Kirk y Keil, 2001). El mecanismo de infestacion difiere entre los dos géneros. Las
especies del género Steinernema actian mediante emboscada, es decir realizan una espera
al organismo huésped, y penetran en su interior aprovechando los orificios naturales del
cuerpo (boca, ano). Por el contrario, los nematodos del género Heterorhabditis presentan
una estrategia de infestacion deambulante, moviéndose en busca del huésped, y penetran
en el interior, ademas de por los orificios naturales, agujereando la cuticula de las larvas
gracias a un estilete que poseen (Bedding y Molyneux, 1982). Este hecho hace que
Heterorhabditis sea mas eficaz en las infestaciones, pero su estrategia deambulante lo hace
menos estable en el almacenamiento, ya que agota antes sus reservas energéticas (Kirk y
Keil, 2001).

La eficacia de los nematodos en el cultivo de champifién estd condicionada, aparte
de por su compatibilidad con los insecticidas utilizados (Rovesti y Deseo, 1990; Grewal et
al., 1998), por otros factores, entre los que destacan la temperatura, la humedad y el nivel
de CO; (Tomalak, 1994). La temperatura 6ptima de actuacion depende de cada grupo, pero
se establece en torno a los 25 °C. Con respecto a la humedad existen autores que defienden
que niveles inferiores al 60% reducen la eficacia de los nematodos (Tomalak y Lipa,
1991), mientras que otros aconsejan humedades inferiores al 65% (Kirk y Keil, 2001). En
relacion al dioxido de carbono no existe controversia; los nematodos localizan a los
huéspedes por la concentracién de CO; que se acumula a su alrededor como consecuencia
de su actividad fisiologica, por lo que elevados niveles de este gas pueden dificultar la
busqueda (Kirk y Keil, 2001). Ahora bien, mientras que esto si se ha demostrado con H.
bacteriophora, no se ha observado tal efecto sobre S. feltiae (Scheepmaker et al., 1998b;
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Kirk y Keil, 2001), lo que supone una ventaja para la aplicacién de este ultimo en las
explotaciones de champifion.

Sin embargo, en trabajos realizados con nematodos en el control de poblaciones de
foridos se ha visto que mientras H. bacteriophora puede controlar hasta en un 91% la
presencia de estos dipteros, la efectividad de S. feltiae no es significativa (Scheepmaker et
al., 1995, 1997a, 1998c), probablemente debido al pequefio tamafio que presentan los
orificios de las larvas de Megaselia spp., junto con el poco tiempo que permanecen estas
moscas en estado larvario (Scheepmaker et al., 1998c). Es decir, que el nematodo mas
eficaz presenta problemas de aplicacion (los niveles de CO;), mientras que el nematodo
mas estable no es efectivo contra los foridos. Para el control de estas moscas la bibliografia
recoge la alternativa de S. carpocapsae que, a dosis de 3 x 10° IJ/m? en cobertura, ha
reducido la presencia de la plaga en un 50% (Scheepmaker et al., 1998b). Para que este
tratamiento sea mas rentable, se pretende hacer coincidir la aplicacion de los nematodos
con el tercer estado larvario de la mosca, porque es el de mayor tamafio (Scheepmaker et
al., 1998c; Jess y Bingham, 2004).

En cuanto a la aplicacion de nematodos para el control de los esciaridos, muchos
autores defienden la eficacia de Steinernema feltiae (Grewal et al., 1993; Rinker et al.,
1997; Scheepmaker et al., 1998b; Jess and Kilpatrick, 2000). Sin embargo, existe diferente
opinién sobre la fitotoxicidad del tratamiento: hay autores que establecen mejoras en el
rendimiento hasta del 20% (Grewal ef al., 1992, 1993), otros encuentran reducciones
cercanas al 9% (Rinker et al., 1997), mientras que otros no detectan ni un efecto ni otro
(Scheepmaker et al., 1998a). Todo ello parece depender de la cepa del nematodo y de la
variedad de champifion utilizadas. Las investigaciones mas recientes se han orientando en
encontrar cepas de S. feltiae mas virulentas (Grewal et al., 1993; Tomalak, 1994) y en
establecer el sustrato y el momento iddneos de aplicacion (Scheepmaker et al., 1996,
1997b; Jess y Bingham, 2004). La busqueda de cepas mas virulentas se realiza con el
objetivo de reducir las dosis de aplicacidon para, por un lado, abaratar costes y, por otro,
evitar los problemas derivados de la sobre-infestacion. La sobre-infestacion puede
provocar un debilitamiento del crecimiento micelial (Rinker et al., 1995), a la vez que
eleva el numero de nematodos por larva, lo que dificulta la regeneracidon de los nematodos
en el interior de la larva muerta y, como consecuencia, la persistencia de los mismos en el
sustrato de cultivo (Scheepmaker et al., 1997a). En cuanto a la correcta aplicacion del
producto, se pretende aunar la presencia de los nematodos con los estadios larvarios
iniciales de los escidridos, que son mas susceptibles de infestacion.

En el CIES se han realizado diferentes ensayos en los que se han aplicado
nematodos entomopatdgenos para el control de las moscas del champifion. En las tltimas
Jornadas se presentaron los resultados de algunos de ellos, en los que se hacia especial
hincapié en la valoracion del efecto fitotdoxico sobre el cultivo de champifion. En estos
ensayos, tras la aplicacion de S. felfiae a dosis de 10° y 3x10° IJ/m?, se constaté un
incremento, estadisticamente significativo, en los valores de produccion (niimero de
champifiones y rendimiento) y un ligero adelanto en el inicio de la cosecha (Gea y
Navarro, 2008). Por otra parte se mostraron también resultados del control de las moscas
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que habian infestado, de forma natural, las unidades de cultivo una vez que la mezcla de
cobertura ya estaba aplicada sobre el compost germinado. A este respecto, se obtuvo una
elevada heterogeneidad de resultados, lo que ha motivado la busqueda de mecanismos de
infestacion menos aleatorios. Entre ellos, se ha seleccionado la infestacion natural sobre
compost parcialmente germinado para la realizacion de los ensayos cuyos resultados se
muestran a continuacion.

MATERIALES Y METODOS

Se han realizado dos ensayos para contrastar la eficacia de los nematodos
entomopatdgenos Steinernema feltiae y S. carpocapsae en el control de las moscas del
champifién M. halterata 'y L. auripila. Para ello se utilizaron las cabinas experimentales de
cultivo con condiciones controladas (temperatura, humedad relativa y ventilacidon) del
CIES. En su interior se ubicaron, en cada ensayo, 44 cubetas, distribuidas en 4 lotes, uno
de los cuales, el lote Control (C) no fue sometido a la infestacion. Los otros tres lotes
corresponden a los siguientes tratamientos: lote Control infestado (CI), compost sometido a
la infestacion pero que posteriormente no recibid ningun tratamiento de control bioldgico;
lote Steinernema feltiae (Sf), compost sometido a infestacion y con una aplicacion
posterior de S. feltiae a razoén de 10° 1J/m?; lote S. feltiae-S. carpocapsae (Sf+Sc), compost
sometido igualmente a infestacion y con una aplicacion posterior de una combinacion de
estas dos especies de nematodos a razon de 0,5 x 10° 1J/m? de cada una de ellas, lo que
hace un total de 10° IJ/m?.

Cada una de las cubetas utilizada tiene una capacidad de 5 kg de compost
comercial, inoculado con micelio comercial al 0,9% en peso, y una superficie de cultivo de
870 cm?. El dia de la siembra, sobre cada una de las cubetas del lote Control se coloco una
estructura en forma de cubo con las caras fabricadas con malla antitrips; del interior del
cubo colgaba una trampa adhesiva amarilla para la captura de moscas. Tras unos dias
germinando (5 en el Ensayo [ y 12 dias en el Ensayo II), las cubetas de los lotes CI, Sf'y
Sf+Sc fueron trasladadas a una nave de cultivo préxima, en la que se habia permitido la
proliferacién de moscas y cuyas poblaciones fueron valoradas también mediante placas
adhesivas. Después de dos dias en las naves, periodo durante el cual se produjo la
infestacion natural del compost, las cubetas fueron de nuevo reubicadas en las cabinas y
cubiertas con el cubo de malla antitrips descrito anteriormente. Quince dias después de la
siembra se procedid a la cobertura de las 44 cubetas con topterra previamente hidratada, a
razon de 3,5 L de cobertura por cubeta, lo que supone un espesor aproximado de 4-4,5 cm
sobre el compost. Al dia siguiente de la cobertura se aplicaron los nematodos, a las dosis
indicadas, junto con 1 ml de quitosano y en un volumen de agua de 150 ml por cubeta. El
desarrollo del ciclo de cultivo se realizd de la manera habitual y se prolongd hasta que el
nimero de individuos capturados en las placas se estabilizd. Posteriormente se procedid en
el laboratorio al recuento e identificacidn, bajo lupa binocular, de las moscas capturadas.

Estos ensayos difieren unicamente en el tiempo transcurrido desde la infestacion
hasta la aplicacion de los nematodos (8-10 dias en el Ensayo [y 1-3 dias en el Ensayo II) y
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en el tamafio de las poblaciones de las moscas contaminantes ((800 foridos + 52
esciaridos/dia) en el Ensayo [y (1.237 foridos + 82 escidridos/dia) en el Ensayo II).

Los resultados obtenidos tras el recuento de las placas fueron sometidos a un
analisis de la varianza (ANOVA), con el paquete informatico Statgraphics Plus v. 4.1
(Statistical Graphics Corp., Princenton, NJ, USA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Control de Megaselia halterata

Las Figuras 1 y 2 muestran el valor medio, obtenido tras el analisis estadistico de
los datos, del numero de féridos adultos capturados por placa para cada uno de los ensayos
realizados. En el Ensayo I (Fig. 1) se observa como, frente al control, en las cubetas del
control infestado el nimero de capturas es significativamente superior. Asi mismo se ve
como en los lotes en los que se han aplicado los nematodos, aunque hay un ligero
descenso, el niimero de foridos capturados no difiere significativamente del control
infestado.

En el Ensayo II (Fig.2) los resultados son similares, aunque en este caso no se
detecta ninguna disminucion en el nimero de foridos capturados en los lotes con
nematodos.

Por lo tanto, los resultados obtenidos indican que, en las condiciones ensayadas, no
se detecta control alguno de ninguna de las dos especies de nematodos sobre Megaselia
halterata. Estos resultados coinciden con la bibliografia consultada en la poca efectividad
de S. feltiae sobre los foridos. Sin embargo, en contra de los resultados de Scheepmaker et
al. (1998b), en estos ensayos no se detecta ningin control de S. carpocapsae sobre el
forido considerado; esta discordancia puede estar motivada por las diferentes dosis y/o
momentos de aplicacion de los nematodos.

Control de Lycoriella auripila

Las Figuras 3 y 4 muestran el nimero medio de esciaridos adultos capturado por
placa en cada uno de los ensayos desarrollados. En ambos ensayos, el nimero de
esciaridos capturados en el lote Control infestado difiere significativamente del numero
de capturas en el lote Control.

Por otra parte, en el primer ensayo (Fig. 3) se observa un descenso significativo
en el nimero de capturas en los dos tratamientos con nematodos frente al lote Control
infestado, aunque de forma algo més acusada en el lote al que se aplicaron unicamente
nematodos de la especie Steinernema feltiae (eficacia del 62% frente al 50% obtenido en
el tratamiento conjunto de las dos especies de nematodos). Estos resultados, aunque
positivos, estan lejos de los valores de 90-80% de control sobre los escidridos
encontrados en la bibliografia (Grewal et al., 1993; Jess and Kilpatrick, 2000). Por otra
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parte, en el segundo ensayo las diferencias significativas entre los tratamientos con
nematodos y el control infestado desaparecen; esto puede deberse a la mayor tasa de
infestacion de moscas utilizada en este caso, junto con el menor tiempo transcurrido entre
la infestacion y la aplicacion de los nematodos.
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Efecto de varios fungicidas sobre la mole himeda (Mycogone perniciosa)
y sobre la produccion de champifion

F.J. Gea', M.C. Lainez” y M.J. Navarro'

'Centro de Investigacion, Experimentacién y Servicios del Champifion. Quintanar del Rey, Cuenca.
*IES Amparo Sanz. Albacete.

INTRODUCCION

La mole humeda, causada por el hongo micoparasito Mycogone perniciosa
(Magnus) Delacroix, es una enfermedad del champifion [Agaricus bisporus (Lange)
Imbach] que también se desarrolla sobre otras especies de Agaricales. A pesar de su
distribucion mundial no suele causar importantes pérdidas en los cultivos de champifién
(Fletcher y Gaze, 2008), aunque recientemente ha originado serios problemas en algunos
paises como Serbia (Glamoclija et al., 2008) y Sudafrica (Meyer y Korsten, 2008). M.
perniciosa esporula abundantemente sobre los cuerpos fructiferos de Agaricus,
produciendo conidios de paredes delgadas parecidos a los de Verticillium y clamidosporas
bicelulares esféricas de color oscuro y pared gruesa, con una célula apical verrugosa y una
célula basal de pared delgada (Holland y Cooke, 1990). Este micoparasito afecta la
morfogénesis de los basidiomas de A. bisporus, formando masas deformes de tejido sin
ningun signo de diferenciacion. Inicialmente las moles himedas son esponjosas y de color
blanco, virando posteriormente al color oscuro. Ocasionalmente pueden exudar sobre su
superficie gotas de color ambar debido a la putrefaccion bacteriana que se produce en su
interior. Al corte, se puede observar que las masas deformes muestran areas oscuras justo
debajo de la superficie exterior del espordéforo. A veces, los sintomas causados por M.
perniciosa son parecidos a los ocasionados por Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk
[recientemente clasificado como Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare & W. Gams (Zare y
Gams, 2008)], por lo que la presencia de la mole himeda puede quedar enmascarada por la
mole seca. La mezcla de cobertura siempre ha sido considerada como la principal fuente de
contaminacion de M. perniciosa, por lo que es particularmente importante asegurar que los
materiales de cobertura estén limpios y almacenados en un area segura, sin riesgos de
terminar contaminados por polvo o restos procedentes de otras naves de cultivo (Fletcher y
Ganney, 1968). M. perniciosa puede ser diseminado por el agua de riego, al igual que V.
fungicola, pero a diferencia de éste, las esporas no son pegajosas, por lo que las moscas y
los recolectores tienen menos importancia en su diseminacion.

La aparicion de la mole humeda en los cultivos de champifién espafioles ha sido
esporadica durante los ultimos veinte afios. Hasta ahora, el control se habia realizado
mediante el uso de productos fitosanitarios (fungicidas benzimidazoles y procloraz-Mn),
practicas culturales e higiene (Fletcher ef al., 1975, 1983; Gandy y Spencer, 1978; Gea et
al., 1995). La incidencia actual de la enfermedad es baja o nula en cultivos bien
conducidos, pero la mole himeda se puede convertir en una seria amenaza para los
cultivos de champifién. De hecho, durante el otofio de 2006, se detectaron fuertes ataques
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de mole humeda en algunos cultivos comerciales de 4. bisporus, 1o que puso de manifiesto
la necesidad de llevar a cabo un estudio con el fin de desarrollar medidas de control mas
eficaces y de valorar la actual sensibilidad de M. perniciosa a varios fungicidas, para poder
determinar si se habia desarrollado alguna resistencia.

Hay que tener en cuenta que la disponibilidad de fungicidas en el cultivo del
champifién esta limitada no solo por estrictas regulaciones sino también por el hecho de
que tanto el patdogeno como el huésped son hongos. Por esta razdn, en este estudio se han
usado fungicidas que estdn autorizados en Espafia (iprodiona y procloraz-Mn), o que han
sido ampliamente utilizados en otros paises europeos (carbendazima y metil-tiofanato) o en
Estados Unidos (metil-tiofanato y tiabendazol). Todos estos fungicidas estan incluidos en
el Anexo I de la Directiva 91/414/EEC, aunque la carbendazima estd solo autorizada en
cereales, colza, remolacha y maiz.

Por tanto, el objetivo de este estudio es determinar la sensibilidad in vitro de
aislados de M. perniciosa frente a los fungicidas seleccionados y la efectividad de estos
fungicidas frente a la mole humeda en cultivos de champifién artificialmente infectados
con M. pernicosa. La informacion obtenida puede ayudar a conocer mejor cémo se
desarrolla esta enfermedad, al tiempo que puede contribuir a disefiar estrategias de control
mas eficaces.

MATERIALES Y METODOS

Aislados

Para los ensayos in vitro se utilizaron doce aislados de M. perniciosa recuperados
de cuerpos fructiferos de A. bisporus que mostraron sintomas de mole humeda. Las
muestras se recogieron entre los afios 2006 y 2009 en cultivos de champifidon situados en
Castilla-La Mancha. Los aislados se cultivaron en medio agar-patata dextrosa (PDA) y se
identificaron de acuerdo con los criterios taxonoémicos descritos por Brady y Gibson
(1976).

Determinacion de la sensibilidad in vitro de M. perniciosa a los fungicidas

Para determinar la sensibilidad in vitro de M. perniciosa a los fungicidas se
utilizaron las formulaciones comerciales de las siguientes materias activas: carbendazima
50% pm (Bavisfor® 50, IQV, Mollet del Vallés, Barcelona, Spain), iprodiona 50% pm
(Rovral® WP, Agroden, Madrid, Spain), procloraz-Mn 46% pm (Sporgon®, Basf Espafiola,
Barcelona, Spain), tiabendazol 60% sc (Textar™ 60-T, Tecnidex, Paterna, Valencia, Spain)
y metil-tiofanato 70% wg (Topsin® 70 WG, Bayer CropScience, Alcacer, Valencia, Spain).

Los fungicidas se disolvieron en agua destilada estéril y se afiadieron al medio de
cultivo esterilizado (agar-extracto de malta enfriado a 45-50 °C), con el fin de conseguir
diversas concentraciones de materia activa (entre 0,001 y 100 pg ml"). Las placas de
medio con fungicida se sembraron con discos de 5 mm de didmetro, procedentes de la zona
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con crecimiento activo de un micelio de M. perniciosa. Se realizaron cuatro replicados por
cada combinacion de aislado y concentracién fungicida. Las placas Petri se incubaron
durante 12 dias a 25 °C en oscuridad y posteriormente se determind el tamafio de las
colonias midiendo dos didmetros perpendiculares por cada placa.

Se valoré la tasa de crecimiento micelial para cada aislado, utilizando las placas
control a las que no se habia afiadido fungicida. A continuacion, se calcul6 el porcentaje de
inhibicion (PI) del crecimiento micelial mediante la ecuacion de Vincent (1947): PI =
100(C-T)/C (C = tasa de crecimiento del control; 7" = tasa de crecimiento en las placas
tratadas con fungicida).

La sensibilidad de la poblacion de aislados de M. perniciosa se estim6 mediante el
calculo de la EDsy (ng ml™ de materia activa necesarios para inhibir el crecimiento radial
al 50%). Para cada fungicida también se determin6 el factor de resistencia, el cual se
expresa como la relacion entre el valor mas elevado de EDsg de los aislados considerados,
frente al valor medio de EDs( para cada combinacion de aislados-fungicida.

Los valores de EDsy se examinaron mediante un analisis de varianza (ANOVA),
usando el programa Statgraphics Plus 5.1 (Statistical Graphics Corp., Princeton, NJ).

Ensayos en camaras de cultivo de champifion

Para valorar la eficacia de los fungicidas frente a la mole humeda en cultivos de
champifion artificialmente infectados con M. pernicosa se realizaron dos ciclos de cultivo
en una camara visitable Ibercex (ASL, S.A., San Fernando de Henares, Madrid, Espafa) de
dimensiones 3,70 x 2,10 x 2,60 m (20,2 m3), provista de sistemas de humidificacion,
calefaccion/refrigeracion, y recirculacion/ventilacion exterior, que permite el control
automatico de la temperatura, la humedad relativa y la concentraciéon de dioxido de
carbono. Se utilizaron cubetas de 16 1 de volumen y una superficie de 870 cm?, cada una de
las cuales se llen6 con 6 kg de compost. La variedad comercial de micelio de Agaricus
bisporus utilizada fue Gurelan 45 (Gurelan S. Coop., Huarte, Pamplona), a una tasa de
siembra del 1% en peso fresco del compost. La capa de cobertura aplicada estaba formada
por una mezcla de suelo mineral y turba rubia en proporcion 4:1 (v/v), que es la habitual en
el sector productor de Castilla-La Mancha. En cada cubeta se depositd una capa de 30 mm
de espesor y 2.6 1 de volumen.

Se realizaron dos ensayos (A y B), que diferian en la concentracion de esporas
usada como tasa de inoculacion para cada ensayo: 10° esporas m™ en el ensayo A y 10
esporas m” en el ensayo B. La inoculacion se llevé a cabo dos dias después de realizar la
cobertura, aplicando una suspension de esporas de M. perniciosa sobre la superficie de
¢sta, a razon de 10 ml por cubeta. El indculo de M. perniciosa se prepard el mismo dia en
que se realizé la inoculacidn. La concentracidon de cada suspension de esporas se determin6
mediante un hematocitémetro. Cada suspension se diluyo en agua estéril hasta conseguir
una concentracién de 8,7 x 10° esporas ml™' (ensayo A) y 8,7 x 10* esporas ml™' (ensayo
B). Las cubetas control recibieron 10 ml de agua estéril.
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Se utilizaron formulaciones comerciales de los siguientes fungicidas:
carbendazima, iprodiona, tiabendazol y metil-tiofanato al 0.1% (p/v) y procloraz al 0.05%
(p/v). Se afiadieron en riego, disueltos en agua, a razén de 100 ml por cubeta. Para cada
fungicida se realizaron dos tratamientos y seis repeticiones por tratamiento. El primer
tratamiento (BI) se efectud el mismo dia de la cobertura (dia 0), es decir, dos dias antes de
llevar a cabo la inoculacién con esporas de M. perniciosa. El segundo tratamiento (Al) se
aplico el quinto dia después de la cobertura, 3 dias después de la inoculacidn. A las cubetas
control se les afiadieron 100 ml de agua.

Durante las tres primeras floradas, se anotaron los datos correspondientes al numero
y peso de los champifiones recogidos en cada uno de los tratamientos aplicados. Los
champifiones recolectados se clasificaron como sanos o infectados por M. perniciosa. La
incidencia de la enfermedad se calculé como un porcentaje, basada en la relacion entre el
numero de champifiones enfermos frente al nimero total champifiones (sanos y enfermos).
La eficacia de los fungicidas se valoré mediante la formula de Abbott (1925): % eficacia =
[(1-1))/1.] x 100 (dénde /. = incidencia de la enfermedad en el control; /, = incidencia de la
enfermedad en el tratamiento). El efecto de los fungicidas sobre la productividad de
champifion se evalué mediante la eficiencia biologica (EB), calculado como el porcentaje
del peso fresco total de los champifiones cosechados (sanos y enfermos) frente al peso del
sustrato seco en el momento de la siembra y expresado mediante la fraccion: kg/100 kg
compost.

El disefio experimental utilizado fue de bloques al azar con seis repeticiones. Los
datos de eficiencia bioldgica y eficacia total se analizaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA), previa transformacion arcsin\x/100.

RESULTADOS

Determinacion de la sensibilidad in vitro de M. perniciosa a los fungicidas

En la Tabla 1 se presentan los valores medios de EDsy de los fungicidas
seleccionados y los factores de resistencia de doce aislados de M. perniciosa. El fungicida
que inhibio el crecimiento in vitro de M. perniciosa con mas eficacia fue el procloraz-Mn
(EDsy media= 0,029 pg ml™), seguido por la carbendazima (EDsy media= 0,065 pg ml™).
Por el contrario, los valores de EDsy mas elevados se obtuvieron con iprodiona (EDsg
media= 2,678 pg ml"). Los factores de resistencia calculados fueron relativamente bajos,
oscilando entre 1,42 para iprodiona y 2,44 para metil-tiofanato.

La distribuciéon de frecuencias de los valores de EDsy mostré que el 100% de los
aislados de M. perniciosa eran muy sensibles (EDsy < 0,5 pg ml") a los fungicidas
carbendazima, procloraz-Mn y tiabendazol, presentando diferencias significativas con los
valores de EDsy de iprodiona y metil-tiofanato. Los valores de EDsy para iprodiona
oscilaban entre 1,897 y 3,805 pg ml™”, por lo que todos los aislados resultaron débilmente
resistentes a este fungicida (EDso= 1-10 pg ml™). Por tltimo, los valores de EDs, para el
metil-tiofanato también mostraron un amplio rango (0,298-1,884 pg ml™), con dos aislados
débilmente resistentes (EDso > 1 pg ml™), y los otros diez sensibles (EDso < 1 ug ml™).
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Ensayos en camaras de cultivo de champiiion

En la Tabla 2 se muestra la efectividad de los cinco fungicidas ensayados para
controlar la mole humeda en dos ciclos de cultivo de A. bisporus infectados artificialmente
con dos dosis de indéculo de M. perniciosa diferentes (10° y 10" esporas m™). En los dos
ensayos realizados Unicamente se observd como sintoma tipico de mole humeda, la
presencia de masas de tejido deformes sin ningun signo de diferenciacion. En el ensayo A,
los primeros sintomas se registraron 18 dias después de la inoculacion de la mezcla de
cobertura (Dia 20), coincidiendo con los primeros champifiones. En el ensayo B, los
primeros sintomas de mole himeda se observaron 17 dias después de la inoculacién de la
cobertura (Dia 19), y los primeros champifiones se cosecharon un dia después (Dia 20).

Los resultados obtenidos en el ensayo A no presentaron diferencias significativas
en cuanto a la efectividad entre los tratamientos fungicidas aplicados. En el control
inoculado, el peso total de moles humedas recogido ascendi6 a 6,33 kg m™ (29,06% de la
cosecha total), mientras que los tratamientos fungicidas con mas moles himedas, es decir,
los menos eficaces, fueron el de carbendazima BI (0,51 kg m™, 2,27%) e iprodiona BI
(0,35 kg m™, 1,79%). Por el contrario, la efectividad fue del 100% a lo largo de todo el
ciclo de cultivo para los tratamientos procloraz-Mn Al tiabendazol y metil-tiofanato
aplicados antes y después de la inoculacion.

En el ensayo B, se apreciaron diferencias significativas en la efectividad total entre
iprodiona (BI y Al) y el resto de tratamientos ensayados. En el control inoculado, el peso
total de moles himedas recogido ascendié a 19,92 kg m™ (89,0% de la cosecha total),
mientras que los tratamientos fungicidas con mas moles humedas fueron iprodiona BI
(13,90 kg m'z, 64,20%) e iprodiona Al (13,85 kg m'z, 65,65%), que demostraron ser los
menos efectivos a lo largo de todo el ciclo de cultivo. Por el contrario, con los fungicidas
carbendazima y metil-tiofanato aplicados después de la inoculacidn se consiguié un 100%
de efectividad. En el resto de tratamientos, se puede ver como la efectividad disminuye
conforme avanza el ciclo de cultivo. Para un mismo fungicida, no se observaron
diferencias significativas entre la aplicacion previa a la inoculacion con M. perniciosa (dia
0) y la aplicaciéon posterior (dia 5). En lineas generales, el tratamiento que presentd una
mayor efectividad en los dos ensayos fue el metil-tiofanato aplicado después de la
inoculacidon con M. perniciosa.

En cuanto al efecto de los fungicidas sobre la produccion de champifion evaluada
mediante la eficiencia biologica (EB) (Tabla 3), se observé una mayor productividad en el
ensayo A que en el B, lo que puede ser debido a diferencias en la calidad de los sustratos
de cultivo utilizados. En el ensayo A, los resultados mas bajos se obtuvieron con iprodiona,
mientras que la EB fue mas elevada con carbendazima y tiabendazol, este ultimo incluso
mejord la productividad del control no inoculado. Por el contrario, en el ensayo B, el
control inoculado tuvo mayor EB que el no inoculado, y los tratamientos con iprodiona
fueron los que presentaron valores mas altos de EB.
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DISCUSION

Los experimentos in vitro mostraron que el procloraz-Mn y la carbendazima eran
los fungicidas mas efectivos para inhibir el crecimiento de M. perniciosa, mientras que la
iprodiona era el menos efectivo. Potocnik et al. (2008) obtuvieron resultados parecidos con
aislados de M. perniciosa de Serbia: valores de EDs, por debajo de 0,008 mg 1" para
procloraz-Mn, y 0,46 y 4,08 mg 1" para benomilo e iprodiona, respectivamente. Los
valores de EDs y factores de resistencia obtenidos (Tabla 1) indicaron que existe un riesgo
muy bajo de que M. perniciosa desarrolle resistencia a los fungicidas ensayados.

La concentracion de indculo usada en la inoculacion de la mezcla de cobertura en el
ensayo A (10° esporas m™) estaba situada dentro de los rangos considerados como
aceptables para la experimentacion con hongos micopatogenos de champifion (Mamoun et
al., 1995). Sin embargo, la escasa manifestacion de la mole humeda hizo que estos
resultados fueran inconsistentes en lo que a control de la enfermedad se refiere, no
observandose diferencias significativas entre los tratamientos aplicados. Por el contrario,
en el ensayo B, con una tasa de indculo més elevada (107 esporas m™), si hubo una mayor
manifestacion de la enfermedad, lo que permitio establecer diferencias significativas entre
los tratamientos. Este tltimo ensayo puso de manifiesto la escasa eficacia de la iprodiona
frente al resto de fungicidas, lo que estd en concordancia con los valores de EDs( obtenidos
en los experimentos in vitro.

Los datos recogidos en nuestros ensayos detectaron una leve disminucion de
eficacia durante la tercera florada en los tratamientos con carbendazima BI, tiabendazol BI
y Al, procloraz-Mn Al y metil-tiofanato BI. Esta pérdida de eficacia de los fungicidas a lo
largo del ciclo de cultivo de champifion ha sido estudiada por varios autores. Fletcher et al.
(1980) indicaron que una falta de control del patégeno del champifion mediante benomilo
(benomilo y metil-tiofanato se transforman en carbendazima) estaba asociada con la
desaparicion del fungicida de la cobertura antes de que empezara la cosecha, debido a la
presencia en la mezcla de cobertura de bacterias capaces de degradar el benomilo.
Posteriormente, Grogan y Jukes (2003) demostraron que la concentracién de carbendazima
en la parte superior de la capa de cobertura descendia rapidamente al final de la segunda
florada, por lo que podia ser menos eficaz en la tercera florada, mientras que la
concentracion de tiabendazol permanecia elevada durante el periodo de cosecha,
descendiendo hacia el dia 35 después de la cobertura. En cuanto al procloraz, Grogan y
Jukes (2003) demostraron que la concentracion de procloraz desciende significativamente
hacia el dia 21, al final de la primera florada. Hay evidencias que sugieren que la
concentracion de procloraz en la capa de cobertura puede declinar significativamente
durante el periodo de cultivo hasta llegar a ser menor del 20% de lo que se habia aplicado,
debido a que los microorganismos presentes en los materiales de cobertura son capaces de
degradar la molécula del procloraz (Grogan et al., 2008).

En lineas generales, los valores de eficiencia bioldgica (EB) obtenidos en el ensayo
A fueron mas elevados que los del B, probablemente debido a diferencias en la calidad de
los sustratos usados. Unicamente el tratamiento con iprodiona Al tuvo valores de EB
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iguales en los dos ensayos. En el ensayo A, los tratamientos aplicados con iprodiona,
procloraz-Mn y metil-tiofanato tuvieron diferencias significativas con el control no
inoculado, presentando una menor EB. Por el contrario, en el ensayo B el control
inoculado y los tratamientos con iprodiona mostraron una mejor EB que el resto de
tratamientos. El incremento en la tasa de inoculacidon con respecto al ensayo A favorecid
una mayor manifestacion de la enfermedad y un niimero mayor de moles humedas. Como
resultado, los tratamientos que tuvieron el menor efecto sobre la enfermedad obtuvieron un
mayor numero y peso de moles humedas que los otros tratamientos, lo que proporcion6
valores mas elevados de EB. Los tratamientos mas efectivos en el control de la mole
himeda no mejoraron la EB de A. bisporus.

El uso de fungicidas continta siendo de utilidad en aquellos casos donde los
patogenos todavia son sensibles, pero esto requiere un seguimiento regular de las
poblaciones del patdgeno, con el fin de valorar la aparicion de posibles resistencias.
Aunque el riesgo de que M. perniciosa desarrolle resistencia a los fungicidas ensayados es
muy bajo, es necesario poner en practica aquellas estrategias que reducen la incidencia de
la mole hiimeda, como es la estricta higiene de la explotacidn, ya que es imprescindible
minimizar los riesgos de aparicidon de estas resistencias.
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Tabla 1. Valores de EDs( de los fungicidas seleccionados y factores de resistencia de los
aislados de Mycogone perniciosa recolectados entre los afios 2006 y 2009 en Espafia.

EDso (pg ml™)

Fungicida Aislados - Factor de resistencia®
Media Rango

Carbendazima 12 0,065 a 0,031-0,097 1,49

Iprodiona 12 2,678 ¢ 1,897-3,805 1,42

Procloraz-Mn 12 0,029 a 0,006-0,064 2,20

Tiabendazol 12 0,225 a 0,155-0,335 1,49

Metil-tiofanato 12 0,773 b 0,298-1,884 2,44

*Medias en columna seguidas por distinta letra indica diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey
HSD, al nivel P = 0,05.

°E] factor de resistencia se expresa como la relacion entre el valor mas elevado de EDs, de los aislados
considerados, frente al valor medio de EDs, para cada combinacion de aislados-fungicida.
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Tabla 3. Efecto de los fungicidas sobre la produccién de champifion, evaluada
mediante la eficiencia biologica (EB), en cultivos de A. bisporus infectados
artificialmente con M. perniciosa.

.. . Ensayo A Ensayo B

Fungicida y momento de aplicacion (10° spores m%)® (107 spores m?)
Control (no inoculado) 115,16 abc 90,26 ab
Control (inoculado) 110,08 abc 99,65 ab
Carbendazima BI 113,69 abc 86,94 ab

Aphczdol 2dias  prodiona BI 99,03 a 102,60 b

gntes © .rfl Procloraz-Mn BI 104,70 ab 81,73 a

inoculaciéon )

(dia 0) Tiabendazol BI 120,78 ¢ 90,38 ab
Metil-tiofanato BI 103,47 ab 83,98 a
Carbendazima Al 105,40 abc 89,99 ab

gxPhC%dOd3 ldlas Iprodiona Al 97,93 a 97,92 ab

cespues ¢e fa Procloraz-Mn Al 101,06 ab 93,05 ab

inoculacion )

(dia 5) Tiabendazol Al 115,89 be 92,08 ab
Metil-tiofanato Al 103,47 ab 82,69 a

*Medias en columna seguidas por distinta letra indica diferencias significativas de acuerdo al test de Tukey
HSD, al nivel P =0,05.
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Eficacia del té de compost elaborado con sustratos post-cultivo de hongos
comestibles sobre la mole seca (Verticillium fungicola)

F.J. Geal, M.C. Lainezz, M.J. Navarrol, M. Santos® yJ.C. Tello®

'Centro de Investigacion, Experimentacién y Servicios del Champifion. Quintanar del Rey, Cuenca.
’[ES Amparo Sanz. Albacete. “Dpto. de Produccion Vegetal. Escuela Politécnica Superior.
Universidad de Almeria. Almeria.

INTRODUCCION

El agente causal de la mole seca y principal hongo micoparasito del champifion es
Verticillium fungicola (Preuss) Hassebrauk (Gams y Van Zaayen, 1982), recientemente
clasificado como Lecanicillium fungicola (Preuss) Zare & W. Gams (Zare y Gams, 2008). La
mole seca es la enfermedad fingica mas comun y grave de los cultivos de champifidn, ya que
si no se controla puede llegar a destruir por completo una cosecha en dos o tres semanas,
haciendo inviable econémicamente el cultivo (Fletcher y Gaze, 2008). Esta afirmacién esta
corroborada por las numerosas publicaciones que sefialan a esta enfermedad como la mas
destructiva y ubicua en practicamente todos los paises productores de champifion (Sinden,
1971; Gandy, 1972; Harvey et al., 1982; Geels et al., 1988; Rinker y Wuest, 1994; Largeteau
et al., 2004). En Espafia, Gea y Tello (1997) valoraron la incidencia de la mole seca en los
cultivos de champiiién castellano-manchegos, constatando su elevada magnitud y
persistencia.

Debido a la gravedad de los dafios producidos por esta enfermedad, se han aplicado
contra V. fungicola todos los medios que la técnica ponia al alcance de los cultivadores, entre
¢éstos hay que destacar la aplicacidon de fungicidas benzimidazoles y tiofanatos (Bollen y Van
Zaayen, 1975; Fletcher y Yarham, 1976), técnicas profilacticas de aislamiento como las
preconizadas por Atkins y Atkins (1971), Munns (1975), y Harvey (1982), e intentos de
control bioldgico con preparados a base de Trichoderma (De Trogoff y Ricard, 1976; Olivier,
1983).

Con la introduccion del fungicida procloraz en 1983 para combatir a V. fungicola, se
logr6 alcanzar un buen control sobre el patogeno, baste sefialar que el procloraz conseguia
reducir la incidencia de la enfermedad en un 87%, al tiempo que aumentaba significativa-
mente la cosecha de champifiones sanos (Fletcher, 1981; Gandy y Spencer, 1981). Tanto Van
Zaayen y Van Adrichem (1982), como d'Hardemare (1983) y Fletcher er al. (1983),
consideraron que el procloraz era un fungicida eficaz para el control de varios hongos
patogenos del champiiién (Cladobotryum dendroides, Mycogone perniciosa, Verticillium
fungicola). Posteriormente, Gea et al. (1996) encontraron que el procloraz-Mn era mas eficaz
frente a V. fungicola que los fungicidas benomilo, clortalonil, formaldehido, iprodiona y
procloraz + carbendazima.

El amplio uso del procloraz ha provocado un descenso en la sensibilidad de V.
fungicola a este fungicida. No obstante, todavia proporciona un razonable grado de control de
la mole seca, pero por un periodo de tiempo cada vez menor (Fletcher y Gaze, 2008). Por el
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momento, no se ha demostrado concluyentemente la resistencia de aislados de V. fungicola,
aunque si hay evidencias de estudios in vitro que apuntan a este descenso de sensibilidad
(Geels, 1996; Desrumeaux et al., 1998; Grogan et al., 2000; Gea et al., 2005). Por otro lado,
también hay que tener en cuenta que la concentracion de procloraz al final de la segunda
florada desciende considerablemente, ya que tiene una persistencia relativamente corta
(Grogan y Jukes, 2003), fenémeno que esté relacionado con una degradacién microbiana del
fungicida (Grogan et al., 2008). La suma de ambas evidencias: el descenso de la sensibilidad
observada en aislados de V. fungicola y la menor persistencia del procloraz, ofrecen como
resultado una proteccidon mas corta de los cultivos de champifion frente a la enfermedad de la
mole seca. Por tanto, en estos momentos, los cultivadores de champifién no pueden confiar
exclusivamente en este fungicida como tnica estrategia de control de la mole seca.

Ante esta situacidén, hay varias razones que conducen al estudio sobre la
utilizacion del té de compost elaborado con sustrato post-cultivo de hongos comestibles
como método de control biologico de la mole seca: en primer lugar, la utilizacioén de té de
compost de coproductos agricolas se sitlia entre los métodos de biocontrol sugeridos
como alternativa a los productos quimicos en el control de hongos fitopatdégenos foliares
(Weltzein 1991; Scheuerell y Mahaffee 2002); en segundo lugar, los resultados que
refleja la bibliografia consultada son alentadores (Yohalem et al. 1994, Dianez et al.
20006), al igual que los datos obtenidos en ensayos in vitro (Gea et al. 2009); y por ultimo,
la proximidad y facil disponibilidad de estos sustratos también es un factor a tener en
cuenta, ya que en nuestra drea de cultivo se recogen anualmente 200.000 toneladas de
sustrato post-cultivo de hongos comestibles.

En este trabajo, se presentan los resultados obtenidos sobre la eficacia in vitro del té
de compost no aireado, elaborado con sustratos post-cultivo de hongos comestibles, frente
a V. fungicola; los resultados sobre el efecto fitotoxico que tiene este té de compost sobre
el micelio de champifidn; y los resultados sobre la eficacia del té de compost para controlar
la mole seca en cultivos de champifion infectados artificialmente con V. fungicola.

MATERIALES Y METODOS

Eficacia in vitro del té de compost frente a V. fungicola

El material de partida utilizado fue sustrato post-cultivo de hongos comestibles
(SPCH), elaborado en una proporcién del 60% de SPCH de Agaricus y 40% de SPCH de
Pleurotus (Recomsa, Quintanar del Rey, Cuenca, Espafia), mezclado con turba rubia
(Klasmann, Valimex, Palleter, Espafia) en una proporcion 1:1 (v/v) y corregido con
carbonato célcico. Se ensayaron las diluciones 1:4 y 1:8 (p/v) de compost y agua. Los
tiempos de extraccion utilizados fueron de 1, 7 y 14 dias. Estas mezclas se incubaron sin
agitacion, a 20 °C, durante el tiempo requerido. Posteriormente, se filtraron a través de dos
capas de muselina.

Con los seis tes de compost obtenidos se prepararon tres medios de cultivo
distintos, usando agar-agua 1,5% como medio basico (1/1, v/v). El primero de ellos (F) se
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elabor6 con agar-agua y el té de compost sin tratamiento, solo filtrado; el segundo (E) se
hizo con agar-agua y el té de compost previamente autoclavado (20 minutos a 121 °C); y el
tercero (M) con agar-agua mas el t¢ de compost microfiltrado (M), primero con un prefiltro
de 25 pm y posteriormente a través de filtros Millex” de 0,22 pm. También se preparé un
control con agar-agua 1,5% y agua estéril (1:1, v/v), y un control positivo (P) con el mismo
agar y el fungicida procloraz 46% en complejo manganeso (1:1, v/v) (Sporgon”™, AgrEvo,
Valencia, Espafia) con una concentracion final de 50 ppm. Se utilizaron 3 aislados de V.
fungicola var. fungicola en todas las situaciones ensayadas. Las placas de Petri con los
citados medios de cultivo se sembraron con discos de 5 mm de micelio de V. fungicolay se
incubaron durante 12 dias a 20 °C, transcurridos los cuales se midieron dos diametros
perpendiculares de los crecimientos miceliares (Weltzien, 1991; McQuilken et al., 1994).
Se realizaron 5 repeticiones y el experimento se hizo por duplicado.

Los resultados se expresan como porcentaje de inhibicién del crecimiento radial
(PI) del micelio de V. fungicola en cada uno de los tratamientos ensayados, calculado
mediante la ecuacion de Vincent (1947): PI = 100(C-T)/C, en donde C es la tasa de
crecimiento en el control con agua estéril, y 7 es la tasa de crecimiento en los tratamientos
con t¢ de compost. Los valores medios se examinaron mediante un analisis de varianza
(ANOVA), utilizando el test de Tukey-HSD (P = 0,05) para la separacion de medias. Los
datos se analizaron con el programa estadistico Statgraphics” Plus v. 4.1.

Ensayos realizados in vivo en camara de cultivo de champifion
Elaboracion del té de compost

El material de partida utilizado fue sustrato post-cultivo de champifiéon tratado con
vapor a 70 °C durante 12 horas, con el fin de eliminar cualquier organismo patégeno, y
posteriormente sometido a un proceso de recompostaje controlado durante 57 dias.

Con este material se elaboraron los tes de compost aireados utilizados en los ensayos
que se describen a continuacion. Para ello, se preparé una mezcla de compost/agua en
dilucion 1:4 (p/v). La mezcla se agitd en agitador orbital a 150 rpm a 25 °C y durante el
tiempo de extraccion de 1 dia. Posteriormente se filtro por muselina para eliminar el exceso
de materia de gran tamafio.

Efecto fitotoxico del té de compost sobre el micelio de champirion

Para valorar el efecto fitotoxico de los tes de compost sobre el micelio de
champifion se realiz6 un ciclo de cultivo en una camara visitable Ibercex (ASL, S.A., San
Fernando de Henares, Madrid, Espafia) de dimensiones 3,70 x 2,10 x 2,60 m (20,2 m3),
provista de sistemas de humidificacion, calefaccidn/refrigeracion, y recirculacion/
ventilacién exterior, que permite el control automatico de la temperatura, la humedad
relativa y la concentracion de didéxido de carbono. Se utilizaron 20 cubetas, con una
superficie por cubeta de 870 cm?, cada una de las cuales se llen6 con 6 kg de compost. El
compost se sembrd con la variedad de micelio Gurelan 45. La mezcla de cobertura
utilizada estaba formada por una mezcla de suelo mineral y turba rubia en proporcion 4:1
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(v/v), que es la habitual en el sector productor de Castilla-La Mancha. Las cubetas se
situaron en dos alturas, a ambos lados de la camara, siguiendo un disefio de bloques al azar
con 5 repeticiones. El té de compost se aplico en riego, el mismo dia de su obtencion, sobre
la mezcla de cobertura, a razén de 1,2 litros por m?. Se realizaron 3 tratamientos distintos:
IR: so6lo una aplicacién en el primer riego, el mismo dia en que se aplica la mezcla de
cobertura (dia 0); 2R: dos aplicaciones, en primer y segundo riegos (dias 0 y 2), y 3R: tres
aplicaciones, en primero, segundo y tercer riegos (dias 0, 2 y 6). Se utiliz6 un control en el
que unicamente se aplico agua. La conducciéon del ciclo se ajustd a las condiciones de
cultivo indicadas en Navarro et al. (2004).

La fitotoxicidad de los tes de compost se valoré durante las tres primeras floradas,
contrastando la produccién de champifion obtenida en cada tratamiento con la del control.
Ademéds, se ha calculado la precocidad de la cosecha en cada tratamiento, la cual se
expresa como el tiempo que transcurre entre la aplicacion de la mezcla de cobertura y la
cosecha de la primera florada, ponderando la produccion relativa diaria.

Eficacia del té de compost en cultivo de champiiion infectado artificialmente con
Verticillium fungicola

Para valorar la eficacia del t€¢ de compost frente a V. fungicola se realiz6 un ciclo de
cultivo en una camara visitable, cuyas principales caracteristicas ya han sido descritas en el
apartado anterior. El dia siguiente a la aplicacion de la mezcla de cobertura (dia 1), se realizo
una inoculacién con una dilucién de esporas de V. fungicola, a razén de 10° esporas/ml,
aplicando 120 ml por m”.

En este ensayo se utilizaron dos tes de compost distintos: uno de ellos se obtuvo a
partir de un sustrato post-cultivo de champifién en el que se utilizd como mezcla de
cobertura suelo mineral y turba rubia en proporcion 4:1 (v/v), denominado “suelo mineral”;
mientras que el otro se obtuvo a partir de un sustrato con una cobertura a base de turba, tipo
Topterra®™, al que denominamos “turba”. Los tratamientos con té de compost se aplicaron a
razén de 1,2 litros por m?, y los momentos de aplicacion fueron los siguientes: el primer
riego (1) se aplicod el mismo dia de la cobertura (dia 0), el segundo riego (2) tres dias
después de cubrir (dia 3), y el tercer riego (3) siete dias después de cubrir (dia 7). Se
utilizaron tres controles: un control inoculado con esporas de V. fungicola, en el que los
riegos se realizaron sélo con agua (CI); otro control también inoculado al que se le aplico el
fungicida procloraz en el tercer riego (P); y un control puro (C), sin inocular y regado sélo
con agua. El disefio experimental fue de bloques al azar con 6 repeticiones.

La eficacia del té de compost frente a V. fungicola se valord durante las tres primeras
floradas (F1, F2 y F3), contrastando la produccién de champifién sano y de champifiéon con
V. fungicola obtenida en cada tratamiento, con la produccion obtenida en los controles.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Eficacia in vitro del té de compost frente a V. fungicola

La Tabla 1 muestra el porcentaje medio de inhibicion del crecimiento del micelio
para los tres aislados de V. fungicola expuestos a los tratamientos con los tes de compost y el
fungicida procloraz 46%. Los datos se presentan agrupados, mostrando el comportamiento
conjunto de los aislados de V. fumgicola en cada unos de los tres medios de cultivo
preparados con té de compost (F, E y M) y con el fungicida procloraz. Asimismo, la Tabla 1
también muestra el efecto de los tiempos de extraccion usados (1, 7 y 14 dias) para obtener
los tes de compost, y el efecto de las dos diluciones de compost y agua ensayadas, sobre el
crecimiento miceliar de V. fungicola.

El porcentaje de inhibicion del micelio fue méas bajo en los tes de compost
microfiltrados (M) y autoclavados (E), con un 7 y 11,5%, respectivamente; mientras que el
tratamiento con t¢ de compost filtrado (F) alcanz6 un porcentaje de inhibicion del 96%,
superior incluso al del fungicida procloraz (P) (95%). Estos resultados indican que los tes de
compost obtenidos mediante los procesos de autoclavado y microfiltraciéon pierden buena
parte de su actividad, por lo que tienen poco efecto sobre el crecimiento del micelio, lo que
sugiere que la inhibicion se produce sobre todo por la presencia de microorganismos en los
extractos acuosos, que compiten por los nutrientes y el espacio (Weltzien, 1991). Por tanto,
procesos tales como la microfiltracion y la esterilizacion mediante calor, eliminan estos
microorganismos de los tes de compost, lo que disminuye su efectividad en la supresion de
la enfermedad (Scheuerell y Mahaffee, 2002). Sin embargo, Yohalem et al. (1994)
afirmaban que los extractos acuosos elaborados con compost agotado de champifidn, y
fermentados anaerobicamente, mantenian sus propiedades inhibitorias después del
autoclavado y de la microfiltracion, e incluso mantenian su efecto sobre la germinacion de
conidios de Venturia inaequalis durante al menos cuatro meses, cuando se almacenaban a -
20 °C, a 4 °C y a temeperatura ambiente. Didnez er al. (2006) también obtuvieron
porcentajes de inhibicion del crecimiento para V. fungicola y V. dahliae de hasta el 60%,
usando té de compost de orujo de uva microfiltrado e incubado durante un dia.

Como se puede ver en la Tabla 1, los mejores resultados se obtienen con 1 y 7 dias
de tiempo de extraccion, mientras que Dianez ef al. (2006) obtuvieron el 100% de inhibicidn
del crecimiento micelial de V. fungicola con dos semanas de extraccion. En este sentido,
varios estudios han indicado que la supresion de la enfermedad varia ampliamente en
relacion con el tiempo de fermentacion empleado, ya que la supresion aumenta con tiempos
de fermentacion mas amplios hasta alcanzar un nivel méaximo, a partir del cual declina
(Scheuerell y Mahaffee, 2002). A este respecto, Weltzien (1991) sugirié que son necesarios
entre 5 y 16 dias de tiempo de extraccidn para alcanzar cualquier nivel de control de la
enfermedad, aunque el tiempo de fermentacidn ideal tiene que ser determinado para cada
combinacion huésped-patdgeno-tipo de compost utilizado (Scheuerell y Mahaffee, 2002).

En cuanto a las diluciones utilizadas, no se han encontrado diferencias
estadisticamente significativas, y en ambos casos se obtuvieron porcentajes de inhibicion
elevados. Scheuerell & Mabhaffee (2002) sefialaron que no estaba claro como incide la
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relacion compost:agua en la supresion de la enfermedad, y situaban como dilucién limite la
de 1:10.

Efecto fitotoxico del té de compost sobre el micelio de champifion

Las producciones obtenidas en los diferentes tratamientos quedan reflejadas en la
Tabla 2. Se observa un pequefio descenso de produccion (4%) en las cubetas en que se ha
aplicado un primer riego con los tes de compost, y este descenso se agudiza conforme se
incrementa el nimero de riegos, llegando incluso al 10% de la produccion cuando se
aplican tres riegos con té¢ de compost. Este hecho puede estar relacionado con la elevada
conductividad eléctrica que presentan los tes de compost [conductividad eléctricays 1:10
(Pseco/V): 4.910-5.470 uS/cm], que pueden incrementar, a su vez, la conductividad de la
mezcla de cobertura, lo que dificulta la fructificacidon del champifién (Pardo ez al. 2004).

En cuanto a la precocidad, se observa un ligero retraso (1 dia) con respecto al
control, en el inicio de la cosecha de la primera florada para todos los tratamientos en que
se ha utilizado el té¢ de compost, independientemente del nimero de aplicaciones que se
hayan realizado.

Eficacia del té de compost en cultivo de champifion infectado artificialmente con
Verticillium fungicola

Las producciones de champiiiéon sano obtenidas en los diferentes tratamientos
quedan reflejadas en la Figura 1. Como era de esperar, la produccion mas baja se ha
registrado en el control inoculado con esporas de V. fungicola (CI), con 9,36 kg/m?,
mientras que la més elevada se ha recogido en el control puro (C), con 16,86 kg/m*. En
lineas generales, se puede observar que las producciones de los tratamientos con té de
compost a base de turba son mejores (12,71-14,35 kg/m”) que las registradas para los
tratamientos con té de compost a base de suelo mineral (9,77-12,32 kg/m?). También hay
que destacar, que las producciones recogidas en todos los tratamientos con té de compost a
base de turba y en el tratamiento 23 con té de compost a base de suelo mineral, son mas
elevadas que las obtenidas en el control con procloraz (11,19 kg/m?).

En la Figura 2, se muestran las producciones de champifién con V. fungicola
obtenidas en los diferentes tratamientos. En esta ocasion, el control inoculado con esporas
de V. fungicola (CI) es el que registra una mayor producciéon de champifién con V.
fungicola (8,26 kg/m2), mientras que en el control puro casi ni se aprecia la aparicion de
mole seca (0,1 kg/m2). Las producciones de champifién con V. fungicola recogidas en los
tratamientos con té de compost a base de turba son mas bajas (2,45-4,51 kg/m2) que las
registradas para los tratamientos con té de compost a base de suelo mineral (3,80-6,18
kg/m2). En ambos casos, las cifras son menores que en el caso del control inoculado. Al
comparar los resultados obtenidos en los tratamientos con tes de compost, con los
obtenidos para el tratamiento con procloraz (P) (6,09 kg/m2), se puede ver que en este
ultimo hay una mayor produccion de champifion con V. fungicola, con la excepcion del
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tratamiento 1 del t€ de compost con suelo mineral. Es decir, la aplicacion de riegos con té
de compost, sobre todo el elaborado con turba, permite un control de la mole seca mas
eficaz que el que proporciona la aplicacion del fungicida procloraz. También se puede ver
como la aplicaciéon de riegos con té de compost en los dias mas proximos a la cosecha
(riegos 2 y 3) favorecen el control de la mole seca.

Por tanto, teniendo en cuenta que el efecto fitotoxico registrado con los tes de
compost no es muy pronunciado, y que la eficacia en el control de V. fungicola es incluso
superior a la manifestada por el fungicida procloraz, se puede considerar el uso de té de
compost elaborado con sustratos de hongos comestibles como una alternativa bioldgica en
el control de la mole seca.

AGRADECIMIENTOS

El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto RTA2010-00011-C02-01
cofinanciado por INIA y FEDER.

REFERENCIAS

ATKINS, P. y ATKINS, F.C. (1971). Major diseases of the cultivated white mushroom
Agaricus bisporus var. albidus. Mushroom Growers' Association Bull. 260: 361-382.

BOLLEN, G.J. y Van ZAAYEN, A. (1975). Resistance to benzimidazole fungicides in
pathogenic strains of Verticillium fungicola. Netherlands Journal of Plant Pathology 81:
157-167.

DESRUMEAUX, B., SEDEYN, P., WEBROUCK, A. y LANNOY, P. (1998). Résistance
de la moéle seche au Sporgon (Verticillium fungicola var. fungicola). Le Bulletin de la
Federation Nationale des Syndicats Agricole de Cultivateus de champignons 77: 677-681.

De TROGOFF, H. y RICARD, J-L. (1976). Biological control of Verticillium malthousei by
Trichoderma viride spray on casing soil in commercial mushroom production. Plant Dis.
Reptr. 60: 677-680.

D'HARDEMARE, G. (1983). Controle du Verticillium fungicola par le prochloraz sous
diverses formulations. Comportement de diverses variétés. Bulletin de la Fédération
Nationale des Cultivateurs de Champignons 20: 586-590.

DIANEZ, F., SANTOS, M., BOIX, A., DE CARA, M., TRILLAS, I, AVILES, M. y
TELLO, J.C. (2006). Grape marc compost tea suppressiveness to plant pathogenic fungi:
role of siderophores. Compost Science & Utilization 14: 48-53.

FLETCHER, J.T. (1981). The control of bubble diseases of Agaricus bisporus (Lange)
Imbach. Mushroom Science XI: 597-604.

FLETCHER, J.T. y GAZE, R.H. (2008). Mushroom pest and disease control. London:
Manson Publishing. 192 pp.

FLETCHER, J.T., HIMS, M.J. y HALL, R.J. (1983). The control ob bubble diseases and
cobweb disease of mushrooms with prochloraz. Plant Pathology 32: 123-131.

149



FLETCHER, J.T. y YARHAM, D.. (1976). The incidence of benomyl tolerance in
Verticillium fungicola, Mycogone perniciosa and Hypomyces rosellus in mushroom crops.
Annals of Applied Biology 84: 343-353.

GAMS, W.y Van ZAAYEN, A. (1982). Contribution to the taxonomy and pathogenicity of
fungicolous Verticillium species. 1. Taxonomy. Netherland Journal of Plant Pathology 88:
57-78.

GANDY, D.G. (1972). Observations on the development of Verticillium malthousei in mush-
room crops and the role of cultural practices in its control. Mushroom Science VIII: 171-181.

GANDY, D.G. y SPENCER, D.M. (1981). Fungicide evaluation for control of dry bubble,
caused by Verticillium fungicola, on commercial mushroom strains. Scientia Horticulturae
14: 107-115.

GEA, F.J.,, NAVARRO, M.J. y TELLO, J.C. (2005). Reduced sensitivity of the mushroom
pathogen Verticillium fungicola to prochloraz-manganese in vitro. Mycological Research
109: 741-745.

GEA, F.J., NAVARRO, M.J. y TELLO, J.C. (2009). Potential application of compost teas of
agricultural wastes in the control of the mushroom pathogen Verticillium fungicola.
Journal of Plant Diseases and Protection 116: 271-273.

GEA, F.J. y TELLO, J.C. (1997). Micosis del cultivo del champiiion. Coedicion Ministerio
de Agricultura, Pesca y Alimentacion - Ediciones Mundi-Prensa. Madrid, Spain.

GEA, F.J., TELLO, J.C. y HONRUBIA, M. (1996). In vitro sensitivity of Verticillium
fungicola to selected fungicides. Mycopathologia 136: 133-137.

GEELS, F.P. (1996). Gevoeligheid voor Sporgon van recent geisoleerde stammen van
Verticillium fungicola var. fungicola. De Champignoncultuur 40: 401-406.

GEELS, F.P., Van DE GEIN, J. y RUTJENS, A.J. (1988). Pests and diseases. In.: The
cultivation of mushrooms. Van Griensven, L.J.L.D. (Ed.). Interlingua. Sussex. 361-422 pp.

GROGAN, H.M. y JUKES, A.A. (2003). Persistence of the fungicides thiabendazole,
carbendazim and prochloraz-Mn in mushroom casing soil. Pest Management Science 59:
1225-1231.

GROGAN, H.M., KEELING, C. y JUKES, A.A. (2000). /n vivo response of the mushroom
pathogen Verticillium fungicola (dry bubble) to prochloraz-manganese. BCPC Conference
— Pests & Diseases, Brighton, UK.

GROGAN, H., PAPADOPOULOS, G., BENDING, G.D. y WOOD, M. (2008). Microbial
degradation of prochloraz in mushroom casing. /n: Van Gruening, M. (Ed.), Science and
cultivation of edible and medicinal fungi: Mushroom Science XVII, South African
Mushroom Farmers Association, Pretoria, South Africa, pp. 364-372. (CD-ROM).

HARVEY, C.L. (1982). METHODS for control of Verticillium and Mycogone. Mushroom
News 30(11): 29-31.

HARVEY, C.L., WUEST, PJ. y SCHISLER, L.C. (1982). Diseases, weed molds, indicator
molds, and abnormalities of the commercial mushroom. /n: Wuest, P.J. & GD. Bengtson
(Eds.), Penn State handbook for commercial musrhoom growers. The Pennsylvania State
University. 19-33 pp.

LARGETEAU, M.L., MATA, G. y SAVOIE, J.M. (2004). Verticillium fungicola var.
fungicola affects Agaricus bisporus cultivation in Mexico. FEMS Microbiology Letters
236: 191-196.

150



MCQUILKEN, M.P., WHIPPS, J.M. y LYNCH, J.M. (1994). Effects of water extracts of a
composted manure-straw mixture on the plant pathogen Botrytis cinerea. World J. Microb.
Biot. 10: 20-26.

NAVARRO, M.J., GEA, F.J. y FERRAGUT, F.J. (2004). Biologia y control de
Brennandania lambi en los cultivos de champifion de Castilla-La Mancha. Madrid:
Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion. 203 pp.

MUNNS, P. (1975). The pot technique for the control of Verticillium and Mycogone. Mush-
room Journal 29: 154-156.

OLIVIER, J.M. (1983). Recherches sur l'utilisation del Trichoderma dans la lutte contre les
maladies du champignon de couche. In: Faune et flore auxiliaire en agriculture. Acta Paris.
219-222 pp.

PARDO, A., NAVARRO, M.J., MOYA, M.J. y GEA, F.J. (2004). Uso del compost
agotado de hongos cultivados reciclado como material de cobertura para el cultivo de
champifion. /n: Sociedad Espafola de Agricultura Ecolédgica (Ed), Agroecologia: Referente
para la transicion de los sistemas agrarios, 1.599-1.609.

RINKER, D.L. y WUEST, P.J. (1994). Pests of commercial mushroom production: Fungal
diseases. Mushroom World 5(1): 25-34.

SCHEUERELL, S. y MAHAFFEE, W. (2002). Compost tea: principles and prospects for
plant disease control. Compost Science & Utilization 10: 313-338.

SINDEN, J.W. (1971). Ecological control of pathogens and weed moulds in mushroom
culture. Ann. Rev. Phytopathology 9: 411-432.

VINCENT, J.M. (1947). Distortion of fungal hyphae in the presence of certain inhibitors.
Nature 159: 850.

Van ZAAYEN, A. y Van ADRICHEM, J.C.J. (1982). Prochloraz for control of fungal
pathogens of cultivated mushrooms. Netherlands Journal of Plant Pathogen 88: 203-213.

WELTZIEN, H.C. (1991). Biocontrol of foliar fungal diseases with compost extracts. /n:
J.H. Andrews & S.S. Hirano (Eds), Microbial ecology of leaves. Springer-Verlag, 430-450.

YOHALEM, D.S., HARRIS, R.F. y ANDREWS, J.H. (1994). Aqueous extracts of spent
mushroom substrate for foliar disease control. Compost Science & Utilization 2: 67-74.

ZARE, R. y GAMS, W. (2008). A revision of the Verticillium fungicola species complex
and its affinity with the genus Lecanicillium. Mycological Research 112: 811-824.

151



Tabla 1. Efectos de los tratamientos con té de compost y del fungicida procloraz 46%, de los

tiempos de extraccion y de la dilucion, sobre el crecimiento del micelio de tres aislados de V.
fungicola.

n Media + SD*
Efocto de , d F' 360 95,74 £9,79 ¢
ecto de los tratamientos con té de compost g1 34 11,51 8,50 b
y del fungicida sobre el crecimiento miceliar M 358 .
de V. fungicola | 6,99+833a
P 360 95,34+ 6,78 ¢
1 120 100,00 £0,0b
Efecto de los tiempos de extraccion (dias) ’ ’
. o . 7 120 98,94 +16,19b
sobre el crecimiento miceliar de V. fungicola
14 120 88,39+ 13,81 a
Efecto de la dilucion sobre el 1:4 180 96,12 £ 10,25
crecimiento miceliar de V. fungicola 1:8 180 95,37 +£9,57

'F: medio de cultivo preparado con 1.5% de agar-agua y té¢ de compost filtrado (1:1, v/v); E: medio de cultivo
preparado con 1.5% de agar-agua y t¢ de compost autoclavado durante 20' a 121°C (1:1, v/v); M: medio de
cultivo preparado con 1.5% de agar-agua y té de compost microfiltrado (1:1, v/v); F: medio de cultivo
preparado con 1.5% de agar-agua y procloraz 46% en complejo manganeso (1:1, v/v).

*Medias seguidas por la misma letra no difieren significativamente (P < 0.05), de acuerdo con el test de
Tukey-HSD.

Tabla 2. Produccién total de champifion cosechado, en kg/m” (valor medio =+
desviacion estandar) y en porcentaje respecto al control, y precocidad (valor medio +
desviacidn estdndar) para cada uno de los tratamientos con té de compost realizados.

Produccion
Tratamiento (kg/m®) % Precocidad (dias)
Control 20,00 + 1,80 100 21,07 +0,34
IR! 19,20 +2.55 96,00 21,86 + 0,48
2R! 18,60 + 1,59 93,00 21,87 + 0,58
3R! 17,97 + 1,30 89,85 22,08 + 0,64

'IR: una aplicacion de t¢ de compost en el primer riego; 2R: dos aplicaciones en primer y segundo riegos; 3R:
tres aplicaciones, en primero, segundo y tercer riegos.
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