EVALUACION DE RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS DE LA PATAGONIA ARGENTINA PARA EL
CULTIVO DEL HONGO COMESTIBLE LENTINULA EDODES (BASIDIOMYCOTA)
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Resumen: Este trabajo evaludé la tasa de crecimiento micelial (Kr) y la produccién de
basidiomas de dos cepas comerciales del hongo shiitake Lentinula edodes (B05 y M3790) en
formulaciones compuestas de residuos lignoceluldsicos procedentes de actividades agricolas
y agroindustriales de la region andina de Patagonia Norte y de materiales lefiosos de plantas
invasoras. Las formulaciones consistieron de un sustrato base, como chips de madera de
sauce (ChS), chips de madera de rosa mosqueta (ChRM), pelusa de rosa mosqueta (PRM) o
virutas de lenga (VL), mezclado con un suplemento, como salvado de trigo (ST) o bagazo de
cebada cervecera (BC). Las dos cepas evaluadas mostraron mayores Kr con ChRM-ST. La
produccién de basidiomas tuvo lugar lo largo de 1 a 4 oleadas, durante un maximo de 124 dias.
Las maximas eficiencias biolégicas (EB) se obtuvieron con la cepa M3790, destacandose ChS
(118,86%) y VL (88,73%), ambos suplementados con ST. La cepa B05 alcanzé las maximas EB
con ChS-ST (54,72%) y con ChRM-BC (50,43%). Los resultados obtenidos especialmente con
ChRM y ChS, sumado a su abundancia en Patagonia argentina, sugieren que estos materiales
pueden ser aprovechados como sustratos para la produccion comercial de shiitake, actividad
aun no desarrollada a gran escala en la region.
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Introduccién

Lentinula edodes (Berk.) Pegler,
comunmente conocido como “shiitake”, es un
hongo comestible procedente del este de Asia
que es altamente consumido por su exquisito
sabor y aroma (Gao et al., 2020). Ademas de su
valor culinario, posee importantes propiedades
nutricionales. Con base en su peso seco,
puede contener hasta 59% de carbohidratos,
23% de proteinas, 10% de fibra dietaria y 4%
de lipidos, destacandose el acido linoleico
(Mizuno, 1995). Es una buena fuente de
vitaminas, contiene minerales, y casi todos
los aminoacidos esenciales para la nutricion
humana, con cantidades significativas de
alanina, arginina, lisina y leucina (Sharma
et al.,, 2013; Mata et al., 2020). También
se han reportado compuestos bioactivos
(polisacaridos, esteroles, compuestos
fendlicos, etc.) con propiedades bioldgicas
benéficas con actividad antitumoral, antiviral,
hipocolesterolémica e inmunomoduladora
(Chang et Miles, 2004; Li et al., 2017).

Actualmente es el hongo comestible mas
cultivado a nivel mundial, representando 22%
de la produccion global (Mata et al., 2020).
Aunque se cultiva mayormente en China y
otros paises asiaticos, su produccion se ha
expandido a otros paises como Estados Unidos,
Canada, Australia, Espaiia, Francia y también a
paises de América Latina (Mata et al., 2020).
En Argentina, la produccion de shiitake se
inicid en la década de 1990 y actualmente es
llevada a cabo a pequeiia escala empleando
mayormente el sistema tradicional de cultivo
en troncos naturales (Pire et al., 2001; Sanchez
et al., 2018).

En paises donde se cultiva comercialmente,
el método de cultivo en troncos ha sido
paulatinamente reemplazado en las ultimas
décadas por un sistema de cultivo intensivo
en bolsas, que utiliza como sustratos diversos
residuos lignoceluldsicos de actividades
agricolas, silvicolas y agroindustriales,
aprovechando la capacidad biodegradadora
de la especie (Mata et al., 2002; Philippoussis
et al.,, 2007). El sustrato base mas popular
es el aserrin, principalmente obtenido de
arboles de madera dura como los robles
(Quercus spp.) (Philippoussis et al., 2003). En

regiones donde el aserrin es un subproducto
escaso o ausente, se han desarrollado sustratos
alternativos a partir de residuos generados
por otras producciones agricolas, por ejemplo
cereales, café, cacao, algodon, mani o vides
(Philippoussis et al., 2003; Chang et Miles,
2004; Sharma et al., 2013).

En Argentina, la produccion de shiitake se
desarrolla en menor proporcion con relacion
al champifion y a la “girgola” [Pleurotus
spp. (Fr.) P. Kumm.] (Sanchez et al., 2018),
aunque existe un interés creciente de cultivar
esta especie usando el sistema de bloques
sintéticos de sustrato. En los valles andinos de
la Patagonia argentina localizados a lo largo
de las provincias de Neuquén, Rio Negro y
Chubut, se desarrolla una amplia variedad
de actividades agricolas y agroindustriales
(Madariaga, 2009). El bagazo de cebada
cervecera es un subproducto rico en fibras
y proteinas (Mussatto et al., 2006), y es
abundante debido al auge de la produccion de
cervezas artesanales en la region (Colino et
al., 2017). Por otra parte, la lenga [ Nothofagus
pumilio (Poepp. et Endl.) Krasser] es uno
de los recursos forestales nativos mas
importantes de Patagonia, con 132.174 ha
de bosques productivos s6lo en la provincia
de Chubut (Bava et Lopez Bernal, 2006).
Adicionalmente, la rosa mosqueta (Rosa
rubiginosa L.) y diferentes especies de sauce
(Salix L. spp.) son plantas exoticas que han
expandido exitosamente su distribucion en
toda la region patagdnica y representan una
amenaza a los ecosistemas nativos debido a
su comportamiento invasor (Barros Biscari,
2010; Thomas et al., 2015). Asimismo, los
frutos de rosa mosqueta son utilizados para
la produccion de dulces, té y licores, y del
procesamiento de sus frutos se genera un
residuo conocido como “pelusa”, descartada
o utilizada como fertilizante (Barros Biscari,
2010).

Losresiduos lignoceluldsicos que se generan
de diversas actividades productivas ofrecen
nuevas oportunidades para el desarrollo
de sustratos alternativos para el cultivo de
hongos comestibles, con base en la evaluacién
de su disponibilidad, costo y composicion
quimica. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el crecimiento micelial y la eficiencia
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biologica de Lentinula edodes utilizando
sustratos formulados a partir de materiales
lignocelulosicos disponibles en la region norte
de los Andes patagénicos en Argentina.

Materiales y Métodos

Los experimentos fueron llevados a cabo
entre agosto de 2017 y enero de 2018 en los
Laboratorios del Area de Protecciéon Forestal,
Centro de Investigacion y Extension Forestal
Andino Patagoénico (CIEFAP) en Esquel
(Chubut), Argentina.

Cepas

Se emplearon dos cepas comerciales de
L. edodes. La cepa B05 fue proporcionada
por el Centro PyME-ADENEU (Neuquén,
Argentina), mientras que la cepa M3790 fue
adquirida del banco de cepas Mycelia (Nevele,
Bélgica). Ambas cepas fueron mantenidas en
medio PDA (papa, dextrosa y agar) a 4 °C
hasta su utilizacion en este trabajo. Ademas,
las dos cepas evaluadas fueron incorporadas
al cepario del Laboratorio de Produccion de
Blanco de Hongos Comestibles del CIEFAP.

Materiales utilizados

Para los experimentos de crecimiento
micelial y de producciéon de shiitake se
emplearon los siguientes cinco materiales
lignoceluldsicos, recolectados en las
localidades de Esquel, Trevelin, Aldea
Escolar y Lago Puelo (provincia de Chubut,
Argentina): viruta de “lenga” (VL), pelusa
de “rosa mosqueta” (PRM), chips de “rosa
mosqueta” (ChRM), chips de madera de sauce
(ChS) y bagazo de cebada cervecera (BC).
La VL fue obtenida a partir del cepillado
de madera en el area de carpinteria del
CIEFAP, mientras que los ChRM y ChS
se obtuvieron mediante la trituracion de
ramas en fragmentos de 1 a 5 cm en una
maquina trituradora FEMA, equipada con
un motor de 13 HP y capacidad maxima de
diametro de entrada de 90 mm. La PRM fue
proporcionada por productores de dulces y
mermeladas de la localidad de Lago Puelo;
se trata de un residuo generado después del
secado y molienda de la cascara de los frutos

de rosa mosqueta y consiste de numerosos
pelos y espinillas que rodean a las semillas.
El BC fue proporcionado por cervecerias
artesanales de Esquel y Trevelin. Todos los
materiales fueron secados en estufa a 65 °C
hasta peso seco constante.

Andlisis quimico de los materiales
lignocelulosicos y formulacion de sustratos

De cada material se moli6é una muestra de 20
g. Los analisis se efectuaron en el Laboratorio
de Analisis Quimicos, LANAQUI (CERZOS-
CONICET, Bahia Blanca, Argentina). Para la
determinacion del contenido total de nitrogeno
(N) se utilizo el método semi-micro Kjeldahl,
empleando un destilador Bucchi M662. La
determinacion de carbono (C) se llevo a cabo
con el método de combustion en seco mediante
un determinador de carbono Leco CR-12
(Leco Corporation, Estados Unidos). Para
las determinaciones se utilizaron patrones
y estandares certificados por Chem-Lab,
Zedelgem B-8210, Bélgica. La composicion
quimica (macro y microelementos) de
estos mismos residuos lignoceluldsicos fue
analizada en un trabajo anterior, y puede ser
consultada en Roggero Luque et al. (2021).

Luego se llevo a cabo la formulacion de
los sustratos, cuyo contenido de nitrégeno
se ajustd en 0,8% (Lin et al., 2015). Cada
formulacién consistié en la combinacion de
un sustrato base, un suplemento y materiales
inertes (carbonato de calcio o sulfato de calcio).
Los materiales utilizados como sustratos base
fueron ChS (C= 43,02%; N= 0,43%), ChRM
(C= 48,51%; N= 0,67%), VL (C= 47,53%;
N=0,13%) y PRM (C= 45,45%; N= 0,45%),
mientras que como suplementos se emplearon
BC (C= 46,46%; N= 2,90%), o salvado de
trigo, en adelante ST (N= 2,01%), este ultimo
comunmente utilizado en mezclas de sustrato
para cultivo de hongos comestibles (Silva et
al., 2005). Las diferentes formulaciones de
sustrato se resumen en la Tabla 1.

Evaluacion de la tasa de crecimiento del
micelio

El crecimiento lineal del micelio se
evalud siguiendo a Zervakis et al. (2001). Se
utilizaron tubos de corrida de vidrio (200 mm
longitud % 20 mm didmetro interno) rellenados
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Tabla 1. Formulaciones de sustrato para experimentos de crecimiento micelial y fructificacion
en las cepas BO5 y M3790 de Lentinula edodes.

Formulacién
76% Chip de sauce + 24% Salvado de trigo

63% Viruta de lenga + 37% Salvado de trigo

90% Chip de rosa mosqueta + 10% Salvado de tri

85% Chip de sauce + 15% Bagazo de cebada cervecera

76% Viruta de lenga + 24% Bagazo de cebada cervecera
77,50% Pelusa de rosa mosqueta + 22,50% Salvado de trigo
85% Pelusa de rosa mosqueta + 15% Bagazo de cebada cervecera

go

94% Chip de rosa mosqueta + 6% Bagazo de cebada cervecera

Abreviatura N (%)
ChS-ST 0,81
ChS-BC 0,8

VL-ST 0,83
VL-BC 0,8
PRM-ST 0,8

PRM-BC 0,82
ChRM-ST 0,8
ChRM-BC 0,8

uniformemente con 10 g de cada formulacion
(ajustando el contenido de humedad entre 56%
y 68%), tapando los extremos con algodon
y esterilizados en autoclave 90 min a 121
°C. Una vez enfriados, cada tubo se inoculd
en flujo laminar con un disco de agar de 20
mm de diametro tomado de la periferia de
colonias con crecimiento activo de 7 dias, en
medio PDA enriquecido con 5% aserrin de
alamo. Se inocularon 3 tubos por cada cepa
y formulacion. La incubacion se realizo en
oscuridad a 24 °C.

El crecimiento micelial se registro
diariamente desde el dia siguiente de la
inoculacion, midiendo el frente de avance del
micelio a partir del inoculo y promediando las
medidas de cuatro puntos equidistantes. La
tasa de crecimiento micelial (Kr), expresada
en milimetros por dia (mm/d), se calcul6 a
partir del séptimo dia desde la inoculacion.
Ademas, se contabilizdo el namero de dias
para completar la colonizacion del sustrato, o
tiempo de colonizacion (TC).

Ensayos de cultivo

Preparacion de inoculo. Se llenaron hasta la
mitad frascos de vidrio de 360 cc con granos
de trigo hervidos 20 min en agua destilada y
sulfato de calcio (2% del peso fresco del grano),
que se esterilizaron 90 min en autoclave a 121
°C. Una vez enfriados, se inocularon con dos
discos de 20 mm de didmetro de medio PDA
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colonizado con el micelio, y se incubaron en
oscuridad cuatro semanas a 24 °C.

Preparacion de sustrato, inoculacion e
incubacion. Los componentes de cada
formulacion se mezclaron en seco y se
mantuvieron 24 h en remojo con agua destilada.
Luego se dreno el exceso de agua, hasta lograr
56% a 68% de contenido de humedad. Se
prepararon bolsas con 150 g (peso seco) de cada
sustrato, cerrandolas con tapones de algodon
sostenidos por un cuello de PVC (cloruro de
polivinilo) de 5 cm. Se las esteriliz6 90 min en
autoclave a 121 °C; una vez templadas fueron
inoculadas bajo flujo laminar (7% p/p sobre la
base del peso fresco del sustrato) e incubadas
en oscuridad a 24 °C, 70% a 80% de humedad
ambiente, durante 100 dias (momento en el
cual comenzaron a emerger primordios). Cada
tratamiento se realizo por triplicado.

Evaluacion de la produccion de basidiomas.
Después de la completa colonizacion del
sustrato, las bolsas con sustrato inoculadas
(desde ahora bloques) se trasladaron a dos
camaras de cultivo (BIOTEC EF105), una
destinada a la cepa B05 y otra para la cepa
M3790, con controles de temperatura,
humedad, aireacion y fotoperiodo. Las
condiciones ambientales para la fructificacion
se establecieron segin indicaciones de los
proveedores: 19 °C a 20 °C para la cepa B0S5, y
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16 °C a 17 °C para la cepa M3790, fotoperiodo
de 12 h luz-oscuridad, humedad ambiental
entre 85% y 95% y ciclos de aireacion cada
4 h. Las bolsas se cortaron longitudinalmente
cada 5-7 cm, y a lo largo de toda la superficie
de contacto entre bolsa y bloque, para permitir
la emergencia de primordios. Los bloques se
regaron por aspersion suave 4 veces al dia para
contribuir al mantenenimiento de la humedad
ambiental de las camaras y evitar la desecacion
del sustrato. Los basidiomas se cosecharon
manualmente cuando los margenes del pileo
estuvieran levemente convexos. Luego de
finalizada la primera oleada, los bloques de
sustrato se dejaron descansar durante 10 dias,
entre 20 °C y 24 °C y manteniendo la humedad
ambiental entre 85% y 95%. La induccion de
la segunda oleada se llevo a cabo mediante la
inmersion de los bloques en agua fria durante
12 h. Luego de la inmersion, se drend el
exceso de agua de los bloques y se colocaron
en sus respectivas camaras, reestableciendo
las condiciones de fructificaciéon mencionadas
anteriormente. Para las oleadas subsiguientes,
se llevo a cabo este mismo procedimiento. Para
cada bloque de sustrato se registro el nimero de
dias hasta la primera cosecha (teniendo como
punto de partida el momento de la induccién),
la duracién de la cosecha (expresado en dias),
la duracion total del ciclo de cultivo (desde la
inoculacion del sustrato hasta el ultimo dia de
cosecha), tamafio y peso de los basidiomas, y
se calculo el porcentaje de eficiencia bioldgica
(EB) mediante la siguiente formula:

EB (%)= peso fresco de los basidiomas / peso

seco del sustrato x 100

Andalisis de datos

Para la evaluacion de la tasa de crecimiento
del micelio se aplicoé un disefio factorial, con
tres réplicas por tratamiento (8 formulaciones
y 2 cepas). Las diferencias de Kr y el TC se
evaluaron con ANOVA trifactorial completo
y balanceado (considerando los factores fijos
“cepa”, “sustrato base” y “suplemento”, y la
interaccion entre los mismos), y prueba pos-
hoc de Tukey con un nivel de significacion de
5%.

En los ensayos de cultivo, la pérdida de
algunos bloques de sustrato por contaminacion
con mohos condujo a un disefio factorial

incompleto y desbalanceado. Las diferencias
de EB y de los caracteres morfologicos de los
basidiomas se evaluaron mediante ANOVA con
un procedimiento Modelo Lineal Generalizado
(modelo MLG), considerando los factores fijos
“cepa”, “sustrato base” y “suplemento”, y la
interaccion entre los mismos, y prueba pos-hoc
LSD de Fisher con un nivel de significacion
de 5%. En caso de interaccion significativa, se
realizaron analisis de contrastes ortogonales
para comparar los valores medios de los
niveles de los factores involucrados en dichas
interacciones. En caso de interaccién no
significativa, en todos los analisis, el ANOVA
se volvid a correr removiendo el efecto de la
interaccion.

Ademas, se realizd un analisis de correlacion
de Spearman entre el parametro Kr y los
parametros EB y periodo entre induccion y la
primera cosecha, con un nivel de significacion
de 1%. Todos los analisis estadisticos se
realizaron con el software Infostat ver. 2017
(Di Rienzo et al., 2017).

Resultados

Tasa de crecimiento micelial (Kr) y tiempo de
colonizacion (TC) en tubos de corrida

Los valores de Kr y TC de las cepas B0OS y
M3790 en diferentes formulaciones de sustrato
se resumen en la Tabla 2. La Kr presento
un valor medio de 2,83 £ 0,56 mm/d para
la cepa BOS5 y de 2,84 + 0,48 mm/d para la
cepa M3790, y las diferencias entre las dos
cepas fueron no significativas (Tabla 3). En
relacion al sustrato base, los valores mas altos
y mas bajos de Kr fueron coincidentes entre
cepas para las mismas formulaciones y las
diferencias registradas fueron significativas
(Tabla 3). Las mayores Kr fueron registradas
en ChRM, destacandose ChRM-ST, mientras
que las menores Kr fueron registradas en PRM,
en particular PRM-BC (Tabla 2). En cuanto
al suplemento utilizado, las mayores Kr se
observaron en formulaciones suplementadas
con ST, y las diferencias con respecto a BC
fueron significativas (Tabla 3).

Las diferencias en Kr entre las dos cepas
fueron independientes del tipo de sustrato
base (interaccion no significativa entre cepa-
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Tabla 2. Tasa de crecimiento micelial (Kr) y tiempo de colonizacion (TC) de las cepas B0S y

M3790 de Lentinula edodes en diferentes formulaciones de sustrato.

Formulacion
ChS-ST
ChS-BC
VL-ST
VL-BC
PRM-ST
PRM-BC
ChRM-ST
ChRM-BC
ChS-ST
Chs-BC
VL-ST
VL-BC
PRM-ST
PRM-BC
ChRM-ST
ChRM-BC

Cepa

BO5

M3790

Kr (mm/d)
3,05 (0,19)
2,96 (0,06)
2,809 (0,10)
2,749 (0,12)
2,27¢ (0,12)
1,867 (0,12)
3,722 (0,09)
3,24 (0,21)
2,91¢ (0,09)
2,98+ (0,11)
2,90 (0,08)
2,73 (0,09)
2,25° (0,03)
2,06° (0,18)
3,48% (0,04)
3,412 (0,03)

TC (dias)
18,00°% (1,00)
20,33% (1,15)

24,00%> (0)

26,002 (0)
20,33% (0,58)
22,33 (1,15)

16,009 (0)
17,67°%9 (1,15)
20,33% (2,31)
22,00 (1,00)
24,67% (1,15)
26,672 (0,58)
20,00% (1,00)
21,33 (0,58)
16,33% (0,58)
19,33%f (1,53)

Referencias: Las medias seguidas por una misma letra en la misma columna y para la misma cepa no presentan
diferencias estadisticamente significativas segun la prueba de Tukey (o = 0,05); los niimeros entre paréntesis

corresponden a los desvios estdndar.

sustrato base), y también de la interaccion
entre estos dos factores y el suplemento
(interaccion no significativa entre cepa-
sustrato base-suplemento). Al considerar
las cepas en estudio, se observo que la Kr
fue dependiente del tipo de suplemento
(interaccion significativa cepa-suplemento)
(Tabla 3); el analisis de contrastes mostro
diferencias significativas para la cepa B05
(F=30,93; P=<0,0001). También se observo
una interaccion significativa entre sustrato
base y suplemento (Tabla 3); el analisis de
contrastes mostr6 que las diferencias fueron
significativas para formulaciones compuestas
por ChRM (F=16,78; P=0,0003), y por PRM
(F=20,01; P=0,0001).
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El TC present6 un valor medio de 20,58
+ 3,31 dias para la cepa B0O5 y de 21,33 +
3,23 para la cepa M3790, y las diferencias
entre ambas cepas fueron significativas
(Tabla 3). También se observaron diferencias
significativas entre los diferentes sustratos
base (Tabla 3), y se registraron los menores
TC en ChRM (particularmente en ChRM-ST)
y los mayores TC en las dos formulaciones
compuestas por VL (Tabla 2). En cuanto al
suplemento utilizado las diferencias fueron
significativas (Tabla 3), con menores TC en
formulaciones suplementadas con ST (Tabla
2). Para el TC, se observaron interacciones
no significativas entre cepa-suplemento, entre
sustrato base-suplemento y entre cepa-sustrato
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Tabla 3. Analisis de la varianza para parametros de crecimiento micelial (Kr, TC) y de
fructificacion (EB, diametro de pileo, longitud de pie) de las cepas B05 y M3790 de Lentinula
edodes.
Table 3. Analysis of variance for mycelial growth (Kr, TC) and fruiting parameters (EB,
pileus diameter, stipe length) of BO5 and M3790 strains of Lentinula edodes.

F P F P

c 0,06 0,82 7,05 0,01
SB 248,68 1x 10+ 137,52 1x 10+
s 23,83 1x 104 137,52 1x 10+
C xSB 1,09 0,37 38 0,02
CxS 6,07 0,02 0 >0,99
SBxS 3,63 0,02 0,21 0,89
CxSBxS 2,77 0,06 0,62 0,61
c 10,13 3,2x10°® 8,03 0,01 2,25 0,14
SB 9,51 1x10¢ 213 0,11 3,04 0,04
s 15,2 4x10* 1,09 03 1,23 0,27
C xSB 2,82 0,06 1,5 0,24 2,57 0,08
CxS 3,86 0,06 0,58 0,46 0,24 0,63
SBxS 53  43x10° 1,38 0,27 1,07 0,38
CxSBxS 05 0,68 0,37 077 0.9 0,46

Referencias: C = cepa; SB = sustrato base; S = suplemento; Kr = tasa de crecimiento micelial; TC = tiempo de
colonizacion. Los valores P < 0,05 indican diferencias estadisticamente significativas.

base-suplemento, pero significativa entre cepa- compuestas por PRM y VL permitieron
sustrato base (Tabla 3). En este tltimo caso, el crecimiento de micelio con un aspecto
el analisis de contrastes mostré diferencias de  relativamente menos denso.
TC significativas entre las cepas B05 y M3790
para formulaciones compuestas por ChS (F=  Experimentos de fructificacion
12,54; P=0,0011). La etapa de fructificacion se produjo a lo
El aspecto del micelio presento diferencias  largo de 1 a 4 oleadas segiin la formulacion
entre las diferentes formulaciones de sustrato, (Tabla 4). La duraciéon promedio de esta
y también entre las dos cepas analizadas. En  etapa fue de 54,10 dias, variando desde 1
formulaciones compuestas por ChS y por dia en VL-BC, en PRM-ST y PRM-BC con
ChRM, el micelio presentd un aspecto mas la cepa B05, hasta 89 dias en VL-ST con
denso, blanquecino y vigoroso, y esto fue la cepa M3790. En la cepa B0S, el periodo
mas notorio para la cepa M3790 en relaciona  entre inducciéon y primera cosecha varid
la cepa BOS; mientras que las formulaciones entre 10 dias en ChS-ST, hasta 33 dias en las
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Tabla 4. Duracion de diferentes etapas del cultivo de las cepas BO5 y M3790 de Lentinula
edodes sobre diferentes formulaciones de sustrato.

com Fominion LSS DR, DU e M
ChS-ST 184,67 (56,44) 10 (0) 75,67 (56,44) 3
ChS-BC 197,50 (17,68) 26 85 4
VL-ST 183 1 73 3
a5 VLBC 132,50 (31,82) 32,50 (31,82) 1 (0) 1
PRM-ST 133 (24,04) 33 (24,04) 1(0) 1
PRM-BC 133 (18,38) 33 (18,38) 1(0) 1
ChRM-ST 171,67 (46,20) 22 (20,78) 50,67 (34,96) 3
ChRM-BC 202,67 (8,50) 21,67 (16,07) 82 (16,70) 3
ChS-ST 195,67 (28,71) 18,33 (9,29) 78,33 (37,87) 4
ChS-BC 183,67 (34,08) 14 (2,65) 70,67 (33,23) 3
VL-ST 201 (14,93) 12,67 (2,08) 89,33 (16,65) 3
VL-BC 164,67 (7,77) 42,67 (11,55) 23 (19,16) 3
M3790 rm-sT 178 (14,14) 19,33 (11,85) 56 (28,28) 4
PRM-BC 132,67 (21,08) 12 (1,73) 21,67 (20,31) 2
ChRM-ST 200,33 (13,20) 27,33 (22,50) 74 (35,55) 4
ChRM-BC 186 (43,59) 23 (10,39) 64 (50,48) 3

Referencias: “Desde la inoculacion; ®desde la induccion; los nliimeros entre paréntesis corresponden a los desvios

estandar.

formulaciones compuestas por PRM. Para la
cepa M3790, este periodo varid entre 12 dias
en PRM-BC y 43 dias en VL-BC (Tabla 4).
Las maximas EB se obtuvieron con la cepa
M3790 (Tabla 5), siendo estas diferencias
significativas con respecto a la cepa B05
(Tabla 3). Para la cepa M3790, las mayores
EB se registraron en ChS-ST, en VL-ST,
y también en ChS-BC y ChRM-ST. Para
la cepa B0S5, la maxima EB se obtuvo en
VL-ST, seguidas de ChRM-BC y ChS-ST.
Las menores EB se obtuvieron en PRM-BC
y PRM-ST para la cepa B05, y en VL-BC
y PRM-BC para la cepa M3790 (Tabla
3). Las diferencias entre sustratos base
fueron significativas y también respecto
del suplemento usado (Tabla 4), con EB
significativamente mayores en sustratos
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suplementados con ST. Las diferencias
entre sustratos base y suplementos fueron
independientes de la cepa (interacciones
no significativas entre cepa-sustrato base,
entre cepa-suplemento, y entre los tres
factores). Al considerar las formulaciones
compuestas por un mismo sustrato base,
la EB varié dependiendo del suplemento
(interaccion significativa entre sustrato
base-suplemento) (Tabla 3); el analisis de
contrastes mostré diferencias significativas
entre las formulaciones compuestas por ChS
(F= 9,42; P=0,0021) y las compuestas por
VL (F=19,24; P=<0,0001).

Algunos bloques sufrieron contaminacion
por mohos, mayormente luego de someterlos
a inmersion en agua para inducir oleadas
subsiguientes a la primera, y debieron ser
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Tabla 5. Parametros de produccion de las cepas B05 y M3790 de Lentinula edodes en
diferentes formulaciones de sustrato.

Cepa Formulacién EB (%) Dié’:‘r::“)’ pileo "°'(‘r?‘i:)d pie
ChS-ST 54,72¢ (19,01) 45,602 (19,67) 42,622 (12,16)
ChS-BC 36,89 (36,88) 47,652 (4,49) 42,68%¢ (5,06)
VL-ST 64,87 57,612 53,302

BO5 VL-BC 11,50° (11,93) sin datos sin datos

PRM-ST 3,62¢ (2,95) 37,25% 37,0030
PRM-BC 3,02¢ (1,53) 21,28" (4,35) 21,789 (6,47)
ChRM-ST 36,04 (15,20) 39,08% (13,32) 41,68%¢ (4,13)
ChRM-BC 55,60° (4,72) 51,822 (5,12) 49,627 (6,01)
ChS-ST 118,867 (21,26) 58,622 (3,20) 41,622 (1,55)
ChS-BC 58,20 (12,67) 56,632 (10,84) 44,58 (9,31)
VL-ST 88,73 (29,53) 54,412 (3,33) 41,67%¢ (7,22)

5750 VL-BC 21,40%% (19,41) 43,35% (3,70) 31,860 (9,34)
PRM-ST 34,48 (2,83) 53,572 (13,47) 35,087 (7,14)
PRM-BC 28,02 (8,02) 44,554 (3,87) 30,12 (3,91)
ChRM-ST 50,43% (22,16) 51,73 (8,01) 35,33 (12,17)
ChRM-BC 37,25 (28,22) 51,58 (13,77) 30,94% (7,51)

Referencias: Las medias seguidas por una misma letra en la misma columna y para la misma cepa no presentan

diferencias estadisticamente significativas segin la prueba de Tukey (a = 0,05); los nimeros entre paréntesis

corresponden a los desvios estandar.

descartados. Para ambas cepas, resultaron
afectados todos los bloques compuestos por PRM.
En las restantes formulaciones, se observaron
contaminaciones en bloques con VL (un bloque
de VL-BC para cada cepa, y dos bloques de VL-
ST para la cepa B05) y una menor incidencia en
ChS (un bloque de ChS-BC para la cepa B05) y
en ChRM (un bloque de ChRM-BC para la cepa
M3790). Ademas, para la cepa BO5, un bloque
de ChS-BC y otro de ChRM-ST fueron retirados
ya que se desarmaron durante la inmersion.
Otro inconveniente observado fue la incompleta
colonizacion de bloques de sustrato compuestos
por VL, mas pronunciada en los suplementados
con BC.
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No se encontré una correlacion significativa
entre Kr y el periodo comprendido entre la
induccion y la primera cosecha (p= -0,22; P=
0,16), ni entre Kr y EB (p= 0,36; P= 0,02)
considerando un nivel de significacion de 1%.

Caracteres morfologicos

Los pileos fueron significativamente de
mayor tamafio en la cepa M3790 (Tabla 3);
el valor medio para la cepa M3790 fue de
51,80 mm (variando entre 43,35 mm en VL-
BC y 58,62 mm en ChS-ST), y para la cepa
BOS5 de 42,82 mm (variando entre 21,28 mm
en PRM-BC y 57,61 mm en VL-ST) (Tabla
5). En relacion a los sustratos base y a los
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suplementos, las diferencias en diametro de
pileo fueron no significativas (Tabla 3).

El pie de los basidiomas fue mas corto en
la cepa M3790, con una longitud media de
36,40 mm (variando entre 30,12 mm en PRM-
BC y 44,58 mm en ChS-BC), y de 41,40 mm
en la cepa B0O5 (variando entre 21,78 mm en
PRM-BC y 53,30 mm en VL-ST) (Tabla 5).
Aunque la longitud del pie fue en promedio
menor para la cepa M3790, las diferencias
entre cepas fueron no significativas, aunque
resultaron significativas entre los diferentes
sustratos base (Tabla 3), registrandose los pies
mas cortos en PRM (21,78 mm en PRM-BC
para la cepa B05; 30,12 mm y 35,08 mm en
PRM-BC y PRM-ST, respectivamente, para la
cepa M3790).

En la Tabla 3 se observa que, para los
caracteres morfologicos analizados, las
diferencias entre formulaciones que comparten
el mismo sustrato base fueron independientes
del tipo de suplemento utilizado (interaccion
no significativa entre sustrato base-suplemento
para longitud del pie y diametro del pileo).
Asimismo, las diferencias observadas fueron
independientes del tipo de cepa (interacciones
no significativas entre cepa-sustrato base, entre
cepa-suplemento, y entre los tres factores).

Discusion

Las mayores EB de shiitake en las
formulaciones testeadas en este trabajo se
alcanzaron con materiales lefiosos en forma
de chips (ChS, ChRM) o viruta (VL). Las EB
obtenidas en ChS variaron entre 36,89% y
118,86%, y fueron superiores a las EB de hasta
25% en aserrin de Salix babylonica L. obtenidas
por Pire et al. (2001). Dichos autores también
evaluaron los rendimientos del shiitake en
aserrin de lenga, obteniendo EB de hasta 52%,
mientras que en este trabajo se obtuvieron EB
entre 64,87% y 88,73% en VL utilizando ST
como suplemento. Diversos factores pueden
explicar estas diferencias de rendimiento,
entre ellas el tamafio de particula del sustrato
(Royse et Sanchez-Vazquez, 2001); la cepa
utilizada (Royse et Bahler, 1986); el método
de induccioén de la fructificacion (Ohga, 1999;
Chen, 2001), sea por inmersion en agua (usado

en este trabajo) o por descenso de temperatura
[usado por Pire et al. (2001)]; o el porcentaje
de suplemento utilizado en la mezcla de
sustrato (Moonmoon et al., 2011; Rossi et al.,
2003; Sharma et al., 2013). Entre los factores
arriba mencionados, se evidencia que el tipo
de cepa utilizado puede afectar la EB como lo
sugieren los valores mas elevados registrados
para la cepa M3790. Por otra parte, el mayor
porcentaje de suplemento utilizado en las
mezclas de sustrato basadas en ChS (con 24%
ST o 15% BC) y VL (con 37% ST) puede
explicar las EB superiores en este trabajo
respecto a los resultados obtenidos por Pire et
al. (2001) en formulaciones con 10% de ST y
10% semillas de mijo. Se debe considerar que
una mayor proporcion de suplementos permite
incrementar los rendimientos, pero también
se incrementa el riesgo de contaminacion
por mohos competidores, cuyas esporas se
encuentran en el aire (Albertd, 2008), por lo que
se recomienda el uso de dichas proporciones
solo en sustrato esterilizado (Mata et al., 2020).
Los reportes previos de cultivo de shiitake en
bolsas con sustratos formulados han mostrado
EB variables, entre 2% y 112% (Pire et al.,
2001; Martinez-Guerrero et al., 2012), por lo
que los resultados aqui presentados se ubican
sobre los maximos registrados.

Este trabajo constituye el primer estudio
de cultivo de shiitake a partir de materiales
lignoceluldsicos obtenidos de rosa mosqueta.
El desempefio de las cepas BOS y M3790 en
ChRM fue aceptable, exhibiendo altas Kr con
crecimiento micelial vigoroso, y EB entre
36% y 55% utilizando bajos porcentajes de
suplementos en la mezcla de sustrato (no mayor
al 10% de su composicion, ver Tabla 2). Estos
resultados (considerando la alta disponibilidad
de rosa mosqueta en la region) hacen del ChRM
un residuo promisorio para cultivo de shiitake,
y futuros ensayos de cultivo podrian ajustar las
mezclas de sustrato con diferentes proporciones
de suplemento con el fin de aumentar la
EB. En contraparte, los bajos rendimientos
obtenidos en PRM se agravaron por la elevada
incidencia de contaminaciones; ademas, este
residuo contiene numerosas pequefias espinas
que pueden ocasionar molestias en la piel de
los operarios que lo manipulen, o molestias
respiratorias debido a su volatilidad en estado
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seco (Barros Biscari, 2010). Estas condiciones,
sumadas a las lentas tasas de colonizacion
descritas anteriormente, hacen del PRM un
residuo inadecuado para el cultivo de shiitake,
al menos como componente mayoritario en la
formulacion de un sustrato.

El ST es usualmente empleado como
suplemento con el fin de optimizar el
crecimiento vegetativo y los rendimientos
durante la cosecha (Silva et al., 2005), y los
resultados de este trabajo mostraron que
estimuld en mayor medida el crecimiento
micelial y la produccion de basidiomas con
respecto al BC. Los resultados observados
usando BC como suplemento, particularmente
cuando se combino con ChS y ChRM, indican
que puede ser utilizado como suplemento
alternativo al ST para cultivo de shiitake.

La determinacion del crecimiento micelial
en tubos de corrida ha mostrado ser de gran
utilidad para evaluar en forma rapida la aptitud
de los materiales lignoceluldsicos para el
cultivo de hongos comestibles (Philippoussis
et al., 2003). Aunque no garantiza una
correlacion con la produccion de basidiomas
en estadios posteriores del cultivo (en este
trabajo se halld una correlacion no significativa
entre Kr y EB), un rapido crecimiento
micelial resulta de importancia para evitar
que los organismos antagonistas colonicen y
contaminen el sustrato (Martinez-Guerrero
et al., 2012). Las diferencias observadas en
la apariencia del micelio en las diferentes
formulaciones de sustrato, con aspecto mas
denso y blanquecino en ChRM y ChS, podrian
atribuirse a condiciones mas favorables y
a una capacidad del hongo de explotar los
recursos nutritivos de estos sustratos; mientras
que un micelio mas claro y laxo pueden
indicar que el medio es nutricionalmente
pobre o desfavorable (Worrall et Yang, 1992;
Zervakis et al.,, 2001). En forma general,
los sustratos que mostraron un aspecto mas
denso del micelio fueron los que exhibieron
mayores EB, como también se observd en
trabajos previos con esta especie (Worral et
Yang, 1992; Sharma et al., 2013). Por otra
parte, una menor Kr en PRM en relacion a
los restantes residuos analizados puede ser
atribuida al pequefio tamafio de sus particulas
y a la compactacion de este residuo al ser
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humedecido. La compactacion del sustrato
reduce la porosidad y la capacidad del hongo
de realizar un adecuado intercambio gaseoso,
afectando el crecimiento del micelio (Ali et
al., 2013).

En tubos de corrida, la Kr no guardd
relacion con el periodo comprendido entre la
induccion y la primera cosecha en ensayos de
fructificacion. En este sentido, la aparicion
temprana de basidiomas podria ser explicada
por algunas caracteristicas del sustrato que
no fueron consideradas en este trabajo, como
el contenido de hemicelulosa (Philippoussis
et al., 2003), menores proporciones C/N y
celulosa: lignina (Philippoussis et al., 2007) y
la disminucion del pH (Gaitan-Hernandez et
Salmones, 2015).

Las dos cepas utilizadas produjeron
pileos mayores de 30 mm de didmetro en
las formulaciones de sustrato evaluadas (a
excepcion de las formulaciones con PRM para
la cepa B05), aunque la cepa M3790 se destaco
por la formacién de pileos con didmetros
mayores de 50 mm y pies mas cortos. Los
basidiomas con pileos mayores de 30 mm de
diametro son aptos para la venta, mientras que
los mayores de 50 mm de diametro poseen
mayor valor comercial (Rossi et al., 2003).
Asimismo, los basidiomas con pies cortos
tienen mayor demanda comercial (Sharma
et al., 2018). Los resultados del presente
trabajo son comparables a los reportados
por otros autores (Philippoussis et al., 2007;
Moonmoon et al., 2011; Xu et al., 2020),
aunque las dimensiones obtenidas en este
trabajo con VL y ChS fueron menores que las
observadas por Pire et al. (2001) en aserrines
procedentes de la madera de estos arboles.
Algunos autores (Royse et Bahler, 1986)
hallaron una interacciéon entre el tiempo de
incubacion de los bloques, el genotipo y el
tipo de sustrato con la EB en cultivos de L.
edodes, mostrando que mayores tiempos de
incubacién permiten un incremento en las
EB y en el tamafio de los basidiomas para
diferentes cepas cultivadas sobre virutas de
maderas duras con diferentes suplementos.
En este sentido, futuros ensayos podrian
ser disefiados considerando estos factores
con el objetivo de comprender la causa del
comportamiento observado.
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Conclusion

Los residuos lignoceluldsicos analizados
en este trabajo pueden ser considerados
como sustratos alternativos para el cultivo de
Lentinula edodes, principalmente ChS y ChRM,
debido a su alta disponibilidad en Patagonia y
por los altos rendimientos obtenidos durante
la cosecha. El uso de VL como sustrato arrojo
buenos resultados pero a costa de un elevado
porcentaje de suplemento en su composicion.
Los futuros trabajos sobre este residuo deben
estar enfocados en su combinacion con otros
materiales lignocelulosicos, y mediante el
uso de cepas de L. edodes que exhiban un
crecimiento micelial vigoroso y mejores
rendimientos durante la cosecha, utilizando
proporciones menores de suplementos. En el
caso de la PRM, se desaconseja su utilizacion
en formulaciones compuestas mayoritariamente
por este residuo, pero se puede replantear su
empleo en combinaciones con otros residuos
lignocelulésicos que puedan proporcionar una
mayor aireacion a la formulacion del sustrato.
Por otra parte, el uso de BC como suplemento
alternativo al ST podria ser aceptable en
zonas de la Patagonia donde este residuo se
encuentre ampliamente disponible. Por ultimo,
el comportamiento diferencial de las dos cepas
analizadas en las diferentes formulaciones
resalta la necesidad de evaluar un nimero
mayor de genotipos de esta especie con el
objetivo de identificar cepas que exhiban los
mejores rendimientos en diferentes mezclas
de sustrato formulados a partir de los residuos
agricolas disponibles en la region.
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