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Supplemented spawn: evaluation of a method for optimizing spawn
production for the cultivation of Pleurotus on coffee pulp

Abstract. A suitable spawn must have the ability to grow rapidly and invade the substrate,
overall on pasteurized substrates. The objective of the paper was to evaluate a method to
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determine the appropriate physiological state of inoculum for a quick and vigorous
colonization of substrate. Mycelial growth of 11 strains of Pleurotus (P ostreatus, P
pulmonarius and P. djamor) from 10 types of spawn prepared with seeds of sorghum, millet,
powdered coffee pulp and peat was studied. Samples were taken every week for 3 weeks to
determine the peak of metabolic activity in the mycelium, through the oxidation of
fluorescein diacetate (FDA) and best results were obtained in week 2. The higher metabolic
activity was obtained with two formulations of spawn and they were used to evaluate the
productivity of the 6 selected strains. Results suggest that the use of supplemented spawn
does notincrease the biological efficiency. However, the method of assessing the oxidation of
FDA, to determine the time the seed has a high metabolic activity and differentiate spawn
formulations that ensure rapid and vigorous growth initiative.
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Resumen. Un in6culo adecuado debe tener la capacidad de crecer e invadir rapidamente el
substrato, sobre todo en substratos pasteurizados. El objetivo del trabajo fue evaluar un
método que permita determinar el estado fisiolégico adecuado del in6culo para obtener una
rapida y vigorosa colonizacién del sustrato. Se estudi6 el crecimiento micelial de 11 cepas de
Pleurotus (P, ostreatus, P. pulmonarius y P. djamor) a partir de 10 tipos de indculo preparado
con semillas de sorgo, mijo, polvo de pulpa de café y turba. Se tomaron muestras cada
semana durante 3 semanas para determinar el momento de mayor actividad metabélica en
el micelio, a través de la oxidacion del diacetato de fluoresceina (FDA), los mejores resultados
se obtuvieron en la segunda semana. La mayor actividad metabdlica se obtuvo con dos
formulaciones de inéculo que se utilizaron para evaluar la productividad de las 6 cepas
seleccionadas. Los resultados sugieren que el uso del indculo suplementado no aumenta la
eficiencia bioldgica, sin embargo, el método de evaluacién de la oxidacién del FDA, permite
determinar el momento en que el inéculo tiene una actividad metabélica alta y diferenciar
las formulaciones de in6culo que aseguran un rapido y vigoroso inicio de crecimiento.
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Introduccion

El indculo cominmente utilizado para el cultivo de hongos
comestibles, conocido popularmente como “semilla”, se
obtiene con la reproduccioén masiva del micelio en granos de
diferentes gramineas que son utilizados como vectores para la
dispersion del mismo en el sustrato final de cultivo. El in6culo
de Pleurotus spp. se prepara comercialmente sobre granos de
sorgo, mijo, trigo u otros materiales de facil acceso (Chang y
Miles, 1989).

La presencia de mohos antagonistas es frecuente en
los cultivos de especies de Pleurotus en pulpa de café. Dichos
mohos compiten por espacio y nutrientes lo que causa severos
dafios en la produccion (Savoie y Mata, 1999). Los ataques de
estos mohos, pueden inhibir el crecimiento del micelio de
Pleurotus y reducir o anular la produccion de las
fructificaciones (Guzman et al., 1993).

La adicion de suplementos al indculo mejora la
resistencia del micelio de los hongos comestibles contra el
ataque de mohos antagonistas, asi también sirve para una pre-
adaptacion del micelio al sustrato en el cual serd cultivado
(Savoie et al., 2000). La elaboracion de un indculo vigoroso,
capaz de colonizar el sustrato rapidamente y evitar asi la
posible apariciéon de antagonistas, es una de las necesidades
fundamentales en la industria del cultivo de los hongos
comestibles. La estimacion de la hidrolisis del diacetato de
fluoresceina (FDA) permite asociar la actividad metabdlica
del micelio a la biomasa del mismo en etapas iniciales del
crecimiento micelial (Mata y Savoie, 1998). Este principio
podria permitir una evaluaciéon sencilla que ayude a
determinar el estado fisiologico del micelio en el inoculo asi
como su capacidad para invadir las semillas y materiales
utilizados para su preparacion. El objetivo de este trabajo fue
optimizar la calidad del indculo para el cultivo de Pleurotus
spp. en pulpa de café y evaluar un método que permita

determinar el estado fisiologico de la biomasa micelial para

obtener unarapiday vigorosa colonizacion del sustrato.

Materiales y métodos

Cepas estudiadas

Se estudiaron 11 cepas adscritas al género Pleurotus, de las
cuales 6 pertenecen a P. ostreatus (IE-38, IE-49, IE-131, IE-
137, 1E-238, IE-240), 2 son P. pulmonarius (IE-140, IE-225)
y 3 son P. djamor (IE-121,1E-197,1E-218). Todas las cepas se
conservan en medio de cultivo papa dextrosa agar (PDA) y se
encuentran depositadas en el cepario de hongos del Instituto

de Ecologia, A. C. en Xalapa, Veracruz, México.

Preparacion de las formulaciones de inéculo

Se utilizaron semillas de sorgo (Sorghum vulgare Pers.) y
mijo (Panicum miliaceum) asi como los suplementos polvo
de pulpa de café (Coffea arabica L.) y polvo de turba. Las
semillas se tamizaron para eliminar todo tipo de residuo y se
hidrataron en agua durante 24 h hasta obtener un porcentaje
de humedad entre el 70y 75 % (Guzmanet al., 1993). La turba
y la pulpa de café se colocaron en un horno a 70° C durante 24
h, para su deshidratacion. Posteriormente, se molieron y se
depositaron en frascos herméticos para evitar su
rehidratacion. Se prepararon 10 diferentes formulaciones de
inoculo (Tabla 1), de las cuales la formulacion 1 (F1) fue
considerada como testigo. Una vez preparadas las
formulaciones con los suplementos, se esterilizaron a 121° C
durante 1 h. Después de enfriarse, cada una se inoculd con un
circulo de 0.7 cm de didmetro de medio de cultivo PDA con

micelio de cadauna de las cepas.

Sustrato utilizado

Se utilizé pulpa de café obtenida de un beneficio en la ciudad
de Coatepec, Ver., la cual se deshidrat6 al sol. Larehidratacion
de la pulpa de café se realizé sumergiéndola en agua por un

lapsode 24 h.

Tabla 1. Composicion (%) de las diferentes formulaciones de
inoculo estudiadas

Férmulas Sorgo Mijo Pu(lj};éde Turba
F1(Testigo) 100 0 0 0
F2 50 50 0
F3 95 0 5 0
F4 95 0 0 5
F5 45 45 10 0
F6 475 475 5 0
F7 45 45 0 10
F8 475 475 0 5
F9 90 0 5 5
F10 45 45 5 5

Estimacion del area de crecimiento micelial

La prueba de crecimiento micelial se realizo en cajas de Petri
estériles, con 20g de pulpa de café pasteurizada con vapor
durante 1 h a 95° C. Las muestras se inocularon, en
condiciones de esterilidad en una camara de flujo laminar, con
1 g deinoculo de cada una de las formulaciones (F1 aF10). Se
prepararon 10 réplicas por formulacion. Las muestras se
incubaron a 25° C en oscuridad durante 4 dias al término de
los cuales se marcoé en la tapa de la caja Petri la superficie que
ocupaba el micelio. Se calcul6 el area micelial desarrollada,
con un medidor de area foliar marca Licor modelo 3100. Las

areas miceliales fueron expresadas en cm’ (Mata et al., 2001).

Estimacion de la biomasa micelial asociada a la actividad
metabdlica

Se estudiaron inicamente las cepas y las formulaciones en las
que se obtuvo mayor crecimiento micelial. Se colocaron 50 g
de las formulaciones seleccionadas en frascos de vidrio (15
réplicas por formulacion) y se esterilizaron en autoclave
durante 1 ha 121 °C. Ya frios los frascos, se inocularon con 2
fragmentos circulares (0.7 cm de diametro) de medio PDA
con micelio de cada una de las cepas seleccionadas y se
incubaron en oscuridad a 25° C. Se determiné la biomasa
fingica asociada a la actividad metabdlica por peso del
sustrato, de acuerdo a la hidrolisis del diacetato de
fluoresceina (FDA) en muestras frescas de diferentes

formulaciones de indculo (Lestan et al., 1996; Mata y Savoie,

1998). Los resultados se expresaron como pg de FDA
hidrolizados por g de sustrato seco colonizado por el micelio

del hongo.

Preparaciony siembra del sustrato

Se prepararon muestras de 1 Kg de pulpa de café hidratada y
se colocaron en bolsas de polipapel para su esterilizacion en
autoclave durante 1 h a 121° C. Una vez frio, el sustrato se
inoculo, en una camara de flujo laminar, con 50 g de in6culo
incubado durante 15 dias (Guzman et al., 1993). Se
sembraron 10 bolsas por cepa y formulacién seleccionadas.
La pulpa de café inoculada fue transferida al area de
incubacion a una temperatura de 25°C en oscuridad. Una vez
que aparecieron los primordios de fructificacion
(aproximadamente a los 30 dias), las muestras se trasladaron a
la zona de produccion con condiciones adecuadas de luz, aire,
temperatura y humedad para el desarrollo de las

fructificaciones (Sanchezy Royse, 2001).

Evaluacién de la produccion

Se evaluo el tiempo de aparicion de los primordios y la
produccion total de hongos frescos en un lapso de 30 dias
después de la incubacion. Se determind la eficiencia biologica
(EB): relacion entre el peso fresco de los hongos y el peso seco
del substrato expresado en porcentaje (Tchierpe y Hartman,

1977).

Analisis estadistico de los datos

Los datos obtenidos de las areas de crecimiento micelial in
vitro, los resultados de la estimacion de la biomasa micelial y
los resultados de la eficiencia bioldgica se sometieron a un
analisis de varianza (p =0.05). Para determinar las diferencias
significativas en los valores promedio de cada uno de los
experimentos anteriores, se realizd una prueba de rangos
multiples de Tukey con ayuda del programa de Computo
Statistica (6.0). En todos los casos se siguié un disefio

completamente al azar.
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Resultados

Los resultados del area de crecimiento micelial en la pulpa de
café a partir de diferentes formulaciones de indculo, se
muestran en la Tabla 2. Las cepas de P. ostreatus alcanzaron
dreas miceliales entre los 20.3 cm? y 37.4 cm’
correspondiendo a los valores maximos de las cepas [E-38 en
la formulacion 2 (F2) y la IE-49 en la formulacién 4 (F4). De
las 6 cepas de P, ostreatus, 5 de ellas (IE-49, IE-131,[E-238 ¢
IE-240) presentaron los mayores valores de area en la F4. Las
cepas de P. pulmonarius IE-140 e IE-225 alcanzaron su mayor
crecimiento en la formulacion 3 (F3) con areas miceliales
entre 29.0 y 30.7 cm? respectivamente. En cuanto a P. djamor
el mayor crecimiento se observo para la cepa IE-121 en la F4
con 14.7 cm’, mientras que para las cepas IE-197 e IE-218 el
mayor crecimiento se obtuvo en la F3 con 23.2 y 35.3 cm’
respectivamente.

En la Tabla 3 se muestran los resultados del analisis
de comparacion de rangos multiples de Tukey obtenidos de
cada formulacion. Los valores de crecimiento mas altos se
encontraron en F3 y F4 que mostraron diferencias

significativas con todas las otras formulaciones. Sin embargo,

en la seleccion de formulaciones se incluyeron también las
tres siguientes formulaciones con valores de crecimiento
altos: F9,F2yF10ylaF1 como testigo.

Una vez seleccionadas las formulaciones (F3, F4,
F9,F2,F10yF1), se procedio a la seleccion de cepas. Para tal
proposito, se realizoé un andlisis de comparacion de rangos
multiples de Tukey, obtenido de las areas de crecimiento en
cada cepa, con unicamente los datos de cada cepa en las
formulaciones seleccionadas (Tabla 3). El promedio de
crecimiento mas alto se obtuvo con la cepa IE-240 (25.5 cm )
y el mas bajo con la cepa IE-121 (11.4 cm *). De acuerdo a los
valores obtenidos, las cepas seleccionadas para la siguiente
fase de este trabajo fueron: IE-240, IE-218, IE-49, IE-238, IE-
225, e IE-38 las cuales son las que presentaron los valores mas
altos y con diferencia significativa.

Los valores de actividad metabolica de todas las
cepas se lograron estimar a partir de la primera semana de
incubacion (T1). En la Figura 1 se observa que todas las cepas
mostraron su mayor actividad en la segunda semana de
incubacion del in6culo (T2). Los valores mas altos de
actividad se obtuvieron con la cepa IE-225 de Pleurotus
pulmonarius (52.73 pg FDA). Con estos resultados el T2 fue

seleccionado como el tiempo de incubacion ideal del indculo

Tabla 2. Crecimiento micelial promedio (4rea en cm’) de los micelios de las 11 cepas de Pleurotus spp. en pulpa de café

utilizando 10 formulaciones de in6culo

FORMULACIONES DE INOCULO

CEPAS F1 F2 F3 F4 F5 F6  F7 F8 F9 FI0
P. ostreatus IE-38 11.8 203 11.8 147 9.0 80 48 7.0 105 11.2
P, ostreatus IE-49 148 192 344 374 130 114 158 16.8 168 14.7
P. ostreatus IE-131 184 184 237 255 150 142 17.1 12.0 158 13.1
P, ostreatus IE-137 16.7 183 164 27.1 18.0 150 213 16.7 149 16.6
P. ostreatus IE-238 16.5 181 322 36.1 173 112 146 164 19.1 153
P, ostreatus 1E-240 170 17.7 343 34,5 138 148 148 151 227 182
P. pulmonarius IE-140 6.0 168 29.0 130 16.0 13.8 152 10.0 154 152
P. pulmonarius IE-225 194 183 30.7 13.6 16.4 150 19.1 16.1 21.8 20.8
P. djamor IE-121 104 9.0 11.8 147 9.0 80 50 69 105 11.2
P. djamor IE-197 105 12.8 232 208 120 83 124 114 157 143
P. djamor IE-218 17.8 173 353 347 17.0 133 17.1 151 17.6 184

F1aF10=Formulaciones de indculo, ver Tabla 1.

En negritas se muestra el valor mas alto del area alcanzado en cada cepa.

Tabla 3.Comparacion de las areas de crecimiento micelial promedio (cm?) de las formulaciones y las cepas

estudiadas
Formulacion Area Cepas Especie Area
F3 27.0 a* 1E-240 P, ostreatus 25.5 a*
F4 260 a IE-218 P. djamor 24.6 ab
F9 171 b 1E-49 P, ostreatus 24.5 ab
F2 17.0  be 1E-238 P, ostreatus 242 ab
F 10 16.0  bed 1E-225 P. pulmonarius 21.0 bc
F7 15.8  bcde IE-38 P, ostreatus 20.8 be
F1 15.1 cde 1E-131 P. ostrea tus 19.3 c
F5 14.8 de IE-137 P, ostreatus 18.6 c
F8 13.6  ef 1E-140 P. pulmonarius 17.9 c
Fo6 123 f 1E-197 P. djamor 17.4 c
IE-121 P. djamor 11.4 d

Los valores de las formulaciones representan el promedio de 55 réplicas (5 réplicas por cepa)
Los valores de las cepas representan el promedio de 25 réplicas (5 por cada formulacion).

* Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas (= 0.05 %)
El 4rea micelial de las 11 cepas de Pleurotus spp. incluye solo los valores de las formulaciones seleccionadas (F3, F4, F9, F2 y F10).

para su utilizacion en la evaluacion de la productividad de las
cepas.

Para seleccionar la formulacion de inéculo que
produce mayor actividad metabolica se consideraron todos
los datos de todas las cepas y tiempos de incubacion por cada
formulacion. La mayor actividad metabolica se obtuvo en F3
(25.8 ng FDA) y F4 (22.1 pg FDA), cuyos valores fueron
significativamente diferentes de los obtenidos con las demas
formulaciones (Tabla 4). Las formulaciones F3 y F4 fueron
seleccionadas para preparar el indéculo que se utilizo en la
siembra en pulpa de café para evaluar la produccion de
basidiomas. Por otra parte es importante mencionar que la
formulacion F1 fue la que presento la menor actividad (14.6
ugFDA).

La actividad metabolica obtenida en las cepas vario
dependiendo de la formulacion utilizada. Se observo una
mayor actividad en F3 y F4, pero con una mayor dispersion de
los datos, es decir valores muy diferentes entre las cepas. Los
valores mas bajos de actividad se obtuvieron en F1y F10 con
datos poco dispersos. En F9, por el contrario, se obtuvieron
también valores bajos pero con alta dispersion (Figura 2).

Para seleccionar las cepas con mayor actividad metabolica se

realizé un analisis de varianza con todos los datos de cada
cepa (seis formulaciones y tres tiempos de incubacion). La
mayor actividad metabdlica (29.0 ug FDA) se obtuvo con la
cepa IE-225, que mostro diferencias significativas con todas
las otras cepas seleccionadas (Tabla 4). En virtud que los
resultados Ginicamente permitieron separar a las cepas en dos
grupos (un grupo compuesto por la cepa IE-225 y otro grupo
con las otras cinco cepas seleccionadas), se decidio utilizar las
seis cepas con tres formulaciones de inoculo (F3, F4 y F1)

para evaluar su productividad y poder compararlas entre si.

Evaluacion dela produccion

En las seis cepas evaluadas se observo crecimiento micelial
homogéneo, sin problemas de contaminacion. En cuanto al
tiempo de aparicion de primordios, la cepa de mayor
precocidad fue la IE-218 en la F4 con 12 dias y la de menor
precocidad laIE-38 en la F3, con mas de 50 dias (Tabla 5). Los
resultados obtenidos no permiten establecer claramente un
efecto en la disminucién del tiempo de incubacion debido al
uso de una formulacién de inéculo en particular. Unicamente
las cepas IE-240 e IE-49 mostraron una disminucion del

tiempo de incubacion relacionada al uso de las formulaciones
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Figura 1. Hidrolisis del diacetato de flouresceina (ug g " de sustrato)
en las 6 cepas de Pleurotus durante 21 dias de incubacion.

F3 y F4 respecto de la formulacion testigo F1. El tiempo de
maduracion de los primordios fue muy similar en todas las
cepas y formulaciones estudiadas, entre 4 y 6 dias.

En todas las cepas y formulaciones estudiadas se
obtuvieron 4 cosechas durante un periodo de 30 dias. La
mayor eficiencia bioldgica se obtuvo con la cepa IE-240 en la
F1 con 164 %y lamenor con las cepas IE-218 enla F1 e I[E-38
en la F4 ambas con 101 %. La mayoria de las cepas mostrd
valores de desviacion estandar elevados, lo que hace dificil
separar tanto las cepas como las formulaciones mas

productivas (Tabla 6). El analisis de la EB por cepa mostrd

Tabla 4. Comparacion de la actividad metabdlica (hidrdlisis
de FDA: pg g ' de sustrato) obtenido en las formulaciones de
indculo y en las cepas seleccionadas

Tabla 5. Tiempo de formacién de primordios y obtencion de la
primera cosecha con las cepas de Pleurotus sp. cultivadas en
pulpade café utilizando tres formulaciones de inoculo

Formulaciones FDA Cepa FDA
de indculo
F3 258 a EI-225 29.0 a*
F4 22.1 ab 1E-38 18.4 b
F2 18. bc 1E-240 17.6 b
F10 17.0 ¢ IE-218 17.5 b
F9 16.1 ¢ IE-238 17.1 b
F1 14.6 ¢ 1E-49 14.3 b

Los valores de las formulaciones representan el promedio de 54
réplicas (3 muestras por cepa, 3 tiempos de incubacion, 6 cepas). Los
valores de las cepas representan el promedio de 54 réplicas (3
muestras por cepa, 3 tiempos de incubacion, 6 formulaciones).

* Letras diferentes en las columnas indican diferencias significativas
(=0.05%).

que la cepa IE-240 presentd la mayor EB promedio (147.2 %)
y lacepaIE-38 lamenor (117.0 %). Estos resultados ponen en
evidencia las diferencias significativas que existen entre las
cepas y sugieren que algunas cepas responden de mejor
manera a la utilizaciéon de un indculo suplementado. Por otra
parte, los resultados obtenidos de la EB por formulacion
muestran que con la formulaciéon F3 se obtuvo la mayor EB
(134.6 %) la cual no fue significativamente diferente de la

obtenidaconlaF1 (128.4 %) perosidelaF3 (117.8%).
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Figura 2. Hidrolisis del diacetato de flouresceina (ug g de sustrato) en las formulaciones y cepas seleccionadas.

Cepas Formulaciones de in6culo
F1 F3 F4

1E-240 P 30 * 13 18
C 6 4 5

IE-238 P 16 22 20
C 4 4 5

1IE-225 P 18 15 18
C 5 5 6

IE-218 P 13 13 12
C 4 5

1E-49 P 40 13 14
C 5 4

1IE-38 P 40 52 27
C 6 5 5

P = Tiempo (dias) para la formacion de primordios. C = Tiempo
(dias) para la obtencion de la 1* cosecha, después de la formacion
de primordios.

* Los valores corresponden a lamedia de 10 réplicas.

Tabla 6. Eficiencia biologica de seis cepas de Pleurotus
cultivadas en pulpa de café utilizando diferentes
formulaciones de indculo

CEPAS EB EB
total promedio
por cepa
IE-240 Fl1 164.4 (36.2) 1472 a*
F3 146.9 (43.6)
F4 130.4 (43.7)
IE-225 F1 136.3 (21.6) 141.5 ab
F3 157.2 (44.5)
F4 130.9(37.9)
1E-49 F1 136.5 (48.7) 1359 ab
F3 149.9 (47.6)
F4 121.2 (40.8)
IE-238 F1 122.7 (21.7) 1159 be
F3 114.9 (25.7)
F4 110.0 (54.9)
IE-218 F1 101.5(14.7) 114.2 be
F3 128.1 (32.8)
F4 113.3(37.9)
1E-38 F1 109.3 (38.3) 107.0 ¢
F3 110.8 (29.4)
F4 101.0(31.9)
EB = Eficiencia bioldgica. Los valores entre paréntesis

corresponden a la desviacion estandar.

F1 =Formulacion 1. F2 =Formulacién 2. F3 = Formulacion 3. F4 =
Formulacion 4.

* Letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo al
analisis de rangos multiples de Tukey (0.=0.05 %).

Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que el
indculo suplementado invade mas radpidamente el sustrato
que el inoculo testigo. La capacidad de los hongos para crecer
enun sustrato lignoceluloésico esta relacionada con el vigor de
su micelio (Mata et al., 2001), asi como la habilidad de las
cepas para explotar adecuadamente los nutrientes del sustrato
y tener mayor posibilidad de competir frente a los
antagonistas. Esta caracteristica, ligada a la produccion de
enzimas lignoceluloliticas, se debe considerar como un
criterio para la seleccion de cepas de importancia comercial.

Los resultados del crecimiento de las cepas en las
diferentes formulaciones de inoculo mostraron que el
promedio mds alto fue el de la cepa IE-240 con 25.5 cm?y la
mejor formulacion para el crecimiento de los micelios fue la
F3 con 27.0 cm? La suplementacion del indculo con
elementos ricos en compuestos fendlicos produce un aumento
en el vigor del micelio (Mata et al., 1998; Savoie et al., 2000),
ademas debido a que el tamafio de particula de los
suplementos es muy pequeilo, el numero de puntos de
invasion desde donde reiniciard el crecimiento micelial es
mayor, lo que favorece una rapida invasion del sustrato. En
este trabajo el mayor crecimiento en pulpa de café se obtuvo
con las cepas de Pleurotus ostreatus, seguido de P. djamor'y
por ultimo de P. pulmonarius. Las diferencias encontradas en
la capacidad de adaptacion a la pulpa de café podrian estar
relacionadas con la produccion de enzimas que permitan la
degradacion de fenoles y sustancias antifisiologicas presentes
en el sustrato. La produccion de lacasa y otras oxidasas al
inicio del crecimiento micelial, estd relacionada con la
colonizacion del sustrato asi como la degradacion de los
compuestos fenodlicos del mismo (Salmones y Mata, 2002,
2005).

La mayor biomasa asociada a la actividad

metabdlica, en todas las cepas estudiadas, se encontr6 en el
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tiempo T2 (14 dias), lo cual puede ser considerado el tiempo
adecuado de incubacion para el inoculo. Esto sugiere que,
bajo las condiciones probadas, después de 14 dias de
incubacion el micelio estaria iniciando un cambio metabolico
que tendria por objetivo la acumulacion de nutrientes que se
utilizarian durante la fructificacion, lo que produce en
términos practicos el envejecimiento del in6culo. Por otra
parte la mayor actividad metabolica se encontrd con la cepa
[E-225de P. pulmonarius con 52.73 pg FDA. En cuanto a las
formulaciones, se observé que las formulas F3 y F4
presentaron mayor actividad metabdlica respecto al testigo
(F1), lo cual corrobora la posibilidad de mejorar el indculo a
través de la adicion de suplementos y muestra que es factible
utilizar el método de la hidrélisis del FDA.

Con el empleo de in6culo suplementado, el tiempo
de incubacion de las muestras, necesario para la formacion de
primordios, disminuy6 en la mayoria de los casos. La mayor
precocidad en la aparicién de primordios se obtuvo a los 12
dias con la F4 en la cepa IE-218. La reduccion del tiempo de
incubacion es una estrategia muy importante para evitar la
aparicion de organismos antagonistas, sobre todo cuando el
sustrato utilizado no ha sido esterilizado. En lo general los
sustratos pasteurizados presentan problemas frecuentes de
contaminacion, por mohos del género Trichoderma, durante
los primeros dias de incubacion. Las formulaciones
seleccionadas en la fase final de este trabajo (F3 y F4)
favorecieron el crecimiento micelial de las cepas estudiadas
en un sustrato a base de pulpa de café pasteurizado por
inmersion de agua y disminuyeron el tiempo de aparicion de
primordios.

Si bien la mayor eficiencia bioldgica, obtenida con
las formulaciones probadas en este trabajo, se alcanzo con el
indculo suplementado de la F3 (134.6 %), ésta no fue
significativamente diferente de la obtenida con la
formulacion testigo. Algunas de las cepas probadas mostraron
un comportamiento similar a lo encontrado por otros autores

al cultivarlas en pulpa de café (Alvarado Olivares, 2003;

Velazquez-Cedeilo et al., 2002). Los resultados obtenidos en
este estudio sugieren que el uso del in6culo suplementado no
aumenta la eficiencia biolégica. Sin embargo, el método
propuesto para la evaluacion del indculo, permite determinar
el momento en que el indculo tiene una actividad metabodlica
alta y diferenciar las formulaciones de in6culo que aseguran
un rapido y vigoroso inicio de crecimiento, lo cual permite
seleccionar un in6culo que favorezca la colonizacion del
sustrato y ayude a prevenir la presencia de mohos

antagonistas.
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