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RESUMEN

El presenteproyecto de investigaciotuvo como objetiveestudiar el potencial
de aprovechamiento de residuos agroforestales, con particular interés en los restos
generados en explotaciones de npezan(Caryaillinoinensis(Wang.) K. Koch) en la
Peninsula IbéricaPrimero se estudiaron las caracteristicas late tres residuos
lignoceluldsicos: éscara de nuegzecan(CP), pericarpiade nwez pecan(PP) y astillas
de ramas de podas de nueecan(AP). Posteriormentese procedidéa evaluar su
potercial como sustrato solido pam cultivo de hongos sapréfitodParaello se
formularon siete sstratos diferentes: CP, PP, Ad@mbinacionepareada¢l:1)y triple
(1:1:1). Las especies saprofitas utilizadas fueRb@urotusostreatugJacg.) P. Kumm.,
especie comestible con alto valor nutriciondbgnodermalucidum (Curtis) P. Karst.,
estirpe medicinal de amplio espect8e validaron los residuos como sustsati@bles
para el cultivo dalos especies deongos saprofitoautracéuticosmedianteel estudio
de colonizacion de los sustratos formulad®s analizaroral eficiencia bioldgica (EB),
la produccion (P) y la eficiencia biolégica en seco (EBS) de los carpoforos recolectados
de cada hongade origen peninsulaiSe companan los resultados obtenidaon los
rendimientos obtenidos con otros residuos emplead@steniosanteriores También
se evalud el contenido fendliate las setasultivadasy sus diferencias pdipo de
sustrato.Los resultado®btenidosbrindan una alternativa ecolégjcpotenciado los
beneficios globales de la produccion decge medianteel uso delos residuos
lignocelulésicos parabtenerproductos de alto valoafiadidoen forma de hongos

nutracéuticos

Palabras Clave:Carya illinoinensis residuos lignocelulésicos Pleurotus

ostreatus Ganodermducidunt contenido fenélico



ABSTRACT

This research project aiméal study the potential use of agroforestry wastieh
particular interest instudying the remains generated on pecan fass (Carya
illinoinensis (Wang.) K. Koch)from the Iberian Peninsuldirstly, it was studied the
charateristics of the pecan lignocellulosic waste: pecan nut shell (CP), pecan nut
pericarp (PP) and woechips of pruning branches of pecan nut (AP). Subsequently
wasevaluated its potential as a solid substrate for the cultivation of saprophytic fungi.
Seven formulations of waste of pecan were used as solid substrate: pecan shells (CP),
pecan pericarp (PP), woathips (AP); the paird combinations (1:1) and tripld:1:1).
The saprophytespeciesised werdleurotus ostreatuglacq.) P. Kumm., edible spes
with high nutritional value an@anodermducidum(Curtis) P. Karst.a broad spectrum
medicinal strain. Residuegere validatedas viable substrates for growing two species
of nutraceuticals saprophytic fungi, by studying colonization of formulatbdtsates.
The biodegradation capacity G lucidumandP. ostreatusvasestimated by mycelial
growth rate, biological efficiency (EB), production (P) and dry biological efficiency
(EBS). Notably, allsubstratesormulations were suitable for both fungusogth and
mushroom vyield. The results obtained in this study are compared to yields on other
wastes used in previous studies. The phenolic content of cultivated mushrooms and their
differences by type of substrate was also evaluated. The regpjtsrtthe viability of
an environmentally friendly alternativéat increase theglobal benefits of thepecan
farms, converting lignocellulosic waste into nutraceutical mushrooms with high market

value.

Keyword: Carya illinoinensis lignocellulosic waste; Pleurotus ostreatus

Ganodermducidum phenolic content
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Abreviaturas

% Tanto por ciento

VI Micra

AC Antes de Cristo
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P Produccion

p/p Peso sobre peso

p/p Peso sobre peso

pH Medida de la acidez @lalcalinidad de una disolucion



PO

ps
USDA
uv
UVa

viv

Peso humedo

Pleurotusostreatus

Peso seco

Departamento de Agricultura de los Estados Unidos
Ultra Violeta

Universidad de Valladolid

Volumen sobre volmen

vi



INDICE

RESUMEN. ... e e e i
ABSTRACT et e et et e e e et e ta e e e e e e esammmeeraand i
Yo [ = T L=Tox ] 41 T=T | (1 OSSP i
ADFEVIBLUIAS. ......eeeieeee ettt ettt eeee e e e e e e e e e e enasne s %
INDICE ...ttt vii
3 To ot (= v=1 o)L= Y= Xi
1Yo [1e=Ne 1238 1o U =Y Xii
INTRODUGCCION. ...ttt eeees et snmne e sesenes 1
Definicion del Problema.............ccooiiiiiiiieen e 1
Interés Cientifico y SOCIaAL...........eeiiiiiiiiiieee e 3
OBUIETIVOS. ..t eee et e e aeeee e 4
GeNETAL....cci i e
ESPECITICOS. ..o 4
ANTECEDENTES. ...t er et )
CARACTERIZACION DEL PECAN.......cociiiiiiiieisieeeieieee e 5
SUS OFIQBNES ..ttt mnne e e e e eees 5
CaracteristiCaBOtaANICAS...........uvveiieeeiiiiti e 5
AGro-climatologia..........covvvviiiiiiis i errr e 8
Requerimientos del SUEIOD..........uueiiiiiiiiiiiieeiie e 9
Produccion Mundial del PECAN............c.eeviiiiiiire e 9
NUBCES. ...ttt 11
RESIDUOS DE PECAN........ceiiiieeeee ettt vnenas e 14
COMPOSICION Y ESITUCTUIAL ....evvvvviiiiiieeee e e e e e e e e e e e e e e e s aeees e e e eas 15
(OF: 1S Tor= | - TSRS OUPPPRURIRP 15
Pericarpio y Ramas de Pada................oooiiiiieeiiiiiiieeee 17



Aprovechamientos actuales de l0s residuos............ccccccceeveeeeieieeeeeens 17

HONGOS ..ot eee ettt emmne s e e e e e e e b e e ennea s 19
[ (o7 Yo To 1S3 o 1[0 g {ox o o X 20
HONQOS SAPIOfitOS.......evviiieiiiiiiiiiie e 22
HONQOS PAHSITOS. ... .uuuiiiiiiiiiiiiiieeieieeerieieeeeeeeeeee e e e e eeeeeesmereeeeeeeaaaaeeaeeens 23

P OSITEALUS. ... e 25
Degradador de sustratos y biorremediador................ovvvvniieiieinnnn, 26

[T [ T3 T 1] R UUURRS 32

MATERIALES Y METODOS.... ..ot eeemee e 36

MATERIAL DE LABORATORIO ......uuiiiiieiiiiiiiiiee e 36
Laboratorios de ECOfiSiologia............viiiiiiieicceeeiicieie e, 36
Laboratorios de Nutricion y Bromatologia............cooevviiiiieeeeeeennnnee. 38

METODOLOGIA ...ttt reeee et 40

Técnicas de laboratorio de microbiologia para cultivo de hongos........ 40
Utilizacidn de camara de flujo laminar.............cccooeeeeeiicceeeccceennnn..... 40

Yo7 o USRS 41

Caracterizacion de Ia8SidUOS..........ccceeeeiiieii e eee 41
Determinacion del PH........oovvviiiiiii e 42
Determinacion de la humedad............cccooeiiiiiiccc e, 42
Determinacion de CENIZAS..........uuueiiiiiiiiiiieeeiiiieiiieeee e e s 43
Analisis de contenido fenOlCO...........cccuvviiiiiieiiieee e 44

GBS, . 46
COMEICIAL. .o 46
Recoleccion de carpoéforos silvestres en la Peninsula Ibérica........... 46
[dentificacion taXONOMICA. .........coeeviiiiieiiicceee e a7
Aislamiento del MICeliQ.......ccoovveieiiiiiiiieeee e 48

viii



Crecimiento del MiCeliQ.......ovee e A8

Preparacion y conservacion del blanco de hanga............ccccooevieeee. 49
Crecimiento del Blanco de HONQGO.........ccoovveiiiieiiiiieecccceee e, 49
Preparacion del SUSIatQ............eeviieiiiiiieeeieicee e 50
CURIVO. ..t e e e e ettt s eneees 50
RENAIMIENTIOS. ... .ttt a e e e e enes 51
Analisis del contenido feNOlCA............ueevviiiiiiiiiceeie e 51
ANAlISIS EStAdISHICO......ueeeiiiiiiiiiiie it ceeee e e e e s erere e e e e raaeaeaaeeas 52
RESULTADOS Y DISCUSION. ......ocoiiiiiee et 53
Caracterizacion de los residuos de PeCaN............cooevvvvvccceeeeeeee s 53
Determinacion de pH, Humedad y Cenizas........cccoeeeeveeeeeceecccceeennn. 53
Determinacion de contenido fendlico (método Fdlliocalteau)........... 53
(O] o = PP RRRPPP 55
Habitats ibéricos dB. OStreatus.............cooveiiiiieivimmmn e 55
ColeccCion deP. OSIrEatUS..........ooeiiiiiiiiiiiee e enere e 56
Habitats ibéricos d&. [uUCIdUML..............ouviiiiiiiiiiiceeiiie e 61
Coleccion deG. IUCIAUML.......coveieeeee e ee e 63
Cultivo de HoNgos NULraCEULICAS.........ccoeeeiueiiiiiieenneeeeeinnneneeeeeeeeeeas 70
P OSITEALUS. ... er e e e 70
Crecimiento del blanco de hongo.............oovvvviiicccieee e 70
Colonizacién micelial del sustrato de pecan..........ccccccoevvvvieevveeneennn /1
Caracteristicas MorfolOgiCas..........ccuueeiiiiiiiiieeeieee e 71
ReNAIMIENTOS ... .o 12
Analisis de fenoles totales............ooovviiiiiiiiieee e 75
G UCTAUIM L ettt 77
Crecimiento del blanco de hongo............ooooiiiiiiiieee 17

iX



Colonizacién micelial del sustrato de peCan..........ccceeeeeeeeeececevieeeeenn 4 7

Caracteristicas MoOrfolOgICaS...........ccuuvvvuruuuiiicmreeeeriire e e e eeeeaenn 78
RENAIMIENTIOS ....cii it me e 79
Analisis de fenoles totales...........oooi i 82
CONCLUSIONES. ...t eee e e e s 84
CONCLUSION ... eee et e e e e ne e e e e e eernn e e aeees 86
BIBLIOGRAFIA ...ttt vennae et 38
ANEXO [: GLOSARIO.... ittt eeeaes 107



indice de tablas
Tabla 1. Nombres alternativos del fruto y arbolCdellinoinensispor pais......6
Tabla 2. Composicion nutricional de la nuez pecan, (USDA, 2012)........ 11

Tabla 3. Composicion nutricional de cascaraxdez pecan (Pinheiro do Prado
Y COIS., 2009). .. ittt ————— et a e ettt —————————aaaan 15

Tabla 4. Analisis elemental de cascara de nuez pecan............ccccccoueeen... 16
Tabla 5. Andlisis de la biomasa de cascara de nuez pecan (Antal y cols1,62000)

Tabla 6. Andlisis de la biomasa del pericarpio y ramas de poda de plantaciones

(0 [ 01T o= T OSSP PPRUPRPPPIN 17
Tabla 7. Trufas comestibles estudiadas sobre plantaciori@siltieoinensis. 22
Tabla 8. Composidn nutricional de 100 g de seta de ostra (FAO 2001)..26
Tabla 9. Sustratos utilizados para el cultivo de seta comeRBtibigtreadus.....28
Tabla 10. Sustratos utilizados para el cultivo de seta med@iratidum.....34

Tabla 11. Formulaciéon de sustratos (cascara de nuez-@&apericarpio de

nuez pecaPP y astillas de ramas de pPe@iP) ............ccccovvviiiiiiiieeee e 50

Tabla 12. Caracterizacion de pH, humedad y cenizas de los residuos de pecan
(CP, PPy AP), dadas en M £ DE (media + desviacion estandar)...................... 53

Tabla 13. Contenido fendlico de los residuos de pecan, en ps (peso.secs)

Tabla 14. Origen y caracteristicas de los habitats de cepas IbéricAs de

(oL (= LD <] g =11 18 Lo [ PR 60

Tabla 15. Origen y caracteristicas de los habitats de cepas IbériBatudElum

LY =1S] L0 (o [ o TR TPRPRUPRUPRUPRUY o 1o

Tabla 16. Caracteristicas morfoldgicas del cultivo de PO1 sobre formulaciones

de SUSLratOS A€ PECAN........ccceiieiiiiieeeieeee et e e e e e e emeees 72

Tabla 17. Caracteristicasnorfolégicas del cultivo de GL1 para las 7

formulaciones de sustratos, dadas en M 2. DE..........ccoooiiiiiieecce e 79

Xi



indice de figuras

Figura 1. Importacion media de nueces en la UE, periodo-200%, (FAO,

Figura 2. Plantadin de nuez pecan de unos 20 afios de edad, Finca de Alejandro
Ferrazzi, localidad Colon, Entre RioS, Argentina.............ccoeovievimemiieeeeeessiiiiieeenn 6

Figura 3. Paisgaroductores de NUEZ PECAN..........veeeeeeeeeeeceeeiiiiiee e e e ee e 10

Figura 4. Porcentaje de acidos grasos monoinsaturados (MUFA), polinsaturados
(PUFA) y saturado§SFA) de aceites extraidos de cinco frutos secos comestibles,
(DominguezAvila y COIS., 2015).......uuiiiiiiiiiiiiiie e 12

Figura 5. Nueces pecén de 6 mudtes originarios de Texas (Villarelbzoya y
COIS., 2007 ). ittt — e a———— 13

Figura 6. Productos artesanales de nuez pecan de productoreddEDire

RIOS, AFGENTINGA). .. ceiieiiiiiiiiiie e reeer et e e e e e et e e e e e e s b e aneeeeeeeeans 13

Figura 7. Nuez pecanC( illinoinensi3, cascara y pericarpio (Foto Viveros

Figura 8. Residuos de a) cascaras y b) ramas de podas acopiados en las

plantaciones, Finca de Alejandro Ferrazzi, Colon, Entre Rios, Argentina.......... 14
Figura 9. DTG de céscara de nuez pecan (Miranda y cols.,.2009).......... 16
Figura 10. Setas detectadas en plantaciones argentinas de.pecan........ 24

Figura 11.Ganodermasp. sobre restos de ramillas, valvas y nueces pecan, en

Finca del productor Alejandro Ferrazzi, localidad Colon, Entre Rios, Argentina33
Figura 12. Materiales y equipos para el proceso de cultivos de hongos..38

Figura 13. Preparacidme residuos de, a) nueces con pericarpios secos antes de
clasificar, b) nueces con cascaras en bandeja para prensar, c) prensa mecanica para abrir

nueces y prensar cascaras y pericarpios d) cascaras troceadas...............cccc... 41

Figura 14. a) Ramas de poda, b) troceadora de biomasa y c) astillas de ramas de

ST o PRSP 42

Figura 15. Cazoletas de acero inoxidable con residuos de pecan en degeador

Xii



Figural6. Preparacion de las muestras y obtencion de las cenikésla) b)
muestra en crisoles de porcelana antes de la incineracion, ¢) muestras incineradas y d)

pesada de 1aS CENIZAS..........coeeeeiiiiiieieeee et e e e e e e emeees 43
Figura 17 Reaccion de Foliin CiocalteauGirbés y Jiménez (201Q)........... 45

Figura 18. Tubos de extractos de residuos con reactivos b) bafio a 50°C y c)

espectofotrometro UV calibrado...............oooiviiiiiieee e 45
Figura 19. Réplica dehicelio comercial de cepa PO1 en placa Petri....... 46

Figura 20. Caracteristicas microscopicas delPa)ostreatus(Breitenbach y
Kranzlin, 1991) y b)G. lucidum(Bernicchia, 2008)...........cuceiiiiiiiiiiiiciiee e 47

Figura 21. Método utilizado para medir el crecimiento del micelio en placas
Y PP PP PPPPPPPPPPPPRY Lo

Figura 22. Recta patron de la reaccion de acido galico con el reactivo dé Folin

(@40 o= | (== 1 P PPPPRPRRR 54
Figura 23. Cubetas para medir el contenido fendlico de los residuos de pécan

Figura 24. Contenido fendlico de los residuos de pecan, en peso seco. Las

diferentes letras en las columnas representan las diferencias significativa®.R<56.0
Figura 25. a) Fotografia del habitat (Carlos Rojo de Blas), b) carpéforo3702

Figura 26. a) Fotografia de primordios en su hébitat y b) carp6foros PO3 en

(o (=T o0 01T o] (o PP SRRPPPP 58
Figura 27. a) Fotografia del habitat, b) carpéforo ROA4...............ccoeeeeeeee. 58
Figura 28. a) Fotografidel habitat, b) carpoforo PObL............coovviieeieeaeen. 59

Figura 29. a) Fotografia del habitat, b) carpéforo PO6, (Carlos Rojo de. Bas)

Figura 30. Ratio de crecimiento micelial de las diferentes cepas Ibéricas de P.

ostreatus. Las medias con distinta letra son significativandéetentes, (P< 0.05).61

Figura 31. a) Fotografia del habitat (Alvaro Rodrigo), b) carpéforos GL1 y c)
SO PPPPPRRRPY 64

Figura 32. a) y ¢) Fotografia de los habitats, b) y d) carp6foros GL3 y..G&8

Figura 33. a) Fotografia del habitat, b) carpéforo GL5...............coooveeeen. 66

Xiii



Figura 34. a) Fotografia del habitat, b) carpéforo GL6.......................cce.. 66
Figura 35. a) Fotografia del habitat, b) cdgpd GL7................ccooevvvvvvvieenn. 67
Figura 36. a) Fotografia del habitat, b) carpéforo GL8 (Raul Fraile Fahe68)

Figura 37. Ratio de crecimiento micelial de las diferentes cepas Ibéricas de

lucidum.Las medias con distinta letra son significativamente diferentes, (P<.0.69)
Figura 38. Crecimiento diario del blanco de hongo en frascos, de la cepzOPO1

Figura 39. Colonizacion micelial para las 7 formulaciones de sustratos. Las

medias con distinta letra son significativamente diferentes, (P<.0.05)............... 71
Figura 40. Carpoforos de POL1 cultivados en tubos...........cccocecvieenneeeenns 72

Figura 41. a) Eficiencia biolégica, b) produccién y c) eficiencia biolégica en

seco del cultivo de POL1 sobre residuos de peCan...........cccceevivveeevevvvniniinee e 73

Figura 42. EB del presente estudio (barras negras), comparadas con otros

estudios (barras DIaNCaS).........oooo e 74

Figura 43. EBS del presente estudio (barras negras), comparadas con otro

estudio (barras blanCas)...........cccooeviiiiiieeei e ] D

Figura 44. Contenido feético de los P. ostreatus cultivados sobre 7

formulaciones de sustratos de PeCAN...........ccccovviiiieeriieeeeeeiiiiiieeee e e e seeesneeeees L O
Figura 45. Crecimiento diario del blancolitengo en frascos, de la cepa GL1

Figura 46. Colonizacion micelial para las 7 formulaciones de sustratos. Las

medias con distiatletra son significativamente diferentes, (P< 0.05)................. 18
Figura 47. Carpdéforos de GL1 cultivados en tubos..........ccooovvvivieeeeneennn. 79

Figura 48. a) Eficiencia biolégica, b) produccién y c) eficiencia biolégica en

seco del cultivo de GL1 sobre residuos de pecan............cccceevvicmeeevvviiieeeeeennn. 80

Figura 49. EB del presente estudio (barras negras), comparadas con otros

estudios (DArras DIANCAS) ... ..uuiei e ceeee e 381

Figura 50. EBS del presente estudio (barras negras), comparadas con otro

estudio (barras blanCas)..........cooeoeiiiiiiii e 81

Figura 51. Contenido fendlico de lo&. lucidum cultivados sobre 7
formulaciones de sustratos de PECAN.......cccceeviieeiiiiieeeie e 83
Xiv



INTRODUCCION

Definicion del Problema

La creciente demanda de los frutos secos, debido a sus inigualables propiedades
nutritivas, que hacen de ellos hoy en dia un alimento saludablejekado a los
mercados mundiales, a increnemnotablementesus importacione$Gémezy cols,
2005)(fig. 1).
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Figura 1. Importacién media de nueces en la pEriodo 19972001, (FAO, 2003)

A su vez, las ventajas comparativas de los cultivos de la peegn(Carya
illinoinensig, en relacion con otros cultivos de su misma especie, hacen atractivo
incrementar los conocimientos para poder estudiar las poopgias en lasuales esta
juglandaceeaestaincrementandsus areas cultivadas en el muntideresaestudiar el
aprovechamieio de un modo integratle los residuosobtenidos de esta dinamica

foresteindustrial.

Por otra parteel uso de la biomasa pdia generacién de nuevos materiales y
bio-productos puede acarrar grandes beneficios econdmicos y medioambientédss. E
ultimos afos se ha centrado el interés mundial en la busqueda de alternativas para la

gestion y la utilizacion d&a elevada cantidade residuos lignocelulésicos derivados de
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las actividades agroforestales. Las alternativas de aprovechamiento implementadas
hasta el momento se han enfocado fundamentalmente hacia su recuperacion energética
(Cerda, 1998) Sin embargo, considerando su atmntenido en fudes de carbono
lignocelulésicogBonattiy cols, 2004) resulta interesantxplorar las psibilidadesde

estos residuos como sustrato para el cultivo y producciorseties nutraceuticas
(comestibles ymedicinale¥ La crisis energética, el deterioro del medio ambiente y el
crecimiento demografico ponen de manifiesto la importancia de produngnsos
proteicos de calidad, de manera sustentgld@ equilibrio con la conservacion de la
naturalezaLos hongos comestibles constituyen una importante fuente de alimento, y
algunos paises en vias de desarrollo los consideran una alternativa ngardoka

obtencién de alimentos de bajo co@tgangy cols, 2009.

El Pleurotusostreatus(Jacq.) P. Kumm. es la setamestiblemas cultivada en
China,pais que produce mas de 5 millones de toneladas anuales (2011), representando
el 80 % de la producciomundial (Zhangy cols, 2014) Entre los hongos medicinales,
el que encabeza la lista de maytderés se encuentra €banodermalucidum (Curtis)

P. Karst., conocido comunmente en China damoenbre de "Ling zhi", y edapdn con

el nombre de "Reishi'En estos paises ha sido ampliamente usado como ingrediente en
muchos alimentos y materia prima para el desarrollo de medicaméatdsapaly

Rana 2005 debido a sus comprobados efectos como estimulador del sistema
inmunologico y a su actividad anticanigena B e r oywols, 2003 Paterson, 2006)

entre otrosAdemas la utilizacién de residucgenerados en plarti@nes dewuez peca

(C. illinoinensig como sustratsodlido para la produccion de hongos sapréfitpgede

potenciarde un modo sustentable kxsplotacionesle pecande formaintegral.

El objetivo de este estudio es awal el potencial dos residuosde plantaciones
de nuez pecadncomo sustratoviable para el cultivo de hongos sapréfitde especial
interés para el hombrepalizando la composicién des residuodignocelulésicos)os
rendimientos y calidad de los cuerpos fructiferofdestreatusy G. lucidumtras su

cosecha.



Interés Cientifico y Social

El interés cientifico de esta investigacion radica en brindar una metodologia y
evaluar una&omposicion de sustradgodlidospara obtener carpéforos e ostreatusy
G. lucidum con los residuoBgnocelulésicos deC. illinoinensis Por otra partesadica
en la validacion cientifica de un aprovechamiento ealor agregadogl cultivo de
hongos nutracéuticogonsiguiendo productos finales de alto valor aeguticoy de

gran interégomercialy social.

Desde el punto medioambiental, dicho aprovechamiento cierra un sistema
productivo correducidahuella de carbono, ya que el sustrato gastedee incinera y
sirve como abono a la agricultura del lugar. Todo esto lleva a potenciaradaos
prodwctores de nuez pegAacomo a la obtencion de un destfimal de los residus de
gran valor socieeconémico yambiental Otro interés social radica en el fortalecimiento
y diversificacibnde un sectoagroforestakstacionatomo es el caso del pec@londe
al incorporar el cultivo de hongos en su sistema productivo, puegerageuna

estabilidadanual.

Por otro lado se plantea la ideaudeaprovechamiento productivdilizandola
biodiversidad disponible en el lugar. Es por ello que se persigt@etar cepas
silvestres erla Peninsula Ibérica para, con posterioridadfivar hongos sapbios

usando residuos disponibles&se mismadaerritorio.



OBJETIVOS

General

El objetivo principal es evaluar el potencial de residubignocelulésicos,
originarios de plantaciones @& illinoinensis como sustrat@olido para el cultivo de
hongos saprofitoautracéuticosgn particular, se analindos resduoslignocelulésicos
del pecany supotencialidad de ser utilizadesmo sustratsdélidos para la produccid
de setas comestildedeP. ostreatusy setas medicifas deG. lucidum evabiando los
rendimientos \el contenido total de sustancias reductoi@$os cuerpos fructiferos, tras
su cosechaSe ha buscado especialmente, con trablejeampo, conseguir estirpes de
hongos autdctonas y residuos forestales de origen de la Peninsula Ibérica. De esta forma
se apoya la conservacién de la biodiversidad y se persigue el desarrollo sostenible,

evitando el ingreso de estirpes y materiales easti

Especificos

1 Caracterizacionle los residuos:
0 Localizacioncultivos de nuezecéaren laPeninsula Ibéricg el Munda
o Evaluacionde los residuogenerados en las explotaciones.
o Composicionde los residuokgnocelulésicos.
0

Aprovechamientos actuales lbs residuos.

1 Estudio décultivo de setas

0 Obtencidny caracterizaciorde cepas autoctonaie P. ostreatusy G.
lucidumen la Peninsula Ibérica

o Dar a conocer la potencialidad que tienen nuestras cepas ibériGas de
lucidumy P. ostreatussuscaracteristicas y habitats autoctonos

o Cultivo de seta de ostrR, ostreatusespecie comestible.

0 Cultivo de reishiG. lucidum especie medicinal.

o0 Andlisis de contenidos fendlicoqcapacidad reductora totafje las
fructificaciones de ambas especies@andiferentesustratosoélidos

0 Andlisis sustentablede la utilizacion de residuolsgnoceluldsicosde

pecancomo sustrato solido para el cultivo de hongos nutracéuticos



ANTECEDENTES
CARACTERIZACION DEPECAN

Sus Origenes

La nwez peca, también llamadauez anericana, es el fruto de @ illinoinensis
(Wangenleim) K. Koch, arbol de hoja caduca de la famiiaglandacea®riginario del
centro y norte de América. Esta especie se extiende degdéectiel Rio Mississippy
sus afluentes, por buena parte del Este, Centrogsteude los Estados Unid@gadiana,
lowa, Misisipi y Texas) hasta buena parte del ngrtentro de México (Chihuahua,
Coahuila, Tamaulipg Nuevo Leon GuanajuatpJaliscqg Oaxacay Veracruj (Peterson,
1990. Es higrdfila y propia de clima continental suave en dominios de b®sque
caducifolics mesofiles de tipo apalachense (Ruiz de la Torre, 2006).

El origen de su uso como alinteres muy antiguo y data de leeRistoria.Con
la llegada de las primeras poblaciones humanas se utilizaria con seguridad como
alimento. De hecho,eshan encontrado stos de semillas y hojas de peganto a
herramientas humanas d#l06.100 AC en el interiode | a Cueva de Baker
Cave) en el llanado Ro del Diablo enla localidad deValverde, estado deTexas
(Dering, 1977; Hester, 1981 Los indios de numerosas tribus norteamericanas
apreciaban muchos estos frutos en su alimentacién, llegando a desplazarse anualmente
largas distancias para su ogaa eintercambio. hclusose dedicabam producir una

bebida alcoh-lica por fermentaci - - n, | | amad a

Caracteristicas Botanicas

El pecé (C. illinoinensid o nogal americangertenece a la familia de las
Juglandacealluglandaceak siendo el arbol mas alto y desarrollado dentragdakro
Caryay correspondienta la especidlinoinensis A la nuez se la conoce conmente
con el nombre de nuez pecan, pacana,rpegican(tabla 1) La palabrgpecan procede
del indigea americano nahugihccano pakara que alude a una nuez que requiere una
piedra para partirse (Real Academia Espafola, 2014). Numerosas tribus americanas
apreciaban sus frutos. Poco tiempo después del Descubrimiento de América, en el viaje

del esparfiol Hmando de Soto por tierras americanas en 1541, el cronista habla de unos


https://es.wikipedia.org/wiki/Guanajuato
https://es.wikipedia.org/wiki/Jalisco
https://es.wikipedia.org/wiki/Oaxaca
https://es.wikipedia.org/wiki/Veracruz

nogales que por la detallada descripcion del fruto no deja ninguna duda que se trata de
C. illinoinensis(Peattie, 1950Villanueva, 200D Los conquistadores espafioles ya del
siglo XVI escriben en numerosos textos sobre la generalizada utilizacion y
comercializacion de sus frutos como alimento de todos los indios de la zona de

Colorado, Nuevo Méjico. Arizona, Tejas, etc.

Figura 2. Plantacién de nuegecandeunos20 afios de edadrincade Alejandro Ferrazzi,
localidad Colén,Entre RiosArgentina.

Tablal. Nombre alternativos defruto y arbol deC. illinoinensispor pais

Pais Idioma Nombre comuin
Alemania aleman Pekan, Pekannuss
Argentina, Uruguay espafiol Nuez pecén, Pena
Brasil, Portugal portugués Noz peca, Nogueirpecd,Pe@n
Espafia espafol Nuez pacanaPican
Francia francés Noix de pécan, Pacanier
Italia italiano Nocepea@n, Peca
México espariol Pecannogalpecaeroo americanm de cuilpan (arbo))Pican,Pacano

Nuez pecaera, encarcelagapacana,pe@na o nuez pacandfruto)
(fpacana es vozindigenanahuatlde donde proceden todos los den
derivado$ (Diccionario de la Real Academia Espafiola, 2013).

USA, Inglaterra inglés Peca nut




El &rbol alcanza&orrientemente una altura de 25(de forma excepcional llega
a los 45 m)y puede llegaa superar los 100 afios de edaduciendo en ese momento
mas de 100 Kg de nueces por plaftaisso, 200)/ La cortezaesde color pardo claro o
pardegrisdcea, delgada y que se desprende en pequefas placas. Brotes pardo rojizos
con llamativas lenticelas de color pardo anaranjado. Los ramillos son de médula maciza
al contrario que otras especies de nogaless yemas teminales son alargadas,
puntiagudas y de color pardo amarillentoas hojas son compuestas, alternas e
imparipimadasformadas por & 17 foliolos de forma oblonganceoladalampifios y

deborde aserradale 8 a 18 cm de longitud

Las inflorescenciamasculinas son amentos o gatillos de 6 a 12 cm de longitud
con las anteras amarillentas. Las flores femeninas son amarillezitzsgpy agrupadas

en espigas.

El fruto esseco, de tipo drupale foma ovoidea u oblonga con pico apical y
midiendode 35 cmde largo, constituida por unmdridén, un endocarpliso y delgado
de color pardo claro en la madur@zascara de laugz), un epicarpo y mesocarpo
carnosos los cualesal madurarse abren formando cuatro valvas longitudinales
(denominado en conjuntcomo firuezn@). De forma silvestre se presenta vecearia
variacion interanual, por la que cada 2 a 4 afios tiene lugac@echa especialmente
abundanteSe multiplica facilmente por semillaos arboles también se injertan sobre

patrones silvestres mas resiges.

El pedn produceuna maderalura, semipesady elastica, deduramen pardo
oscuro y una delgada albura de color blanquecino. Bsielea calidadempleandose en
ebanisteridina (troncos gruesos) parquets(troncos delgados), asi como mangos de

hermamientas y madera terciadas ramas se aprecian como lefia y biomasa.

El fruto, la conocida nuez petdo pacana, constituye su principal
aprovechamiento, muy productivos, de especial valor agroforestal y econémico (Peattie,
1950) Las nueces @ cultivares comerciales de patdpresentan una relacién en peso
entre la parte comestible y la cascalgo mas favorale que la nuez comun: nuez peca
4855% de peso parte comestidiente a lanuez europeal0-48% de peso parte
comestiblg(Frusso, 200y



Se tratade un arbol de valor ornamental, tanto en su regiéon natural de origen
como en zonas litorales de muchas areas, constituyendo grandes arboles copudos de

gran belleza aunque de crecimiento lento (Ruiz de la Torre, 2006).

En la Peninsal Ibérica se encueatrdesde hacenos cuatro siglgspues se
introdujo en los parques de jardines sefioriales de las costas de Malaga (conocido alli
como nogal americano o pican) y Valencia ya en el siglo XVII, tradicionalmente
comercializados sus frutos por vendedores catlsjg en las ferias populares (Ruiz de
la Torre, 2006).

Agro-climatologia

El pecé si bien se adapta a una gramiedad de climasel cultivo con éxib
economico es mas restringidGonti y cols, 2008. El minimo de precipitacion anual
gue toleraes de750 mm, mientras que el maximo se ubica €9@ mm. Durante la
etapa decrecimientodel frutodeben producirse por lo menos 500 mm de precipitacion.
La temperatura meal del verano puede alcanzar'€7 convalores extremos entre 41 y
46°C. La temperaturenedia @l invierno varia entrél y 10C, con extremos entiiel8
y -29°C; (Peterson, 1990

El periodo medio libre de heladasrrespondiental nimero de dias entre la
ultima helada del afio y la primera @glo siguiente, debe oscilarreo minimo entre
180 y 220 diagpreferentemente superar los 240 dias. Esto se debe a que es un arbol de
hojas caducas y debatsfacer cierto requerimiento ddo en el periodo deeposo.
Paraesta especiasta dadgor el nuUmeo de horas inferiores #C, quese estalecen
comominimo en 400 hora@Vood y Payne, 1993

Un buen aprovechamiento de estas dispondiuliéd agroclimaticas posibilitéa
emergencia dpaises del Hemisferio S(wer figura3) como principales productores de
esta especie en conteatacion correspecto a los paises del Hemisferio Narta
grandes extensiones de cultivos desde hace deécadasspecial Estados Unidos y

México.



Requerimientos del suelo

Los requerimientosle los suelopara las explotaciones de pea@n condicion

de secano,eg(n Herrera, (199Py Conti (2008)o0n las siguientes
- Profundidad del suelo: mayor de 100.cm
- Textura del horizonte subuperficial: franco.
- Alcalinidad sédica: PSI menor del 15% en el perfil.
- Salinidad: selos no salinos débilmente salinos.
- Drenaje: len drenad y moderadamente bien drenados.
- Anegamiento: sin peligro y muy poco.
- Rocosidadmenor al 20%.
- Humedad del suelo: régimen udico.

- Temperatura del suelo: régimen térmico.

Produccion Mundial del Peca n

Los principales paises prodamesde nuezpecandel mundoson los Estados
Unidos (72%) y México (25%)n la campafa del afgD122013, la produccion total
de fruto en dneladas, con cascara, fue H&3.556(Estados Unidosy 80.273 (en
México) ( Pe@n - YS Trading Comp.2015) Otros productores menores sonsialia,
Sudafrica, Israel, Brasil, Argentina, Perlu y Egipamtre otros f{g. 3). En lo que
respecta a la Unién Americana, los principales estados productores son Georgia, Texas
y Nuevo México con el 68% de la produccion total para ese pais. Por déagualos
estados de Chihuahua, Nuevo Ledn y Coahuila se concentra alrededor del 80% de la

produccion total para México, (Fundacién Produce, 2002).


https://es.wikipedia.org/wiki/M%C3%A9xico
http://ystradingcompany.com/files/attach/images/935/404/001/a3b69aca4d76dafe6ccc4a016fec03f6.jpg
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Paises Referencia
Argentind Wakelingy cols, 2001
Australig Wakelingy cols, 2001
Brazif® Pinheiro do Pradyg cols, 2009
Chile* Wakelingy cols, 2001
Chin KamalEldin y Moreau, 2009
Egypf El-Hawaryy cols, 2013
Francé RosalesCastroy ReyesNavarrete, 2006
Israef Wakelingy cols, 2001
Italy® Benucciy cols, 2012
Mexico® Pinheiro do Prady cols, 2009
Paragua¥} Nyczepiry Wood, 2008
Perd? KamalEldin y Moreau, 2009

South Africd®  Wakelingy cols, 2001

Spairt* RosalesCastroy ReyesNavarrete, 2006
Turkey"® Dal kele-, 2013
United Stat?®  Wakelingy cols, 2001

Uruguay’ Nyczepiry Wood, 2008

Figura 3. Paises productores de nyszcan
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Nueces

El fruto de la nuepecanes rico en acidos insaturados y su consumo regular
puede mejorar el perfil de lipidemsuero y el estado antioxidargrlos seres humanos
(Ros, 2009) Esta evidencia ha sido bien documentada desdEota and Drug
Administration (FDA), que sefial6 que el consumo de frutos secos, incluyendo las
nuecegecan pueden reducir el riesgo de enfermedades del co(@xininguezAvila
y cols., 2015 La nuezpecanha reflejado producir beneficios para la salud psu
considerable contenido égidos grasos mono y polinsaturados, fitosteroles, tocoferoles
y otros micronutrientegDominguezAvila y cols, 2013).A la vez, b fraccién ge no
esta compuestde lipidos también es rica en compuestos bioactivos, incluyerides
fendlicos (acideelagico y galicy, flavonoides (flavarB-oles catequinasantocianinay
proantocianidinas tipo )A estilbenos, lignanos, fitoesteroldaninos ldrolizables y
condensado§Pradoy cols, 2013 de la Rosay cols, 2014) (tabla?2). Estos principios
activos estan asociados con accion-anfitamatoria, antihyperlipidemé(Abdelrahman

y cols, 2008) ypresentan tambigpropiedadeantitumoralegDai y Mumper, 2010).

Tabla2. Composicién nutricionadle la nuez pecg (USDA, 2012)

Nutrientes Minerales Vitaminas
(100 g) Media (Mg/100 g) Media (100 g) Media
Agua (g) 3,52 Calcio 70 Riboflavina(mg) 0,130
Energia (Kcal.) 691 Hierro 253 Niacina mg) 1.167
Proteina (g) 9,17 Magnesio 121 Vitamina B6(mg) 0,210
Lipidos (g) 71,97 Fosforo 277  Vitamina A (mcgRAE) 3
Carbohidratos (g) 13,86 Potasio 410  Vitamina A (IU) 56
Fibra (g) 9,6 Sodio 0 Vitamina E (mg) 1,40
Azucar (g) 3,97 Zinc 4,53  Vitamina K (ug) 3,5
Vitamina C (mg) 1,1
Tiamina (mg) 0,660
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Alanuezpechn se | a suele |l amar fiLa Reinabo
alto contenido de acidos grasos mongojinsaturados, coparado con el resto deste
tipo de frutogfig. 4).

Castafia de cajt

PistachcT

Pifion]|

Nuez pecal

Nuez de Brasi

0% 20% 40% 60% 80% 1(

MUFA SFA

Figura 4. Porcentaje de acidos grasamonoinsaturados (MUFA), polinsaturados (PUFA) y saturados
(SFA) de aceites extraidos de cinco frutos secos comestibles, (Domdwijaezcols., 2015)

Existen diversosultivares de nuez peggestandaegistradosiel orden de unos
500 en todo el munddRuiz de la Torre, 2006)En la figura5 se pueden observas
ejemplares, originarios Heestado americano d&exas, donde se puedeapreciar

visualmente sudiferencias morfologicas
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Nacono Kanza Desirable

Pawnee Kiowa

Shawnee

Figura 5. Nueces peaade 6 cultivaresriginarios de Texas (Villaredlozoya y cols., 2007)

La nuez peca puede llegar al consumidor en difetes productosy
presentacionegartiendodesde la nuez con cascara, nuez pelada, nuez garrapifiada,
nuez enalmibat hastalicor de nuez,aceite denuez peca y helados artesanales e
industriales(fig. 6). También se elabora con el fruto un aceite muy apreciado en

cosmeética (Ruiz de la Torre, 2006).

- ——— == e
— = . ¥
S =— - SRS LN

Figura 6. Productos artesanales de nuez ped& productores de Cold&ntre Rios, Argentina)
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RESIDUODE PECA

En el mundg en elafio2012 se produjerorun total7 millones de toneladate
nuecesaproximadamente, de las cuales 187 mil lahesse cosecheon en la UEy un
13% de las misma en la Peninsula IbéricEAO, 2012). Tan solo el procesado o
adecuacion para el consumo de las mismas, generan una cantidad de residuos en forma
de céascaras equivalentes en peso al 50% de la produccion, lo que tepieseny
elevada cantidad de33millones de toneladas enmlundo(fig. 8a). Adicionalmenteel
manejoanual de las plantaciones de estos arbebeége la poda de ramas en la época
invernal lo cual genera a su vez considerables cansd#eleesiduos lefiosos por arbol
(fig. 8b). A estosresiduoshay que afadies los restos de lopericarpios también
llamadosrueznos,compuestos por 4alvas superficiales, que caeh madurar los

frutos sobre el otofifig. 7).

Pericarpio Céascara

Figura 8. Residuos de a) cascaras y b) ramas de podas acopiados en las plantaciones, Finca de
Alejandro Ferrazzi, Colén, Entre Rios, Argentina
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Composicion y estructura

Céscara

Pinheiro do Pradoy colaboradores(2009), han analzado la composicion
nutricional de la cascara de nupecd, de acuerdo a la determinacion oficial (AOAC,
2005)(tabla3).

Tabla3. Composicidn nutricional de cascara de npezan (Pinheiro do Pradgy cols.,2009)

Componente Media £ SD
(9/100 g) (n=3)

Proteinas 2,2 +004
Humedad 168 +0,1
Lipidos totales 1,1+01
Minerales 14 +£0,03
Fibras Totales 486 +0,06
Fibras solubles 3,1 +0,09
Fibras insolubles 454 +04
Carbohidratos 296
Valor calérico (kcal/100 g) 331

Por su parteMiranday cols. (2009, determinaron el contenido de elementos de
C, H, N, Oy S, por medio de la formula empirica utilizando un equipo de Analisis
Elemental CHONS de la marca Perkimer (tabla 4) Asimismo,Antal y cols.(2000),
utilizaron un equipo de Analisis Elemental CHONS marca Huffméa metodologia
empleaddue acorde a la ASTM D 17624 (tabla 4)

15



Tabla4. Andlisis elenental de cascara de nuezpe

C H N S O Cenizas . )
Carbon Fijo Referencia
Y%pp %pp %pp %plp Yplp % p/p
4731 6,44 0,66 0,12 4547 0,93 28,79 Miranday cols, (2009
5527 456 0,84 0,09 34,75 5,85 349 Antaly cols, (2000)

Tabla5. Analisis de lebiomasa de cascara de nuez pefntaly cols, 2000)

Glucosa Xilosa Galactosa Arabinosa Manosa Celulosa Hemicelulosa Lignina
% plp % plp % plp % plp % plp % plp % plp % plp
6,2 31 12 0 0 5,6 3,8 70,0

El andlisis de termogravimetride Carrillo Pedraza (201Qermite conocer las
etapas de degradacién de cada componente de la biomasa, ya que se estudian a
diferentes tazas de calentama@ntal como muestra la figura. €l analisis térmico
muestra la degradacion de la cascara de divadida en tres etapas, las cuales muestran
los principales componentes: hemicelulosa con temperaturas de degradacion de 200
310°C, celulosa 25850°C vy lignina a temperaturas mayores de 350°C.

90
80 1
70 1
60 1
50 1
40 1
30 1

20 1 \
10 -
00

DTG Sim. Hemicelulosa

DTG (%/mi

Celulosa

Lignina

100 200 300 400 500 600
Temperatura (°C)

Figura 9. DTG de cascara de nueecan(Miranday cols, 2009
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Pericarpio y Ramas de Poda

El pericarpiode la nuez peadesta constituido principalmente por ligninaiy
alto contenidale grupos de acidofendlicos y carboxilicos) esto favoreleeabsorcion
de adsorbatos catidnicos comloplomo(HernandezaMontoyay cols, 2011) Incluso se
han encontrado estudios donde indican que el contenido de polifenoles puede llegar a
ser entre 6 a 18 veces mayores que el dadasede C. illinoinensis(Padillay cols,
2008) También se ha visto que las ramas de pmmeen propiedades corherbicida

naturaly efecto alelopatic¢Stafney cols, 2009)

Tabla6. Andlisis de la biomasa del pericarpio y ramas de poda de plantaciorpecda

Celulosa Hemicelulosa  Lignina Cenizas

Residuo Referencia
% p/p % plp % p/p % p/p
Pericarpio 30 26 41 17 HernandezaVlontoyay cols, 2011
Ramas 387 30,2 233 04 Pdtersen, 1984

Aprovechamientos actuales de los residuos

Las alternativas de aprovechamiento implementadas hasta el momento se han
enfocado fundamentalmente en su recuperacion energética como biomasa (Cerda,
1998). Sin embargo, este tipo de utilizacion puede no ser la mejor solucion, debido a
gue no tiene en caeideracion sus propiedades, tales como su alto contenido en fuentes
de carbono lignocelulésicas (Antglcols, 2000; Bonattiy cols, 2004 Hernandez
Montoyay cols, 201]) y sus altas concentraciones de taninos y fenoles (De LayRosa
cols, 2011; Miany Rodriguez Kabana, 1982). Es por ello que resulta interesante
explorar otras posibilidades de uso que puedan generar grandes beneficios economicos
y medioambientales. En alguno® dos estudios realizados se daconocer la
posibilidad de uso de la casca&nuezpecancomo materia prima para la obtencién de
biocombustibles de segunda generacion (Ozcariz Fermgsedlis, 2012). También es
muy valorado el uso de los residuos de cascaras y pericarpios dpeudepara la
obtencion decarbdn activado parbiorremediacion (Pendyslcols, 1999; Ahmendy

cols, 200Q HerndndezaVlontoyay cols, 201). Se ha comprobado que las infusiones de

17



cascaras de nugecanposeen urelevado conteido de antioxidantes y fenoles, siendo
su consum@omunentre pobladoedel sur de Bras{Pinheiro do Pradg cols, 2009)
Asimismo, se probo el poder antimicrobiano de estas casparasel control de
bacterias sobre alimentos carnicos (Babu y cols., 20Ehbién se ha estudiado el
potencialde los restos de poda debates jovenes dpecancomo abono organicy su

eficacia en el control de malez&tafney cols, 2009).

Por otra parte, los productores de explotaciones @eildnoinensisy gobiernos
involucrados ya han puesto de manifiesto la necesidad de busgigedisrnativas de
usos de los desechos lignoceluldsicos generados, tales como lefia, maderas y cascaras,
de manera de aumentar el valor agregado para los productores y obtener nuevos bio

productos (Gonzéalez Alvargzcols, 2010).

18



HONGOS

Los hongos son organismos heterétrofos, sin clorofila y que se nutren de materia
organica. Se caracterizan por presentar un sistema vegetativo filamentoso (micelio)
constituido por elementos cilindricos (hifas) que pueden adquirir especializacién para
condituir estructuras de funcion reproductora o conservadora (Alexopqulass,

1996).

Historicamente, a nivel popular y en la botanica clasica se han englobado los
hongos dentro de los vegetales a causa de su consistencia, apariencia externa y su
inmovilidad. Se les considera taléfitas sin clorofila, para separarlos de las algas, talofitas
con clorofila. Sin embargo, su condicion de organismos heterétrofos y sus paredes
celulares de quitina los distingue de los organismos vegetales, y el hecho de presentar
una reproduccion por esporas los aleja de los animales. Por todos estos motivos se les
considera un grupo aparte por parte de los cientificos desde el aRn&h¥6& fechal
ecoblogo vegetal estadounidense Whittgeblica en la revist&ciencesu sefracion
del ReinoFungi (Hongos) del Rein®lantaede las Plantagjonde postula su division
delos seres vivos en cinco reinos, en los cuales los hongos constituyen un reino propio
separado, el Reino Fungi (Wittaker, 1969; Izco, 1993@).principal justifcacion de
Wittaker para que los hongos no deban ser considerados propiamente plantas, es que
poseen glucégeno que es un hidrato de carbono animal, reserva energética de los
animales y presentan quitina en las paredes vegetales, como los insectos 9zgo, 19
No obstante, a nivel global, en la Naturaleza los hongos se relacionan en los
ecosistemas con las plantas de modo primordial, estableciendo interconexiones y
relaciones profundas y mucho mas afines a los vegetales que a los animales. De hecho,
el misnmo Wittaker (1975) consideraba la conexién horglesitas como de una
sorprendente cercania y no de una separacion radical.

Los hongos juegan un papel fundamental en la naturaleza, entregando a las
plantas nutrientes, agua y proteccion pero también descoemgo la materia organica,
dejando asi disponibles los nutrientes inmoviles (Peyetals, 2014). Los estilos de
vida fangics pueden clasificarse ya sea como simbioticos, saprofiticos, pamasitico
una peculiar combinacion de estos tipos (Hudson6)19&s asociaciones pueden ser
parasitarias (cuando un organismo se beneficia a expensas de otro), mutualistas (ambos
organismos se benefician), o comensalistas (en los que no se produce pérdida evidente

para cualquiera de los organismos, con o sin umeap@ aumento de uno de ellos)
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(Rodriguezy Redman, 1997 Como ya hemos dicho, se trata de organismos carentes de
clorofila, por lo que deben conseguir alimento a partir de otros seres vivos o de restos de
materia organicalos tres tipos de hongos juegam papel fundamental en el
funcionamiento del ecosistema y constituyen, en ocasiones, un recurso forestal de gran

valor como comestibles y medicinales (Wang y Hall, 2004).

La C. illinoinensisse relaciona a diversa escala con hongos de los distintos tipos
En primer lugar con los micorricicos en su nutricion, pero también con hongos

saprobiogy paréasitos capaces de vivir sobre sus estructuras y ecosistema.

Vamos a considerar mas detalladamente los distintos grupos de hongos segun su

ecologia: micorricicgssaproéfitos o saprobios y parasitos.

Hongos micorri cicos

Los hongos micorricicos establecen eficaces asociaciones simbidticas con las
plantas vasculares. De esta simbiosis de tipo mutualistico se benefician tanto el hongo
como la planta. Por un lado, fjdanta suministra al hongo carbohidratos y vitaminas
procedentes de la fotosintesis, asi como un nicho ecolégico. A cambio, el hongo ayuda a
la planta a absorber agua y nutrientes minerales, suministrandole antibiéticos y otras
sustancias organicas complgjconvenientes para la planta (Az&uguilar y Barea,

1980; Smith y Read, 2008).

Asimismo, numerosos estudios han demostrado que los hongos micorricicos
proporcionan otros multiples beneficios a la planta, jugando un complejo papel,
imprescindible en eluincionamiento de los ecosistemas de todo tipo, en donde se
incluyen bosques, matorrales y praderas. La micorriza proporciona al hongo resistencia
frente a organismos patdgenos, especialmente a nivel radicular (Dugledsel1989;

Smith y Read, 2008). demas, a causa de los entramados miceliares que se extienden
por grandes volumenes del suelo, se mejoran considerablemente las condiciones
estructurales de éste y por tanto su progigad (Molina y Amaranthus, 1990
FernandeZl oirany cols, 2006). Adems, la estabilidad y resistencia de un ecosistema
ante cualquier perturbacién puede mantenerse y aumentar gracias a poseer una

comunidad de elevada diversidad micologica. Las distintas especies realizan un gran
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namero de funciones ecoldgicas que, en coojungjoran ostensiblemente la capacidad

de recuperacion de dicho ecosistema (Sarrionandia, 2006).

El caso particular de las especies de la fandiliglandaceaees de especial
interés ya que estas lefiosas incluyen tanto especies ecto como endomicdestisas.
arboles incluyen géneros endomicorricicos (géndiumlans y Pterocaryg vy
ectomicorricicos (génerQarya) (AzconAguilar y Barea, 1980; Wang y Qiu, 2006;
Smith y Read, 2008; Bainagdcols, 2011).Asimismo, laC. illinoinensisse asocia con
distintos hongos micorricicos. En esta investigacién serwntrado en plantaciones
argentinas especies, comaccariasp. y Sclerodermasp.

Produccién de trufas en simbiosis con las raices de Pecan

El nogal americano @ecan (C. illinoinensi§ se puede asociade forma
micorricica con varias especies apreciadas del géndrer, por o que se trata de un
arbol potencialmente muy valioso para la produccion de trufas. En los ultimos afios se
ha comprobado que las trufas del génertberson dominantes en las ecticorrizas de

las plantaciones comerciales@eillinoinensis(Bonitoy cols, 2011a)

Una especie descubierta asociada formando ectomicorrizaS. dbimoinensis
esTuber texenséleimsch descubierta asociada a este arbol (Heimsch 1958), en donde
se dioa conocer que glecanes capaz de producir de forma destacada trufas. Tyappe
cols. (1996) sinonimizd6 comduber lyonii Butters aTuber texensegonsiderandola
ampliamente distribuida en 13 estados americanos. Esta trufa no es apreciadaiaunque
lo son otras especies eurasiaticas cdmber aestivum y Tuber borchjue si pueden
asociarse ghecande una manera practica, eficaz y rentable (Bonitols, 2011a). Por
esta razon estos hongos comestibles afadirian unaditmonala las plantaciees de
pecan para fruto, ya que para la produccién de estas trufas se requiere un marco de

plantacién alto que corresponde con el marco ideal para la produccion de pecauez

A continuacion se indican las especies del génetwerque se han localizad

asociadas €. illinoinensisen plantacionefabla?).
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Tabla7. Trufas comestibles estudiadas sobre plantacioné&s. dénoinensis

Trufa Referencia

Tuber aestivum Benucciy cols, 2012
Tuber borchii Benucciy cols, 2012
Tuber indicum Bonitoy cols, 2011b
Tuber lyonii Bonitoy cols, 2011
Tuber texense Beuchaty cols, 1993

Hongos sapr 6fito s

El estilo de vida fungico gmobio o saprfito es considerado mas primitivo que
los tipos de vida simbidticos y se refiereloshongos que viven de la materia orgéanica
muerta (Cooke y Rayner, 1984). Estos hongos obtienen sus nutrientes y productos
guimicos necesarios a partir de la materia organica muerta y son necesarios en la
dinamica y resiliencia de los ecosistemas (Mel283).

Los hongos saprobiosepresentan un grupo muy numeroso de especies. Se
consideran los mas abundantes en la Naturaleza (Smith y Read, 2008). Se nutien a pa
de materia organica muerta muy diversa, pudiendo ser de diferente naturaleza como
madera o restos lefilosos (en el caso de los hongos lignicolas), humus, excrementos
(hablamos asi de especies coprofilas), musgos, turba, carb6n, cadaveres de animales,
etc. Esta naturaleza les otorga una indudable importancia ecoldgica en los ciclos
naturales ddos ecosistemas al garantizar la transformacion de la materia organica
muerta y, por lo tanto, el reciclaje de los nutrientes en los ecosistemas (Rudawska,
2000).

Sobre las maderas, ramas y hojarascaCdeillinoinensis pueden crecer
numerosos hongos saprofitico@eviotdale y cols, 2002) Generalmente son
Aphyllophoraledos que producen pudriciones en los troncos de arboles viejos como los
conocidosFomes fomentarius, Polyporus squamosus, Ganoderma australe, Trametes
versicolory especies del géneRoria (Hepting, 1971; Dreistadt cols, 2004).En el
presente trabajo se Hhacalizado sobreC. illinoinensis argentinas especies como

Trametes troggii, Schyzophyllum commune, Panellus sp, Lycoperdon cfr. umbrinum.
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Se ha tado aPoria spiculosacomo agente de dafia®bre troncosmuy
extendido en los arboles silvestres de pecan en Estados Unidos (Toole, 1959; Teviotdale
y cols, 2002).

Hongos parasito s

Los hongos parasitos se desarrollan sobre los tejidos de otrosigesed/fiven a
costa desus huéspedes, ya sean animaleggetales, provocando enfermedades y a
veces lamuerte.Los mas abundantes son los que viven a expensas de diversas plantas
herbaceas y arbdreas, aunque existen hongos especializados en viva dectss
carpoéforos de otros hongos macromicetos (por ejefplkiella lateritiaque invade
las laminas dd.actarius deliciosus o incluso de insectos (Bastardo del Watols,
2002). Existen parasitos facultativos, que son capaces de desarrollarsenatsdyia
organica muerta o medios artificiales, y parasitos obligados que requieren tejidos vivos
y no pueden desarrollarse sobre medios artificiales (Cuesta, 2003). Estos hongos
provocan dafios mas o menos graves a las plantas sobre las que se desarrollan,
pudiéndoles causar incluso la muerte. Existen algunos casos que, por su especial
virulencia y poder destructivo, se convierten en plagas muy perjudiciales para las masas
forestales. En otros casos, como sucede con la mayoria de las especies fungicas
patogenas, actian como elementos activos que contribuyen a la seleccion natural, ya
gue eliminan a los individuos enfermos y mas débiles favoreciendo el desdedtis
mas fuertes (lzco, 1997Luoma y cols, 2004). Ademas, los hongos parasitos
constituyen una de las mas importantes medidas disponibles para el control integrado de

enfermedades (Jonggols, 2001).

Algunos hongos se comportan cosepreparasitos de amplio espectro, en un
principio se compdan como pardsitos jiego contindan con la descomposicion del
arbol (Alexopoulos cols, 1996).

Existen numerosos hongos parasitos que crecen €ohilfaoinensis(Hepting,
1971; Westcott, 1960; Sinclair y Lyon, 2006). Entre los mas comunesmuosd

considerar los siguientes:

w Fusarium oxysporunkusarium solany Pythium irregulare productores de necrosis

en las raices de las plantulas y arboles jévengsedé@h(Teviotdaley cols, 2002).
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€

Elsinoe randii,que suele causar dafios a las plantulas jovémdéss viveros, aunque

normalmente aparece simplemente como pequefias manchas rojizas sobre las hojas,

agujereandolas en los bord#gestcott, 1960).

Cladosporium effusufigecams cab o) , factor | i mitsent e
las plantaciones deluseste de Estados Unidos (Hepting, 1971; Teviotgatels,
2002).

Gnomonia nervised&. caryae y G. caryaear.pec@nae( il i ver spot
comunes (Toole, 1965; Teviotdgleols, 2002; Sinclair y Lyon, 2006).

Microstroma juglandisda lugarad as | | amadas fnescobas
dafos seriosleviotdaley cols, 2002; Sinclair y Lyon, 2006).

Cercospora halstedigstadio conidial deMycosphaerella dendroidg€sVestcott,
1960; Teviotdalg cols, 2002; Sinclair y Lyon, 2006).

Mycosphae el | a c arowingermsg@ot) (Sinclair vy
Hypoxylon atropunctatunfTeviotdaley cols, 2002).

Entrelas especies parasitas que causan enfermedades en las raices Qkistaga

tabescendactual Armillaria tabesceng Phymatotrichum omnivorufn i Te x a s

r ot dHglicogasidium purpureutiivi ol et root y cotst2002;
Sinclair y Lyon, 2006).

Laccaria sp. Lycoperdon sp. Schizophyllum commune

Panellus sp. Trametes trogii
Figura 10. Setas detectadas en plantacioaegentinasde pecan
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P. ostreatus

El P. ostreatuses un hongo basidiomicete que pertenece a la clase
Homobasidiomiceteque esta determinada por la existencia de hongos con estructuras
de reprodacion de tipo basidios septados y que producen esporas que no generan
esporas secundarias. Aqui se incluye dentro de la subktms&comicetidag cuyas
setas presenta un himendéfgrancipalmentelaminado, y la familiaPleurotaceag de
especiesprincipaliente lignicolas, de laminas decurrentes o adnadas, pie a menudo

excéntrico o inexistente y consistencia bagtaotriacea (Courtecuiss2005).

El géneroPleurotusen Espafia incluye 8 especies lignicolas sarpotroficas o
parasitas que provocan una pudricidlanca. La esporada es de color blanco o lila
palido, no amiloideas. Las esporas son oblongas y lisas y carecen de poro germinativo
(Gerhardty cols, 2000).

El P. ostreatugpresenta un sombrero de 40 a 200 (250) mm de diametro, con
forma de lengua o esp#a al comienzo, luego en forma de concha convexo a
dimidiado, falveliforme ydeprimido en la zona centrdlos colores son muy variables,
de crema a beige, marrones, de blanquecino a negruzco pasando por una gama de grises.
El margen del sombrero es ligocurvado hacia las laminas. La carne es blanca a
blanquecino grisacea, delgada, fibrinosa radialmente, tenaz. De olor y sabor fresco, a
poliporo. Presenta las laminas blanquecinas a crema, confluyentes en el pie y mas o
menos decurrentes. El pie es rudittario, lateral, tenaz, completo. De-2M (40) x 10
25 mm. Habitualmente crece fasciculado o imbricado (Breitenga€hanzlin 1991).

La microscopia del hongo peiede apreciar en la figuga.

El P. ostreatusse encuentra de forma natural sobre troncos vivos 0 muertos de
planifolios, en especial sobre hayas, alamos y sauces. Es muy raro de localizar en
coniferas. Fructifica sobre todo tras las primeras heladas nocturnas suaves. (@erhardt
cols, 2000).

El nombre comun déP. ostreatuses el de seta gris de chopo, debido a que se
recoge principalmente en ese habitat. También se puede encontrar en jardines de ciudad,
sobre madera de frondosas, en fardos de paja abandonados en terrenos agricolas, en
cepas de vifiasluglans Ulmus Cistus (cepas viejas) e inclustiex, como se ha

observado en campo dentro del &rea de estudio.
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Las setasP. ostreatuspresentan un alto valor nutricional debido a su alto
contenido en proteinas, fibra y presentar carbohidratos metdibetiz&ales<Camposy

cols, 2011). La composicion nutricional general puede verse en la8tabla

Tabla8. Composicion nutricional de 10 de seta de ostra (FAO 2001)

Agua Calorias Grasas Carbohidratos Proteinas Fibra Cenizas

(@) (Cal) (9) (@) ) (@) (@

90,7 324 0,043 5,67 213 0,396 054

Tambiénpresenta propiedades como alimento funcional, promoviendo la salud
del consumidor, ya que es rico en polifenoles, betaglucanos y antioxidantes/ (Lam
Okello, 2015) y contiene en su composicion lovastatin, una inhibidor de la sintesis de
colesterol (Gund€imermany Cimerman, 1995), por lo que su consumo permite

reducir el nivel de colesterol en sangre.

El P. ostreatuses uno de los hongos comestibikeess mayor importancia a nivel
mundial, produciéndose en el mundo, més de 6 millones de toneladas, la mayor parte en
China (Zhangy cols, 2014). El incremento de su cultivo se ha acelerado en los ultimos
afos, puesto que en 1999 la produccion mundial renzdba las 880.000 tn anuales
(Chang, 1999; Royse, 2003). Al crecer como saprofito y descomponedor sobre
numerosos sustratos y residuos lignocelulésicos agroforestales, su valor

socioeconémico y ecoldgico resulta de sumo interés.

Degradador de sustratos y biorremediador

El Pleurotus ostreatusproduce unagran cantidad de enzimas lacasas en el
medio donde vive, destinadas a la degradacion de la lignina, el control de la virulencia y
regular la morfologia. Estas enzimas son capaces de degradpuesios @anicos
persistentes, permitiendpeel hongose haya utilizado ela degradacion tfratamiento
de desechossolidos de diversa indolecomo por ejemplo ewertidos industriales o
restauraion de terrenos contaminados (Singh, 20@86), el P. ostreatusescapaz de

reducirla cantidad de PCBs en un sustratos contaminados (Beaydetts, 1998;
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Kubatovay cols, 2001), permite la limpieza de suelogontaminadoscon aceites
(Yateemy cols, 1998), elimina pesticidas como elndano (Rigasy cols, 2005)y
reduce la cantidad de fenoles en el medio y otros compuestos toxicos (Martiods,
1996).

Gran cantidad de residuos lignoceluldsicoa b@o estudiados como sustrato
para la produccion de setas EeostreatugTabla 9). Estospotencialessustratosson
producidos en explotaciones agricolasindustrialesy frecuentementeocasionan
problemas ambientaleg/o estéticos. Utilizar estos residuos agroforestales para la
produccion de setas puede minimizar el deterioro medioambiental, ser una fuente

directade ingress y de trabajo (FAO, 2001), transformadosikmenta
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Tabla9. Sustratos utilizados para el cultivo de seta comesRblastreatus

Formulacién de sustratos

EB
Optima Micelio Origen cepa Referencia
Sustratos testeados Aditivos (%)
(%) (%)
Malas hierbas de:Leonotis sp (MHL), Sida acuta,
Parthenium argentatum, Ageratum conyzoides, Ca ) N Das y Mukherjee,
PA50+MHL50 ) . ) ninguno 20 139 NuevaDelhi, India
sophera, Tephrosia purpurea Lantana camarapaja de 2007
arroz (PA)
Paja de trigaPT), residuos de papel (RP), hojas de: ti
PT50+RP50 Populus tremula, Picea orientalisavellana, paja de arro: Yeso 4° 121,2 Ankara, Turqui& Yildiz y cols, 2002
serrin deFagus orientalisgrano de trigo, pasto
Rastrojo de tomateLycopersicum esculentum(RT), b g Sanchez y cols,
RT100 ) L ) ] ninguno 5 118,55 Méjico
sarmientd de Vitis vinifera, paja de trigo 2008
Paja de trigo, salvado de trid8T), residuo de algoddn Philippoussisy cols,
PT90+ST10 ,J 9 ) 467 g CcaCQ 3 116,70  Grecid PP Y
cascara de mani 2001
. ) Mn(ll), NH7, Francia; México, Curvetto y cols,
CSG100 Céscaras de semillas de girasol (CSG) 17 112,2
CaSsqQ, CaCQqg EUA; Rep. Checa 2002
Europa, México,
) ) ) ) b Guatemala, Hong
PCel00 Paja de ceba@aCe) viruta de pino ninguno 5 106,04 _ Merlo y Mata, 2005
Kong, Japon,
Checoslovaqufa
Paja de trigo y cebadaarmients® de Vitis vinifera (SV), b . Giménez y cols,
SV50+FK50 Yeso 3 105,9 Esparia

alperujd, fibra de KenaHibiscus cannabinugK)

2008
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Formulacién de sustratos

EB
Optima Micelio Origen cepa Referencia
Sustratos testeados Aditivos (%)
(%) (%)
. . ) ) Carabajal y cols.,
PT100 Paja de trigo CaCQ 3 95,3 Brasil; Argentind 2012
L ) b ) . Hernandezy cols,
PDc70+PC30 Pasto ddigitaria decumbegPDc),pulpa de café (PC) Ca(OH) 5 93,83 Chiapas, Méxicd 2003
Paja de trigo, residuos deimmondsia chinensi€RSC), o Fracchia y caols,
CIM78+RSC18+4Ca CaCQ, (Ca) 10° 89,7 Galicia, Espafia
cascara ddatropha macrocarpgCJM) 2009
) ) . ) b o Salmones y cols,
PC100 Paja de trigo, pulpde café ninguno 5 86,5 Xalapa México’ 2005
Bélgicg Espana; RuizRodriguez
PT50+0OR50 Orujillo}(OR), paja de trigo ninguno 10° 85 g P 9 Y
Portugat cols., 2010
Capacho de uchuva (CU), cascara de arvejas, tusa de Sacarosa y b ) LépezRodriguéz y
CU80+ST20 . . 3 76,1 Colombid&
salvado derigo, serrin de roble CaCQq cols, 2008
Céascara de arroz (CA), salvado de ar(@A), <errin o Frimpong Manso y
SCT84+SA12+CA2 _ _ CaO 0,5 75,3 Mauritani&
compostado dériplochito scleroxylon(SCT) cols., 2011
. ) Cruza Europea Yy Salmones y cols,
PCel00 Paja de cebada ninguno - 71,9
EUAS 1997
) 3 . . ) Da Silva y caols.,
CC100 Céscara de café (CC) Selenio de sodio - 66 Brasif 2012
S100 Serrin (S), paja de trigo, hojas CaCQq 52 64,69 Paquistah Shahy cols., 2004
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Formulacién de sustratos

EB
Optima Micelio Origen cepa Referencia
Sustratos testeados Aditivos (%)
(%) (%)
Serrin compostado dEriplochito scleroxylon salvado de
arroz hoja de maiz, cascara de banana, cascara de i o )
SCT88+SA12 _ _ ] ~ CcaO 0,5 61,04 Rep. De Mauricid ~ Obodaliy cols, 2003
pasto dePennisetum purpureunnastrojo de maiz, paja d
arroz
S80+ST20 Serrin y salvado de trigo ninguno - 59,1 Bangladé$ Ahmedy cols., 2013
Serrin  compostado deriplochito scleroxylonsalvado de CaO, fertilizante Suiza Rep. De ]
SCT88+SA12 0,5 50,93 S Obodaiy cols, 2004
arroz NKP Mauricic®
PT90+ST10 Oruijillo?, paja de trigo, salvado de trigo CaCGqg 52 50,7 Denizli, Turquid Kalmisy cols, 2008
} . 3 Garz6nGémez y
Bagazo de la cafia de azu¢BC), residuos de café usac ) ]
BC25+RC25+TM25+SE25 i i CaCQ 52 48,4 Bogot4, Colombid  CuerveAndrade,
(RC), tallo de maiz (TM), serrin de establos (SE)
2008
Céscara de yuka (CY), mazorcas de maiz (MM), estié o )
CY40+MM40+10EP CaO 0,5 42,7 Rep. DeMauricic®  Kortei y cols., 2014
de pollo (EP)
Pastokikuyo (PK), mani forrajeroMF), vaina de frijol CaO, yeso, ) ]
PK60+MF10+VF10+CAI10 i i ) 10° 40,03 Colombig Molina y cols, 2005
(VF), cascarale algodor(CAl) aceite vegetal
) ) ] ] ) ) b ] Varnero y cols,
PT100 Paja de trigo, astillas de eucaliptus, astillas de chopo ninguno 5 32,94 Santa Cruz, Chife 2010
Serrin de chopo (SCh), salvado de arrogompost de
SCh63+CRA25+SA12 ninguno 1,5 17,5 Cored Chae y Ahn, 2013

residuos de alimentos (CRA)
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EBS
(%)

Grano de cerveza agotado (8Csalvado de trigo, salvad
GCA50+ST50 de arroz, salvado de maiz, subproducto de la producci¢ ninguno 8° 13,2 Japd® Wangy cols, 2001
frijol crudo

+ =cepa silvestre; 8 = cepa cemiat 1= verglosario anexola = sobre peso seco de sustrato; b = sobre peso humedo de sustrato
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G.lucidum

G. lucidum(Curtis: Fries) Karsten, s.l. (sensu lato), es un hongo descomponedor
de la madera frecuente en los bosques de grangerieundo. Es un conocido hongo
medicinal y nutracéutico cuyos preparados recibpemelmbr e de ALi ngzhi o
AYeongji 0 en Corea y @AReishi o en Jap-:n, d e
gran parte del mundo. Es muy apreciado desde la antigiadagnomover la salud y
la longevidad (Shiao, 2003) en la medicina tradicional china y oriental pero se ha
extendido su uso a nivel global en los dltimos afios. Se han comprobado sus positivos
efectos sobre la salud, tales como una fuerte activaaioxidante y elevaciode las
defensas con actividad inmunomoduladora (Liools, 2006;Xu y cols, 2009;Shiy
cols, 2013 y reconocida capacidad antitumoral (Paterson, 2006). También posee
propiedades antialérgicas, analgésicas, antifungicasjnflamiatorias, antivirales,
antiparasitarias, antidiabéticas, hepatoprotectoras, reguladora de la tensién arterial,
ténico nervioso, etc (Paterson, 2006). También se ha citado supakprevenir
distintas enfermedades, tales como bronquitis, elevadekes de colesterol y azucar
en sagre, etc (Chy cols, 2012).Suscuerpos fructiferos son los gpeesentan efectos
terapéuticos que incluyen virtudes antivirales, antibacterianas, reguladoras de la presion
arterial, para la diabetes, las alasyiy eéctos hepatoprotectord®eepalakshmiy
Mirunalini, 2011).

El G. lucidumse considera especie cosmopolita pues se encuentra ampliamente
extendida por el mundo en diversos tipos de bosques de latifolregienes templadas
o templadecélidas deEuropa, Angrica, Asia, Australia y Africa (Arora, 1986
Gilbertsony Ryvarden 1986. Este es un hongo de estrategia vital saprofita que
excepcionalmente se comporta como parasito. En la naturaleza se localiza
principalmente sobre madera de frondosas pero que mat@npeiede aparecer en
coniferas(Bernichia, 2005).En el Hemisferio Norte fructifica sobre todo en restos
muertos de arboles de la famikagaceaey Betulaceaeorrespondientes a Ig&neros
Quercus, Fagus, Carpinustc. Existen especiesslares creciedo en coniferasomo
Ganoderma tsugae, Ganoderma oregonearte otragGilbertsony Ryvarden 1986)
La gran diversidad ecolégica y genética existente hace que algunos autores la
consideren como un complejo de estirpes y la denon@ioemalmenteomoG. lucidum

complex(Zhouy cols, 2015).
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Existen diversos estudios de los cultivos de hongos comestibles y medicinales
sobre residuos soélidos agroforestales lignoceluldsicos. Interesa de modo particular el
cultivo delG. lucidum EI primer cultivo artifical del hongo fueaalizado en 1971, en la
India (Singhy cols, 2014) Se ha estudiado el cultivo d&. lucidumsobre restos de
rastrojos de maiz (Shahzagicols, 2014), serrin con paja de arroz (VegnBandey,
2011), cascaras de semillas de girasolngtez Matutey cols, 2002), residuos de
fabricacion ddé (Peksery Yakupoglu, 2009), bagazo de la cafia de azucar (Manavalan
y cols, 2012) residuos de soja (Hsighvang, 2004), residuos de pescados (Lakshmi,
2013) y diferentes tipos de serrin (chopaya, carpe, roble) (Erkel, 2009a; Azizi
cols, 2012;Joy cols, 2013)(tabla 10) Los residuos de nugecan(C. illinoinensis,
no han sido testeados al momento como sustratos para el cul&du@dum ni para
otro tipo de hongos sapréfitos. Valgregar que en el recorrido de plantaciones de este
nogal, en zonas del Litoral Argentino, se han identificado algunas espec@siaapr
sapofitas, dentro de las que se encontraron carpofordSa@derma sp(fig. 3). La
especieG. lucidumya fue catalogada ersaregion anteriormentgBazzaloy Wright,

1982; Gottlieby Wright, 1999).

Figura 11. Ganoderma spsobre restos de ramillas, valvas y nueces pegatkinca del
productor Alejandro Ferrazzipcalidad Colén, Entre Rios, Argentina
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Tabla10. Sustratos utilizados para el cultivo de seta medididlcidum

Formulacién de sustratos

EB
Optima Micelio Origen cepa Referencia
Sustratos testeados Aditivos (%)
(%) (%)
) . Manavalan y cols,

BC100 Bagazade la cafia de azucar (BC) CaCqg 10 80+15 Tamil Nadu, India 2012

Serrin deDalbergia sissopserrin @ mango (SM), serrir ]

) ) Himachal Pradesh,
SM80+ST20 de choposalvado de trigo (ST), salvado de arroz, harine Yeso y CaCQ@ 1-42 5857 ndia Mehtay cols, 2014
ndia

maiz

Residuos de fabrica de té KR), serrin de carpe (SC o ) Peksen y
SC80+RFT20 , Sacarosa y CaGO 0,8 349 Denizli, Turqui&

salvado de trigo Yakupoglu, 2009

Mezcla de serrin (MS), paja de arroz (PAplvado de b ) N Veena y Pandey,
MS22.5+PA67.5+RB10 ninguno 6 299 Rajasthan, India

arroz (SA) 2011

Serrin de chopo (SCh) y de haya (SH), grano de cen b o Petrey Teodorescu,
SCh58+SH29+GC13 NH H,PO, y CaCQ 3-7 255 No indicadd

(GC) 2009

Serrin de Alnus nepalensis (SAN), Shorea robusta,
SAN90+ HG10 Dalbergia sisopsalvado de arrozatvado de trigo, harineé Yeso y CaC@ - 2262 Imadole, Nepdl Gurungy cols, 2012

de maiz, harina de garbanzo (HG)
TCh100 Tronco de chopo (TCh) Extracto de malta - 22 Uttarakhand|ndia® Singhy cols, 2014
SCh80+ST20a Serrin de chopo, roble, haya, salvado de trigo, arroz, m Yeso yCaCGQ, - 2085 Marmara, Trquia Erkel, 2009a

i ) Melaza y harina de B

SCh80+ST20b Serrin de chopmalvado de trigo - 2037 Marmara,Turquia Erkel, 2009b

gluten de maiz
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Formulacién de sustratos

EB
Optima Micelio i i
P Sustratos testeados Aditivos (%) Origen cepa Referencia
%) %)
Serrin de chopo, haya, carpe, salvado de trigo, extrac CaCQ, yeso b 3 o
SCh94.5+EM5.5 2 1868 Mashhad, Iréh Azizi y cols, 2012
malta (EM) KH,PO,
. i . . Guelph, Ontario, Potemsky y cols,
PA67+CA25+SA8 Paja dearroz, cascara de arroz (CAglvado de arroz Aceite de oliva 5u & 138
Canada 2014
Residuos de pescado, turba ceco, virutas de madere ) 3 )
BC100 . ninguno - 1295 Tamil Nadu, India Lakshmi, 2013
bagazale la cafia de azucar
Céscaras dsemillas de girasol (CSGyalvado de trigo, ) GonzélezMatute y
CSG85+ST5 Yeso y CaCQ - 10 Olympia, WA, USA
malta cols, 2002
EBS
(%)
Paja de avena, paja de frijol (PF), past@Bdechiariay de . Carvalho y cols,
PF80+ST20 _ ; _ CaCQ 1,2 6,7 Botucatu Brasif
Tifton, serrin deEucalyptussalvado de trigo 2015
Serrin de tallos dé@cacia confusdSAC), vinaza de granc ) )
SAC50+VG30+ST20 _ NH,H,PO, y CaCQ 10 5,36 Hsinchu, Taiwar? Yangy cols, 2003
(VG), salvado dérigo
Compost de residuate alimentos (CRA)alvado de arroz b Chuncheon, Corea
CRA15+SA17+SR68 NaCly Ca 1 3,4+0.2 Joy cols, 2013

y serrin de roble (SR)

del Suf

+ = cepa silvestre8 =cepa comercial = sobre peso seco de sustrato; b = sobre peso humedo de sustrato
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MATERIALES Y METODOS

En el presente trabajo se analizan los residigopecarrecogidosen Malaga y
estudiados en los laboratorios de la Univeadidle Valladolid. Paralelamente se
recogen cepas autdctonas de hongos saprobios en su habitat natural. Posteriormente se
procede al cultivo controlado de estos hongos sobre diferentes formulaciones de
sustratos. Se analiza la evolucién en el tiempo, rdaedios interés ecoldgicoy

contenido fendlicpentre otros aspectade los cultivogealzadcs.

MATERIAL DE LABORATORIO

Laboratorios de Ecofisiologia

El Laboratorio de Ecofisiologiade la ETSIHAA de Palencia Campus
Universitario de La Yutedacuenta con el equipamientecesario para llevar a cabo los
procesos de identificaciomislamientoy cultivo de hongos debresente trabajo de

investigacion.
Equipos

1 Balanza de precision marca GRAM modelo ST20E con calibracién
interna. Capacidad deepaje 22@. Legibilidad 0.1 mg.

1 Balanza de precisibn marca BLAUSCAT modelo -BH00. Capacidad
de pesaje 3100 g. Legibilidad 0.1 g.

1 Balanza de precision marca PCE modelo BS 3000. Capacidad de pesaje
3000 g. Legibilidad 0.1 g.

1 Placa con agitador magnéii@analégico, marca SELECTA P, modelo
AGITAMATIC -N. Potencia 630W. Temperatura maxima: 350°C.
Velocidad: 661600rpm.

1 Autoclave vertical marca SELECTA P, modelo PRESOCLANVECon
control de temperatura y ciclo por microprocesador y purgado
atmosférico. Reaglacién electrénica de la temperatura y tiempo con
lectura digital. Temperaturas desde 115°C hasta 134°C (0,62 a 2 bar).
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= =/ =4 4 =4

Campana de Flujo Laminar marca TELSTAR, modelo-B)M. Filtros
(impulsion) HEPA/ULPA H14 de eficiencia: > 99.999% (DOP) Clase
10. Ventladores centrifugos de alta eficacia con regulacion de la
velocidad. Equipada con lampara germicida U.V.

Desmineralizador de agua marca DAFA, modelo FE 300 DUO, con
controlador y display.

Camara multifuncion para ensayos de crecimiento de laboratorio con
humedad controlada, marca CLIMAS, modelo GROW/HR 1300.
Capacidad de 1300 litros.

Estufa de secado marca MEMMERT, modelo HPP. Temperatura
maxima: 70°C.

pHimetromarcapH-meter basic 20 + CRISON

Camara de germinacion Ibercex

Frigorificas marca Electroluy Whirlpool

Prensa mecénica

TermémetrdcW21/BRAND

Material fungiblee insumos

=4 =4 =4 4 =4 4 4 -4 4 -4 -4 -4 A4 -4 4

Tamices marca C.I.S.A

Botellas para autoclave

Tubos de ensayo 16 mm x 180n
Placas Petri 90 mm

Medio de cultivo PA (patata, dextrosa, agar) BioLife3D0
Carbonato calcico marca Panreac
Sulfato de calcio marca Panreac
Tijeras

Pinzas de acero inoxidable

Bisturi

Parafilm M

Papelde filtro convencional

Papel albal

Imanes agitadores

Guantes de latex estériles
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Frascos Erlenmeyers de vidrio de diferentes vollesen
Alcohol 96°

Mecheros de alcohol

Alcohol de quemar

T lelstar

BV-10q

Autoclave vertical Campana de Flujo Laminar Cémara multifuncién

Desmineralizador Estufade secado Materialde esterildad

Figura 12. Materiales y equipos paral proceso de cultivos de hongos

Todos los procesos de cultivo se realizaron con agua dersiirada.

Laboratorios de Nutricion y Bromatologia

El Laboratorio de Nutricién y Bromatologia, de la Facultad de Medicina cuenta
con los equipos y materiales fiibles para evaluar $acaracteristicas y propiedades

estudiadas en sustratos y setas cultivadas
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Equipos

=A =4 =4 4 4 4 4 -4 4 -4 -4 4 -4 -4 4

Agitador de tubodéi v or t e xXRaypana r c a
Agitador magnético AC860 marcal.Jimeno S.A.
Balanza de precision mars&RN ABS

Balanza marcKERN 572

Bafiode agua marcdelp Scientifica (multistirrer 6)
Molinillo marcaMoulinex

Centrifuga marcdabnet Spectrafuge 24D
Corgelador-24°C marcdagor
DisgregadomarcaMICCRA D-9 /RT

Equipo de agué&lix Millipore

Espectrofotometro marddELIOS modelos EpsiloithermoScientif
Estufa marcd&.SELECTA 150 litros

Mufla CARBOLITE marcal. Jimeno. S.A.
pHmetro model@H-meter basic 20 marcaCRISON
Pipetas automaticas modé?ooline PlugnarcaBiohit

Desecadomarca Raypa

Material fungible

=4 =/ =4 4 4 4 -4 -4 4 -4 -4 -4 -

Botellas de vidrio de diveps volunenes, desde 5 ml hasta 2 litros
Cazoletasle acero inoxidable

Crisolesde porcelana

Cronoémetro

Cubetas de poliestireno pargestrofotometria visible deral
Embudos

Espatulas

Frascos Erlenmeyers de vidrio de diferentes vohese
Gradillas pardaubos Falcon y para microtubos

Guantes anticaloricos

Guantes de latex

Imanes agitadoresmangos imantados

MatracesErlenmeyeide diferentes volimenes
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Microtubos de plastico de 1,5y 2 ml

Papelde filtro convencional marca Afora

Parafiim M

Pinzas de aceriooxidable

Pipetas de pldéiso estériles de 5, 10 y 25 ml

Probetas de vidrio y ddgstico de diferentes volumenes
Puntas deipeta automatica

Tijeras

Tubos Falcon de 15 y 50 ml

Vasos de precipitados de vidrio y plastico de diferentes volimenes.

=A =4 =4 =4 =4 4 -4 A4 -4 -2

Reactivogjuimicos

 Acido galico SigmaRef. G7384100G.

1 Carbonato sodic8igma RefS2127#1KG

1 Reactivo de FolirCiocalteauFlukaRef. 47641

1 Tampdn de extracciofiNaCl 0,28 M fosfato monosédico 5 mM pH=7,5)

Todas las solucionese preparan con agua tigtix Millipor e.

METODOLOGIA
Técnicas de laboratorio de microbiologia para cultivo de hongos

Utilizacion de camara de flujo laminar

Para garantizar un ambiente controlaiop siguié el siguient@rocedimiento
Una vez encendida la camara fiujo laminar, se higienizd por dentro con alcohol y
rollo de papel de laboratorio.ukgo se colodd dentro de la camara uno a uno los
utensiliosa utilizar en ese proceso, tamblénpios e higienizados, e encendifa luz

UV durante 20 minutos como mininpara terminar la este@hcion

En los casos en que es necesario dejar material dentro para atemperar, se deja
también con la luz UV, para evitar contaminaciones con otros hongos y/o bacterias. Este
procedimiento se utiliza tanto pala preparacion denedios de cultivoel llenado de
placas Petriaislado de setas silvestres, preparado de blancos de hamgoukado de

sustratos.
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Pecan

Caracterizacion de los residuos

Los materialesitilizados en este estudio son procedentes de residuos forestales
de nuez pecédel Valle de Guaalhorce, dela provincia de Malaga, Espafia. Los
mismos fueronrecogidos en diciembre de 2Q1@n k plantacionHaza del Palmar
(Coin, Malaga, Espafia). La misrmaaenta cor ha de plantaciones de 16 afios de edad
y concertificacion ecologica.

Los residuosse clasificaron en 3ategorias: cascaras de nuez pe¢@Pr),
pericarpio de nuepecan(PP) y las ramas deoda de los arboles de nuez petaP).
Primero se limpiaron de otros restos organi®ds interés en este estudffig. 13).
Luego se trocearon las ramasegprensaron las cascaraog pericarpiogfig. 13y 14).

Posteriormenteessecaron a 35°C para su conservacion.

a b c d

Figura 13. Preparacion de residuos de, a) nueces con pericaiggess antes de clasificar, b)
nueces con cascaras en bandeja para prensar, c) prensa mecénica para abrir nueces y prensar cascaras
y pericarpios d) cascaras troceadas.
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Figura 14. a) Ramas de poda, b) troceadora de biomasa y c) astillas de ranpesae

Determinacion del pH

Semedié el pH del agua debrimer escurrido de hidrataciéde cada sustrato
(CP, PP y AR)y los subsiguientes escurridos del agua de hidratacion de los residuos,
gue fueron cambiaddsvecescada 8nhs. Para ko, antes de cada mediciéecalibroel
pH metrq siguiendo los pasos anteriormente descriptos. Se procede a estima el pH de

cada resido en cada paso con 4 tomas de muestras.

Determinacion de la h umedad

La humedadle los residuos de petéCP, PP y &), o el contenido de agua, es la
pérdida de masa que experimentstos,después de someterlo a un proceso de
desecacién. La desecacion se realizd sobre muestrag dke residuos depecén en
cépsulas de acero inoxidabds una estufa termorreguda a 130°C durante 90 minutos.
Posteriormente se dejaron atemperar en el ddseckig. 15). Una vez que las

muestras se encontraron a temperatura ambiente, se procedio a pesarlas.
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Figura 15. Cazoleta de acero inoxidable con residuospieanen desecador

Determinacion de ¢ enizas

Las cenizags elresiduoresultanteque quedduego de unancineracion completa
de los componentes organicatke cada uno de los residu@P, PP y &). Estasse
obtuvieron a partir de muestras de 1g amla residuopreviamente desecasl y
colocadas ercrisolesde porcelaa. la calcinacién se realizén una muflaa una

temperatura de 535°Cdurante 14 horas

La incineracion es completa cuando el resultado es un regagolorblanco.
En los casos en lague después de transcurrir B horas no se consigue este residuo
sino un residuo negro gris oscurpse aflade 1 ml de agua destilada y se coloca en la
mufla hastabtener un residude colorblanco (Fig.16).

a b c d

Figura 16. Preparacion de las muestras y obtencion de las ceaighifla, b) muestra en
crisolesde porcelanantes de la incineracién, ¢) muestras incineradas y d) pesada de las cenizas
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Analisis de contenido fendlico

Para medir la capacidad reductora total de los residuos se utilizé el método de
Folin i Ciocalteau.Previanente a su evaluacidon se necegtepara los extractos

correspondientes.

Obtencidon de Extractos

Para la obtencion de los extractos se parti6 de muestrasidaos de cascaras
(CP), pericarpios (PP) y astillas de ramas de peean(AP). Los resduos sdrituraron
en unmolinillo paragranos decafé Los extractos spreparan en disoluciones de 1:20
sobre tampon de extracci@iaCl 0,28 M, fosfato monosédico 5 mM pH=7,5). Se
preparéel bafio a 75°C y se dejénaezcladurante 8 minutos. Inmediatame después
secolocaron en hielo. Posteriormergentrifugaon durante 3nin a 10.000r.p.m. (se
equilibran previamente los tubos) en centrifugara separael sobrenadanteel resto

del extracto se conserva20°C de temperaturgara futuros ensayos

Método de Folin z Ciocalteau

Los fenoles reaccionan con el reactivo de Foliocalteau dando un color azul
caracteristico. El reactivo de FolinCiocalteau esina mezcla comercial yootiene
mezcla de wolframato sodico y molibdato sodico en acidgfdfico y reacciona con
restos fendlicos presentes en las proteinas (tirosinas) y en compuestos como acido

galico y sus derivados, flavonoides, GdddavercPefia, 2014)

El acido fosfomolibdotungstico (formado por las dos sales en el medio acido), de
color amarillo, que al ser reducido por los grupos fendlicos da lugar a un complejo de
color azul intenso, es el que medimos a una longitud de 760 nm (Singleton y Rossi,
1965).

Este reactivo mide la capacidad reductora total de una muestsmlo el nivel
de compuestos fendlico®ara realizar la recta patrén se afadié la cantidad de agua
destilada correspondiente, al2ygtdhadel Eccam
g8lico 2,5 mM. Se af asolu@dn dercarlona addiecogi ub o 6 0
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% y se agitaron | os tubos en el fAvortexo.

de reactivo de FoliCiocalteau y se agitd nuevamefBasterreche&lizgaray, 2013)

OH OH

Reactivo de Folin
(W, Mo™) color

amarillo

Reactivo de Folin
reducido (W,
Mo>*) color azul

Figura 17. Reaccién de Foliii Ciocalteau.Girbés yJiménez (2010)

Los tubos se colocaron en ugeadila en un bafio de agua a 50%rantel0
minutos (Fig.18). Seguidamentese midi6 la absorbancia de las disolucionek a

longitud de760 nm en el espectrofotometro.

a b C

Figura 18. Tubos de extractos de residuos con reactivdsafipa 50°C y cespectrofotémetrd)V
calibrado

La medida de los diferentes extractos se realiza sustituyendo en el método, el
patrén de acido galico, por un volumen de extratra los calculos debemos tener en
cuenta el volumen de extracto utilizado y el volumen de extracto de partida (extracto

crudo). Los resultados se interpolan en la curva de calibrado d&\2de acido galico

y Se expresan en ¢ gomogmmedepeseco es de 8ci do
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Cepas

Todas lascepasutilizadas en dicho estudicson autoctona de la Peninsula

Ibérica

Comercial

El P. ostreatugPO1) fue suministrado pdvlicelios Fungisem(La Rioja), sobre
blanco de hongen semillas de trigoSe aisléel micelio en placas Petri d& nm de
diametro conmedio de cultivo PDA(patata, dextrosa y agay) se incubaron en la
camara de cultivo a temperatura controlada de 25°C. Posteriormente se conservaron las
placas en frigorifico a 4%Ccada 7 meses se rep@ln las placas parau Optima

conservacion

Figura 19. Réplica del micelio comercial de cepa PO1 en placa Petri

Recoleccion de carpoforos silvestres en la Peninsula Ibérica

Las setas silvestres d@. ostreatusy G. lucidum fueron recolectadas
mayormente por lositegrantes, M2 Virginia Ozcarkzermoselle, Raul Fraile Fabero, y
colaboradores, Carlos Roje Blasy Alvaro Rodrigo, de la Catedra de Micologia de la
Universidad de Valladolid.eron recogidos ented 2012 y 204, en el centraorte de
la Peninsula Ibérica. Se descriljgara cada estirpel hdbitat donde fuen hallade, su

fecha deecoleccion y su localizacion.
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Identificacion taxondmica

Posteriormente fueron clasificadas por el experto Raul Fraile Faberensigu
las claves y descripciones taxonomicas. La descripcion del basidiomiceto se realizo de
acuerdo a sus caracteristicas macro, micro y culturales mediante el uso de manuales
estandar delos autores Breitenbach y Kranzlin (1991), pdPa ostreatusy de
Polyporaceae (Bernichia, 200%) descripciones de Zhowy cols. (2014), para elG.
lucidum (fig. 20). Se compararon el color de la colonia, la morfologia, estructura de las
hifas e himenio y su estructura portante (Nithyaols, 2014). Posteriormente se
procedié a identificar kcepa deG. lucidumpor amplificacion y secuenciacién de la
region ITS (Inernal Transcribed Space) d&NA ribosémico (Zhengy cols, 2009).
Por ultimo, se codificaron las cepesn la inicialPO P. ostreatupy GL (G. lucidun),

segun correspondaeguido del nimero de orden de recoleccion.

Figura 20. Caracteristicas microscdpicas del B) ostreatugBreitenbach y Kranzlin, 1991) y b)
G. lucidum (Bernicchia, 2005)

47



Aislamiento del micelio

Las cepas d&. lucidumsilvestre yP. ostreatussilvestresrecolectadasdentro
de las 24hs, seaislaronen ambiente controlado, dentro de la camara de flujo laminar.
Se utilizé la técnica de réplica por medio del tejidatrayéndose un fragmento del
mismoentre la parte superior del sombrero y las laminaegpmnja Inmediatamente
se colocaron en edio de cultivo PDA (patata, dextrosa y agar), en placas Petf de 9
mm. Se incubaron en camara de cultivo a 25°C durante 15 dias. Posteriormente se
conseraron las placas en frigorifico a 49@ada 7 meses se replican las placas @ara

Optimaconservacion

Crecimiento del miceli o

Se midio el crecimiento radial del micelio en placas Rtr90 mm de diametro
con medio de cultivo PDApartiendo de una répé del aislamiento de la cepa original
(grado 2 del micelio)Se inocularon 10 placas, por cepa, en la parte central, con un
cuadrado de micelio de 1 mm de lado. Posteriormente se marcaron las placas con 3
rectas(A, B y C) quesecruzan en el centro deticelio a 60°%ada ungJayasinghey
cols, 2008;Imtiaj y cols, 2009) Se incubaron en cdmara de cultivo a 25°C en total
oscuridad.El crecimiento se estimd sobre el promedio de las 3 réfitas21). El

indicador utilizado es la media (M) repetida decimiento por dia; M= (A+B+C)/3.

Al terminar la colonizacion en cada placa, se la dio vueltaeyrotulg
colocandose el dia y especie. Las placas se guaréara frigorifico a 42, para

conservar las cepas.
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Figura 21. Métodoutilizado para medir el crecimiento del micelio en placas Petri

Preparacion y conservacion del blanco de hongo

La preparacion del blanco de hongo se llevé acabo en frascos de vidrio segun las
siguientes proporciones: 59,% de grano de trigo duiiategral biobgico, 40% de agua
destilada, 0,26 deCaCQy 0,8 % de CaSQ sobrepeso seco, (Curvettpcols, 2002
Varneroy cols, 2010). Luego se colocaron en autoclave a 121°C por 45 minutos
(Stamets,2000. Se seleccionaron los micelios P@epa comercial ibéricale P.
ostreatusy GL1 cepa silvestrele G. lucidum Se procedio a inocular los frascos con una
dosis de miceliggrado 2)del 5%, procedente de placas Petri. La incubacion se llevo a
cabo a 25°C, hasta su colonizacion. Se repitpgracedimiento para obtener blanco de

hongo de segunda generac{grado 2) partiendo de una réplica del anterior.

Crecimiento del Blanco de Hongo

El blanco de hongo dgrado 2se utilizd para obtener los nuevos blancos de
hongos en frascos de vidrioprc similares proporciones y procedimiento anterior
descripto, solo que se trazaron 3 rectadicalesalrededorde los frascasSe midieron
los dias que tardé el micelio en colonizar los granosbaéplicaspara cada cepa (RO
y GL1).
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Preparacion del s ustrato

Los residuos d@ecan(CP, PP y AP)ke tamizaron entre 2mm y 5mm. Se
prepararon de forma independiente, se lavaron y luego se hidrataron con agua destilada
por 24 horas, con una renovacion de agua cada 8 horas. Se procedié a escurrir el
excedente hasta obtener una humeataice 60% y 70%. Se adiciondl®b de CaCQ
sobre peso seco, a cada residuo (Yampls, 2003; Manavalang cols, 2012). Los
sustratos utilizados se presentan7ecombinaciones diferentes, una de cada sustrato
independiente (®, PPy AP), su combinacioral 50 %entredos de ellogl:1) y al 33%

(1:1:1) Las combinaciones de sustratos se muestran en laIlabla

Tablall. Formulacién de sustratos (cascara de npezdnCP, pericarpio de nuegecanPP y
astillas de ramas dpecanAP)

Formulacién de lossustrato

Residucs Mezcla (% p/p) Aditivo (%)

CP PP AP CaCOs;
cP 100 1
PP 100 1
AP 100 1
CP+PP 50 50 1
CP+AP 50 50 1
AP+PP 50 50 1
AP+CP+PP 33 33 33 1

Cultivo

El cultivo se lleva a cabo en tubos derifh de didmetro interior y 18®&m de
longitud, con 130mm de carga de sustrato (Philippousgi€ols, 2007; Gonzéalez
Matute y cols, 2002; Curvettoy cols, 2002; Hsiehy Yang, 2004; Yang, 2003). Se
esterilizaroren autoclave a 121°C por 45 minutos (Ygrapls, 2003;Joy cols, 2013).
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Al enfriarse, se inocularon con una dosis de 5% de blanco de hongo en la parte superior
del tubo y se taparon conrpéilm. La incubacion se realizn camara de cultivo a 25°C
entotal oscuridad, hasta su colonizacion. Duranteolanizacion del micelipse midié

su crecimiento diario marcando su avance sobre 3 rectas a lo largo de los tubos,
utilizando el mismo indicador (M) que para el crecimiemicelial en placasEl ratio

A Glonizaci n del mi c el i o utilizéh pafadniedir)ladbcolonigagi@ esae
dado por los 13tnm que debid recorrer el micelio, sobre los dias medios que tard6 en
invadir el correspondientesustrato(Jayasinghey cols, 2008; Imtiaj y cols, 2009)

Luego de la colonizacion de los tubos, se colocaron en el frigorifico a 4°C gt 48
dandole un shock térmico para propiciar la fructificacion (Yilgizcols. 2002;
Philippoussisy cols, 2007). Seguidamente, se colocaron en la canda cultivo a
tempeatura de25°C, con una humedad controlada de%8% un fotoperiodo de 10
horas de luz diarias (7€800 lux, con tubos fluorescentes). Se realizaron 3 repeticiones

de caddormulacion del sustrato, para cada cepa empleada

Rendimientos

Los rendimientos seniden mediante tres indicadores. La eficiencia biolégica
(EB), que corresponde al peso acumulado de los carpoforos ffedpeso del sustrato
secopor 100. La producciéon (P), se calcula mediamgeso acumulado de las setas
frescas sobre el peso delsgrato humedgor 100 La eficiencia biologica en seco
(EBS) se mide mediante el peso acumulado de los carp6foros secos / el peso del sustrato
seco por 100.

Analisis del contenido fendlico

El contenido fendlicale los carpéforosultivadosse midié mediate el nétodo
de Folini Ciocalteay paralas 7 formulacionegde sustrato, siguiendo el método

descripto para los residuos de npezan
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Analisis estadistico

Los datos presentados son la media de los resultados de al menos tres
repeticiones de cada tiple ensayo, con un error estandar menor%al &l analisis de
la varianza (ANOVA) y el andlisis de medidas repetidas se pusieron a prueba por el
software STATGRAPHICS Centurion 14.0. Las diferencias significativas entre los
tratamientos se comparararediante la prueba de (LSD) de Fisher al nivel del 96,0

de confianza.

Pararecolectarprocesar yanalizar los resultados obtenidds los ensayos en
placas, tubos wynalisis de fenoles totalsg utilizé el software Microsoft Office Excel
2010, como tarbién para obtemda recta patron requeridas paravetodode Folini

Ciocalteau

Paraexponerlos resultadograficos se utilizé el programde softwareGraph
Pad Prism 5
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RESULTADOSY DISCUSION

A continuacion se detallan los resultados del presssitalio.
Caracterizacion de los residuos de Pecéan

Determinacion de pH, Humedad y Cenizas

En la tablasiguientese detallanen las primeras 3 columnas ldatos de pH
producto del agua desi@ada de los 3 escurridos debpeso de hidratacioparalos
residuogde cascaras de nupecan(CP), pericarpio de nugecan(PP) y ramas de poda
de los arboles de nupecan(AP) (Tablal2). En la siguiente columna de la tali se
muestra el porcentaje de humedad de cada residuo, referidas drepesd’or Utimo
en la tabla se expresan las cenizas resultantes de la incineracion de las muestras de los
residuos. Los resultados de cenizas expresados en porcentaje de peso de cenizas sobre

peso seco de los residuos, estan relacionadas con el contenido de siteecaléa uno.

Tabla12. Caracterizacion de pH, humedad y cenizas de los residupsadm(CP, PP y AP),
dadas en M £ DE (media + desviacion estandar)

pH
Residuo Humedad Cenizas
(%) (% plp)
1° escurrido  2° escurrido  3° escurrido
CP 6,05+ 0,02 558+0,04 6,17 + 0,09 9,98+0,78  1,42+0.14°
PP 5,76+ 0,02 5,76+ 0,01 594 +0,01 6,44+ 0,04 6,36+ 0,62
AP 6,11+0,02 52 +0,01 574+0,12 9,97+7,12 1,12+ 035"

ReferenciaM = DE con la misma letra no s@ignificativamente diferentes, P<0.05.

Se observa que hay una diferencgn#icativa en las cenizas dexfcarpio de
nuezpecarn con respecto a las cascaras y astillas de ramas. El valor obtenido es superior

al observado anteriormente 1,7 % p/p (HernasMdertoyay cols, 2011).

Determinacion de contenido fendlico (método FolinzGocalteau )

Inicialmente se realizéa rectapatron con acido galico. Los experimentos se
realizaron por triplicado y se calcul6 el valor medio de las diferentes absorbancias. En la
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figura 22 se representa la recta patron de absorbagoide longitud d&60 nm frente a

diferentes volumenes de acidalico 2,5 mM.

14- Método de Folin-Ciocalteau. Recta patron

12 - y = 0,0358% 0,0027
R2 = 0,9996

0,8
0,6

04 -

Absorbancia (760 nm)

0,2 1

O T T T 1
0 10 20 30 40

ug de Acido galico

Figura 22. Recta patron de la reaccion de acido gélico con el reactivo de Fdliimcalteau

Para medir |l as muestras de extractos sus

crudo de cada residuo gecan Los esultados se muestran en la tdtia

Tabla13. Contenido fendlicale los residuos deecén en ps (peso seco)

€eg eq. AcenpsG

Residuo
Media DE
CP 10,28 1,22
PP 4,97 2,31
AP 6,18 2,18

Blanco CP PP AP

Figura 23. Cubetas para medir el contenido fendlico de los residugedén
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Residuo

Figura 24. Contenido fendlicade los residuos dgecan en peso seco. Las diferentes letras en
las columnas representan ldgerencias significativas, P< 0.05.

Se observa en la figura 24 que las cascaraped@npresentan diferencias
significativasen contenido fendlico, respecto a los otros dos residuos en estudio (PP y
AP). Las cascaras dpecdnposeen un elevado contenide fenoles de aplicacion
practica.Esto coincide corel estudio dePinheiro do Pradg cols. 009) donde han
estudiado las propiedades antioxidantes de las cascaras para su aplicacion como

infusion.

Cepas

Habitats ibéricos de P. ostreatus

El P. ostreatus(Jacq.) P. Kummposee 135 citas oficiales en la Peninsula
Ibérica, localizadas en 10 bases de datos Peninsyl@aiié, 2015) De ellas, 66

cuentan comxsiccatgoropia en sus respectivos herbarios.

En la Peninsula Ibérica encontramos citas deddeivel del mar (Valencia)
hasta los B60 metros de altura (Valverde de la Sieftapn), perteneciente aal
coleccion de cepas en estudio
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Exceptuando los climas de alta montafia, hay informacién de recolecciones en
un abanico climatico muy amplio: mégliraneo, eurosiberiano u oceanico, continental y
arido. Existen procedencias Beostreatusecolectadas en la Sierra de Grazalema, area
de mayor pluviometria de la Peninsula en un solo afio, y en zonas con menos de 100
mm de precipitacion anual como ehdNé de Ucanca, en la isla de Tenerife, que estando
fuera del area de estudio sirve de referencia como ejemplo de plasticidad ecolégica del

taxon.

En bibliografia secitan como hhitat natura¢és lostroncos vivos y muertos de
planifolios, en especial sabhayagFagus sylvatich alamoqPopulug y saucegSalixX)
sendo muy reo de localizar en coniferasiUetifica sobre todo tras lasipreras heladas
nocturnas suaveg$erhardty cols, 2000).La base de datos de la Catedra de Micologia
de la Universidad de Valladolid (Fraile y Oria de Rueda, 2015) dispone de datos de
recolecciones sobreigtus ladanifer, Populus alba, Queus fagnea, Salix sp., Populus
nigra y Populus x canadensisEs frecuate encontrarlo sobre fardos de paja

abandonados en terrenos agricolas.

Otros habitats dondge harecolectado la seta ostra en Castilla y LeOncapas
de vifias(Vitis vinifera), nogal guglansregia) y olmo comun(Ulmus minor) También
hemos localizadeesta seta en pino negré®inus pinastey, olmo siberiano(Ulmus
pumild) y acebo(llex aquifoliun). Estos tres ultimos habitats pertenecen a cepas de la

coleccion en estudio del presente trabajo.

Coleccion de P. ostreatus

La siguiente coleccion es prado de este trabajo de investigacion y se

encuentra almacenado en la Catedra de Micologia.

PO1

La primera cepa en estudio PO1 correspoatke cepa comercial de Micelios
Fungisem, de La Rioja, la cual, segun datos brindados por la propia enpposgane

de una estirpe originaria del norte de Espafa.
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PO2

La estirpesilvestre PO2se recolectd el 2 de octubre de 2@Los Llares,
Arenas de Iguiia (Cantabriagn bosquecerrado deFagus sylvaticacon muy escaso
sotobosque con presencia puntual plentas comoAnemone nemorosajelleborus
viridis, Euphorbia amygdaloides, Melica uniflorg Oxalis acetosellaEl hayedo
presenta una fraccion de cabidabierta del 100 %. El carpéforo recolectado fue
encontrado en un tocon de madera de haya.

a b

Figura 25. a) Fotografia del habitagCarlos Rojo de Blasp) capo6foras PO2

PO3

La estirpe silvestre PO3 se recolect6 el 15 de noviembre de 2012 sobre un tocon
de un olmo de SiberiaU(mus pumilg, cortadovarios afios antesEste tocon esta
localizadoen el jardin de la EscuelaéEnicaSuperior delngenierias Agrariasen el
Campus de Palenci&l tocén se encuentra en una zona de vega con céspatdiuda

perenne.
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a b

Figura 26. a) Fotografiade primordiosen suhabitaty b) carp6foros PO3 en crecimiento

PO4

La estirpe silvestre PO4 se recoleat@ediante la colaboracion del Centro de
Ecologia Facional de la Universidad de @abra,en Oliveira do tspital Coimbra,
Portuga) en habitat dePinus pinastercon una fraccién de cabidaibierta del30 %
sobre madera desta especieEl sotobosque con presencia de gramineas variadas
(Avenula sulata, Agrostis truncatula, Agrostis castellgng cistaceas arbustivas

(Cistus psilosepalus ialimium lasanthun).

Figura 27. a) Fotografia del habitat, b) carp6fasdO4
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PO5

La estirpe silvestre PO5 se recolectd en el AceleaV/alverde de la Sierra,
Ledn, Esparfiael 9 de septiembre de 2013 sobre madera de altebaduifolium). Este
pequefio bosque de acebos consta de 2 manchas muy densas junto al arroyo Cirefia y
servia de refugio para el ganado del pueblo (actualmente en desuso). El acebal apenas
presenta vegetacién en su interior aunque incluye gramineas resistdats®mbra
comoMelica unifloray Brachypodium sylvaticunil suelo esta cubierto de hojas secas
de los acebos y rocas recubiertas de musgo. El denso acebal se localiza dentro de una
pradera de diente de tipo montano (Region Eurosiberiana).

a b

Figura 28. a) Fotografia del habitat, b) carp6fasdO5

PO6

El P. ostreatusilvestrePO6 fue recolectado en los Pirineos. Smgi el 21de
octubre de 2013, en ebmje @& La Fuente del Paco, Villanua (provincia ldeesca
Espafia) en un bosque ddies albamezclado con algunos ejemplares Eagus
sylvatica El sotobosque incluye la presencia de las plabtedis acetosellaFestuca
altissima, Milium effusum Pyrola uniflora, Orthilia secunda, Prenanthes purpurga
Goodyea repens El suelo del bosque es mas o menos profundo, el clima eurosiberiano
huimedo vy la altitud de unos 1200 m. El carpoéforo fructificaba sobre madé&@gde

sylvatica.
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Figura 29. a) Fotografia del habitat, yarpéfores PO6, (Carlos Rojo de Blas)

Tabla14. Origen y caracteristicas de los habitats de cepas Ibéricds dstreatuen estudio

Cepa Habitat
Fecha
Cédigo Origen Sustrato Caracteristica
Fungisem, La Rioja )
PO1 5 - Cepacomercial 07/2012
Espafia
Los llares, Aranas de
PO2 Igufia, Cantabria Fagus sylvatica Silvestre 02/10/2012
Espafia
Campus Palencia ) )
PO3 Ulmus pumila Silvestre 15/11/2012

Palencia, Espafia

Oliveira do Hospital, ] )
PO4 Pinus pinaster Silvestre 05/12/2012

Coimbra,Portugal

Valverde de la Sierra
PO5 llex aquifolium Silvestre 09/09/2013

Ledn Espafia

Fuente del Paco
PO6 Villanua, Huesca Fagus sylvatica Silvestre 21/10/2013

Espafia
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Crecimiento de cepas

El ratio delcrecimientodd micelio (mm.dia") sobreplaca Petrien medio de
cultivo PDA, para cada una das cepa de la coleccion dé°. ostreatuslbéricasse

puede observar en la figuga.

14 =

a
b
12+ %5

104 @
d

Crecimiento del micelio (mm/dia)

'S

N 1% ) H
L L L L L
Cepas

Figura 30. Ratio de crecimiento micelial de las diferentes cepas Ibéric&s dstreatusLas
medias con distinta letra son significativamente diferentes, (P< 0.05).

Seobservague hay diferencias significativas en la mayoria de las cepas
excepcion de las cepas PO3 y PO5. La cepa comercial PO1 es la que arrojé un mayor
crecimiento micelial, es por ello que se eligio este micelio lparsiguientes faseke

cultivo.

Habitats ibéricos de G.lucidum

El G.lucidumes un hongo sapréfito, excepcionalmente parasito (Moreods,
2004; Bernicchia, 2005). Esta especie es cosmopolita, y en Europa se ha citado sobre
restos de lefiosas pertenecientes a los géreaetanea,Celtis, Populus, Fraxinus,

Platanus, Fagus, AcefTilia, Quercus, Robinig en la conifer@icea abieRyvarden,
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1990, Bernicchia, 2005). Es muy frecuente como saprofita en bosques esclerdfilos

mediterraneos (Morenmpcols, 2004).

El G. lucidum sobre todo, esta ligaden la naturaleza a raices musria
enterradas de frondosas, especialmente de los géReevsus y Castane@aublanc,
1921; de la Parray cols, 2008),esta muy ampliamente distribuida en la Peninsula
Ibérica, tanto en la Region mediterranea como en la eurosiberiana (Telleria, 5880). E
autora, Maria Teresa Telleria, en su tesis doctoral publicada y primera obra monografica
de losAphyllophoralesspafioles, incluye citas de la especie en las provincias de Céadiz
(Sierra de Grazalema), Madrid y Navarra (Echarri Aranaz), indicando ghebse
citado fAabundantemente en | a bibliograf2zabo
especies del génerQuercuscomo Q. robur, Q. suber,Q. ilex yQ.r ot undi f ol i ac
(Telleria, 198). Un aspecto interesante es el recalcar que llega a crecer aesté su
ibérico, la region europea mas seca, como es el caso de la provincia de Almeria
(Calonge y Oria de Rueda, 1988) en donde se encont€d. dex rotundifoliaen la
localidad de Bacares. En la provincia de Granada se encuentra frecuentemente en

encinasen areas montafiosas, como Sierra Elvira y la Alfaguara (Oriegja, 1982).

En Catalufia se considera termdfila y mediterranea, frecuente en las zonas bajas
asociada a raices y ramas enterradas de encinas, alcornoques y robleg ¢dldal
1995, Mufi@, 1996).Desde la Catedra de Micologia de la Uttanbiénse la ha
localizado y herborizado en los encinares mediterraneos calcicolas de Montpellier (sur
de Francia, en la region colindante con Catalufia). También aparece en los al@nares (
ilex ilex) de Mallorca y Menorca (Aguasgecols, 1992) donde se observan ejemplares

de carpéforos de pequefio tamafio y muy similares a los de la zona de Montpellier.

El equipo dela Catedra de Micologia habservado esta especie por todas las
provincias de la coomidad auténoma de Castilla y Le6n, desde zonas bajas asociada a
restos enterrados d@ ilex y Q. subera unos 206800 m en su mayoria, pero alcanza
zonas a unos 1000 m de altitud asociadas a restos enterra@pyenaicaen la
provincia de Zamora (Ote de Centenos). En Salamanca se encuentra tar@o ikx
como enQ. pyrenaica(Calongey cols, 2000). En Navarra se encuentra sobre todo en
Q. ilex y algo menos e. pubescensmucho mas raramente Bagus sylvatica otras
especies (Garcia Bona, 200&n ambientes mediterraneosnas secos esta ligada de

forma casi exclusiva a raices y lefios enterrados. En la Region eurosiberiana, de
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ambientes mas lluviosos se puede observar mas frecuentemente sao® {trimcones
(Gerhardt, 1995).

De la provinciade Madrid aparecen citas por toda la proanaomo en el
Monte del Pardola Casa de Campo, asociada a raiz de encina (Arranz, 1988). En
Guadalajara aparece en diversas localidades asociad@s ilex y Q. pyrenaica
(Carballal, 1974). También se ha ditaenQ. pyrenaicaen las provincias de Toledo y
Ciudad Real (Moreng cols, 2004).

En Aragon se ha localizado en zonas con encinas y robles, pero en lugares
relativamente mas altos, huyendo de lashawas aridas y continentaleSe han
localizado numerosas citas enl atlas regional, como son lasstribaciones de los

Pirineos, Moncayo y Albarracin, entre los 800 yA&9de altitud (Sanchez, 2012).

En Asturias se observa frecuentemente creciendo en el suelo sobre restos
enterrados de raices de edi&l. En Extremadura se encuentra ampliamente distribuida

en los encinares.

En el norte de Europa se encuentra tami@etucidum pero en este caso es
frecuente bajo coniferas, en concrél@ea abies(Ryvarden, 1991). Una especie
sumamente parecida y deeilindrico y bien marcado €anoderma carnosurRat.
que crece asociada Abies albay frecuente en los abetales alpinos y pirenaicos
(Breitenbachy Krantzlin, 1986; Palazon, 2001; Bernicchia, 2005). Sdtaex decidua
aparece otra similaGanoderma &lesiacunmBoudot (Bernicchia, 2005).

Coleccion de G.lucidum

La siguiente colecciéon es producto de este trabajo de investigacion y se

encuentra almacenado en la Catedra de Micologia.

GL1y GL2

Los carp6foro GL1 e GL2 aislados en Robledo de Chavela, Madrid, Espafa se
recolectaron a 300 metros de distancia una de otra, en diferentes fechas (octubre de
2012 y abril de 2013, respectivamente), en bosquirdes pinasteen estrato superior

con 1012 metros de alturaQuercus ilex subsp. ballota Juniperus oxycedrusn un
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estrato medio con-8 metros de altura, y matorrales @estus ladanifer Rosmarinus
oficinalis, Daphne gnidiumy Pistacia terebinthusjunto a la regeneracién de las 3
especies adreas. El bosque se mantiene limpio con podas y clareos, a la vez que se le
somete a pastoreo de ganado vacuno de 3 a 6 meses al afio. El suelo es &cido, muy
arenoso y rico en materia organica. La roca madre es granito y aflora en numerosos
puntos, generamdzonas mas umbrias y frescas, pero con urfarptmad de suelo muy

variable.

a b c

Figura 31. a) Fotografia del habitagAlvaro Rodrigo) b) capodforos GL1y c) GL2

GL3y GL4

Las estirpes GL3 e GL4 se recolectaron en Valdespina, Palencia, Espafia, sobre
madera deQuercus faginean junio de 2013, a 1 km de distancia respectivamente.
Bosque de quejigar monespecifico Q. fagined, con abundancia de espinares,
Crataegus monogyn#&osa canina, Lonicera etrusca, Galiwaparine,Juncuseffussus
y Scirpus holoschoenusuelos cubiertos de gramimse@venula bromoidesBromus
erectus Festuca ampla, Brachypodium phoenicoidets) con cobertura 1086, zona
encharcadan invierng muy himeda. Presencisedyanado ovino, asi como de corzo

(Capreolus capreolysy jabali Sus scropha
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C d

Figura 32. a) y c) Fotografia de los habitats, b) y d) carp6foros GL3 y GL4

GL5

La cepa des. lucidumGL5, fue recolectada en junio del 2013 en Villajimena,
provincia de Palencia, Espafiabse raices y restos mixtos d@uercus fagineay
Quercus ilex, subsp. ballot&ddonte de encinar quejigar Mediterraneo, con presencia de
Crataegus monogyna, Lavandulatifalia, Thymus zygis, Asphodelus spp., Rhamnus
saxatilis, Thapsia villosaEncinar calizo con terreno pedregoso, el monte se mantiene
con podas y aclareos biates Abundantes pastofresencia de ganado ovinde

corzo y jabali
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Figura 33. a) Fotografia del habitat, b) cabvforoGL5

GL6

La cepa GL6 se recolecto el 2 de noviembre de 2013 en la Comarca de Tierra de
Campos, en Villaldavin. El carfdro seencontrabasobre restos radicales de Encinar
(Q. ilex, subsp ballota). Encinar sobre terreno basico pedregoso EI monte se
mantiene con podas y aclareos bianudkssencia de abundancia de pastos y brotes de
encinar desde raizAsphodelus sp.en abundacia, espino blanco (Crataegus
monogyna), Thapsia villosa, €us laurifolius, Agrostis castellana, Festuca ampla,
Stipa giganteaRumex intermedius, Bromus madritensis, cardos Eryngium campestre,

Asparagus acutifoliusPresencia de liebres, ganado ovino y jabalis.

a b

Figura 34. a) Fotografia del habitat, b) caoforoGL6
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GL7

La cepa GIZ se recolectd €l0 de noviembre de 2018n Encinar de Mate el
Viejo, Palencia. Zona de climaediterrdneo de transicion continentdlerreno
pedregosode caracter basico. Monte de uso recreativo gamte de la ciudad de
Palencia. Sotobosquen elevada diversidad de arbustos, pastos y rebrote de encinas.
Rosa sp Ramnus saxatilid,onicera etruscaCistus laurifolius,Thymus zygjsThymus
mastighophorusAsparagus acutifolius, Genista scorpius, usgum vulgarg Agrostis

castellanaBromus spZona con abundante presencia de Jabalis.

a b

Figura 35. a) Fotografia del habitat, b) cadforoGL7

GLS8

El carpoforo deG. lucidumGL8, fue recolectado en noviembre de 2014 en
Perales, provincia de Palencia, Espafa, sQurercus ilex subsp ballota Monte de
encinarmezclado con carrascé®. fagineg. Arbustos deCistus laurifolius espinares
de Crataegusmonogyna y Rosa canin@tras plantas presentes en el sotobosque son
Lavandula peduncuta, Aphodelus sp Thymus zigisErygium campestreEl terreno
presenta enclaves acidos dentro de la gran superficie caliza, con elevada diversidad
micoldgica. Semantiene con podas y aclareb&nuales. Presenciabundantede

ganado ovin@sicomo conejos, liebres y jabalies.
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b

Figura 36. a) Fotografia del habitat, b) canforo GL8 (Raul Fraile Fabero)

Tabla 15. Origen y caracteristicade los fabitats de cepas Ibéricas de iBcidum en estudio

Cepa Habitat
Fecha
Cddigo Origen Sustrato natural Caracteristica
Robledo de Chavela Quercus ilex subsp. )
GL1 ) Terreno &cido 20/10/2012
Madrid, Espafa ballota
Robledo de Chavela Quercus ilex subsp. )
GL2 ) Terreno acido 30/04/2013
Madrid, Espafia ballota
Vladespina, Palencia ) .
GL3 . Quercus faginea Terreno bésico 24/06/2013
Espafia
Valdespina, Palencia ) .
GL4 . Quercus faginea Terreno bésico 24/06/2013
Espafia
o ~ Mixto: Quercus faginea
Villajimena, Palencia, ] o
GL5 . y Quercus ilex subsp. Terreno basico 25/06/2013
Espafia
ballota
Villaldavin, Palencia, Quercus ilex subsp. o
GL6 Terreno bésico 02/11/2013
Espafia ballota
Palencia, Palencia Quercus ilex subsp. o
GL7 Terreno bésico 10/11/2013
Espafia ballota
Perales, Palencia Quercus ilex subsp. Terreno basico
GL8 19/11/2014
Espafia ballota con zonas neutras
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