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Evaluacion del efecto de la criopre-
servacion de cepas deleurotusspp.
sobre la produccion de carpoforos

I. Lara-Herrera, Gaston Mata y Rigoberto Gaitan-Hernandez

Instituto de Ecologia, Apartado Postal 63, Xalapa 91000, Veracruz, México.

Resumen Se evalu6 el efecto de la conservacion en nitrégeno liquido, en la produccién de
carpoéforos de seis cepas de hongos del género Pleurotus, almacenadas durante
15 dias a -196 °C. Los parametros de evaluacion fueron, tiempo en dias de apa-
ricién de los primordios, nimero de cosechas, eficiencia biolégica y tamafio de
las fructificaciones. Las cepas fueron previamente evaluadas antes de su conge-
lacion. Se presento variabilidad en el nUmero de cosechas obtenidas (3-4),
tamafio de las fructificaciones (< 5 cm a > 15 cm de diametro del pileo) y eficien-
cias biologicas de las cepas en general, (55-105,6 %). Las fructificaciones obte-
nidas de las cepas criopreservadas no presentaron diferencias morfoldgicas
respecto a las cepas testigo.
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Evaluation of the effect of cryopreservation of
Pleurotusspp. strains on carpophore production

Summary  The effect of the cryopreservation of six Pleurotus strains was evaluated.
Primordia initiation, number of flushes, biological efficiency and fruiting body size
obtained with respect to pileus diameter was recorded. These strains were pre-
viously evaluated before storage in liquid nitrogen. Variation in the number of
flushes (3-4), the fruiting body size (<5 cm at > 15 cm) and biological efficiency
was observed. This varied according to the strain used, ranging from 55-105.6%.
The fruiting bodies of the cryopreserved strains did not differ with respect to the
untreated strains.
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Las cepas de hongos que se encuentran depositaservadas ha sido poco estudiado [11-13], por lo que en el
das en las colecciones, representan un invaluable patrimopresente trabajo se realizd una evaluacion comparativa de
nio para las investigaciones micolégicas y desde luegocaracteristicas de produccion a nivel planta piloto de seis
para la industria alimenticia [1], por lo que el objetivo pri- cepas del génemleurotusantes y después de ser someti-
mordial de las colecciones de hongos es el de tratar delas al nitrégeno liquido.
mantener sus caracteristicas originales por periodos de

tiempo lo mas largo posible [2,3]. MATERIALES Y METODOS
Para la conservacion de las cepas se han estudiado
y desarrollado diversos métodos de preservacion entre los Se estudiaron seis cepas que pertenecen a especies

qgue se encuentran la resiembra periddica de los cultivosdel génerdPleurotus las cuales estan registradas y depo-

la conservacion en suelo o en agua destilada, la liofiliza-sitadas en el Cepario de Hongos del Instituto de Ecologia

cion y el almacenamiento a temperaturas ultrabajas [4-9]. de Xalapa, Veracruz, México, como se muestra en la
El almacenamiento en nitrégeno liquido ha sido la tabla 1.

alternativa mas recomendable para las cepas de

algunos hongos cuyos micelios son delicados

fragiles [10]. Sin embargo, la evaluacion de la proi{ab'a 1. Origen de las cepas estudiadas.

ductividad de cuerpos fructiferos de cepas criopre- Especie Cepa* Procedencia
Pleurotus djamor (Fr.) Boedijn var. djamor IE-111 México
P. djamor var. djamor IE-116 México
P. ostreatus var. columbinus (Quél.) Quél. IE-9 (Lc-1) Guatemala
P. ostreatus var. columbinus IE-140 (C-330) EEUU
Direcci6n para correspondencia P. ostreatus (Jacq. :Fr.) Kumm. var. ostreatus |E-129 (IFO-30160) Jap6n
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En el laboratorio, las cepas se hicieron crecer en Cepa IE-111 Pleurotus djamorvar. djamor). El
placas de Petri con granos de sorgo egi®atghum vul- peso total de las fructificaciones cosechadas fluctué entre
gare Pers.), estos granos con micelio de cada una de 1a283,5-443,3 g en la cepa T y de 273,5-386 g en la SN
cepas se colocaron en frasquitos de polipropileno con (peso total obtenido de la muestra de menor y mayor pro-
1,2 ml de solucién de glicerol al 10% v/v, siguiendo las duccién), con una EB de 68,9% y 66,5% respectivamente.
técnicas de Hwang [8] y Suman y Jandaik [14], cada En ambas cepas se presentaron tres cosechas siendo la
grano de sorgo colocado en los frasquitos, se consider@rimera la mas abundante con mas del 50 % del peso
una muestra. En esta fase, se evalud el tiempo de contacttotal, asi también desarrollaron fructificaciones de los tres
del glicerol con el micelio, antes de la inmersion en nitr6- primeros grupos establecidos siendo el G1 el mejor repre-
geno liquido (-196 °C) (1, 2 y 3 h), tiempo de descongela- sentado con mas del 45% del peso total de las mismas
cion (5, 10 y 15 min) y temperatura de descongelacion (tablas 2-4).
(30, 45 y 60°C). Las muestras se mantuvieron sumergidas
en nitrégeno durante 15 dias, para su recuperacién, éStaFablaZ Produccion de las cepas (g) y comparacion de su eficiencia biolo-
se inocularon en placas de Petri con agar y extracto dgjsa bas (@) comp
malta e incubaron a 27,5°C en oscuridad. De acuerdo a le

anterior, se determind que la mejor condicién de recupera-Cepa t Total o Eficiencia biologica (% )
cion para todas las cepas fue de 3 h de tlerr!po de conta((J:tgPllT 10 3447 55.2 b 68,9

y 15 min de tiempo de descongelacion a 30°C, con 100 %13y 13 3324 367 b 665

de recuperacion de las muestras; se consider6 muestra

recuperada aquella en la que hubo crecimiento micelial ent16T 10 398,7 107.8 c 79,7
medio de cultivo, después de haber sido congelada[15].1*6SN 10 2900 454 a 580

Las cepas recuperadas en esta condicion, fueron las quer a3 277 57,27 a 555
posteriormente se evaluaron a nivel planta piloto. 9SN 65 2933 54,3 a 587

Para la evaluacion en planta piloto se siguieron las

técnicas descritas por Guzménal. [16]. El inéculo se 19001 22 s b 73l
P e N N s , a 57,4

preparo utilizando granos de sorgo previamente hidrata-

dos, se esterilizaron a 15 Ib durante 45 min y en condicio-1291 40 274,8 80,1 a 550

nes asépticas se inocularon con cada una de las cepas,1@sSN 77 298,7 55,7 a 597

incubaron a 27,5°C en oscuridad. El substrato empleado, 2 5281 972 p 1056

fue paja de cebada, la cual se corté en fragmentos de aprogy 28 5121 839 d 102.4

ximadamente 5 cm por medio de una trilladora eléctrica. ,

Se realizaron 14 réplicas de 500 g de SUDSLrato €N PESimeeas poducasn miican ieendas Saufcaivas, 8l 5 5 s confianza d6 acuerdo a A prueha de
seco por cepa y una humedad del 75% . Las muestras s&9 mwede e

pasteurizaron en pequefios sacos de polietileno per-

meables durante 45 min a 85°C. Una vez enfriadorglia 3. Produccion promedio de las cepas evaluadas (g) por cosecha

substrato, se coloco en bolsas de plastico de 40 x-60

cmy se sembré con 100 g de inéculo de cada una de COSECHAS
las cepas; las muestras se etiquetaron y se incub%régg

! . ? 7 la 2a 3a 4a
a 27,5°C en oscuridad. Cuando el micelio cubrio
completamente el substrato se retird la bolsa de plag® 1751 (50,8)g 89,4 (259 m 80,2 (233)l
tico de cada una de las muestras y para favorecet &N 1993 (59.9)r  87.1(262)m 46,0 (13.8)g
fructificacion, éstas se pasaron a un area de ilumings 277.4(69.6W  39.7(9.9) f 81,6 (20.5)
cién natural |nd|rect§1, _ventllaqlgn, temperatura, @fssn 1630 (56.2)p 92,5 (31,9)n 34,5 (11.9)e
donde el intervalo méaximo oscilé entre 26-31°C y el ©32) 68

ini _29D° i 258,8 (93,2)v 18.9(6,8) ¢
minimo entre 15-22°C y una humedad relativa @gN o e TeavihS 828 b
80-90% .
En la evaluacion de la produccién se consisor 220,4(60,3)t 89,6 (245)m 50,5 (13,8)h 5,0 (1,4)a

deraron diferentes variables respuesta como soni4sN 1985(69.1)r  588(205)] 29,9 (10,4)d

eficiencia biologica (EB), la cual se expresé como g|
peso fresco de los hongos entre el peso seco
substrato por cien [17]; el tiempo en dias hasta la
aparicion de los primordios a partir de la fecha de 3145(595)x 1557 (2950  49,5(94) g 8,4 (1,6)b
siembra, el nimero de cosechas obtenidas y el taf¥- 3208 (626)y  1359(265)f 554 (10.8)i
ﬁO de |aS frUCtIfICaCloneS, éStaS se agrupal’on p@ﬁumeros entre paréntesis indican el porcentaje ubtenidodeucuerposfrucliferosporcosepha, con base en la produc-
tamafios de acuerdo al diametro del pileo: grupGsEae daaa ds scmerto a s proha de rango mipe e Tucey. oro o ean dferencias saniicaivas.
(G1), <5 cm; grupo 2 (G2), de 5-9.9cm; grupo 3
(G3), de 10-14.9 cm y grupo 4 (G4), > 15 cm; segun
el método de Mata [18].

A los datos de produccion obtenidos, se les aplico Cepa IE-116 P. djamorvar. djamor). El peso de
un analisis de varianza bifactorial, ademas de una compadas fructificaciones fluctué de 230-593.8 g enlacepa Ty
racion de medias por medio de la prueba de rango milti-de 222,8-383,3 g en la SN, presentando una EB de 79,7%

2376 (86,5u 37,2 (13,5)f
1733 (58,0  92,3(30,9n 33,1 (111)e

ple de Tukey (95 %). y 58%, respectivamente. Se obtuvieron tres cosechas en
ambas cepas, siendo la primera la mas abundante con mas
RESULTADOS del 55% de la produccién total. El grupo de hongos mejor

representado fue el G1 con mas del 65% del total produci-
Se describen comparativamente los resultados dedo (tablas 2-4).
produccion de las cepas testigo (T) y de las sometidas al Cepa IE-9 (Pleurotus ostreatussar. columbi-
nitrégeno (SN). nus). El peso total de las fructificaciones fluctu6 entre
182,5-356,6 g en la cepa T con una EB de 55,5% y de
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215,1-402,7 g y una EB de 58,5% en la SN. De las dosTukey se observan en las tablas 2 a 4.

cosechas que presento la cepa T la primera fue la mayor Las fructificaciones de las cepas evaluadas des-

con mas del 90% del total, mientras que de las tres cosepués de ser sometidas al almacenamiento en nitrégeno

chas que obtuvo la SN, también la primera fue la masliquido, no mostraron diferencias morfolégicas, respecto a
las cepas testigo.

Tabla 4. Produccién promedio de cuerpos fructiferos (g) por grupos de tamarfio

DISCUSION
Cepa G1* G2 G3 G4
1117 206,5 (5,9)w 109,9 (31,9)f 28,3(8,2) d .. Er.] Ias_ qep_as de. d]amorvar' djamor, la ..
111SN 1582 (47,6)u 1490 (448t  252(7.6) d eficiencia biol6égica después de la congelacion
decrecié en ambas cepas. Sin embargo, estadistica-
1161 2767 (694)y  1154(2890  65(16) a mente, la IE-111 no presentd diferencia significativa
16SN - 2170 (748x  730(252)] y a pesar de que la IE-116 si la mostré (tabla 2), ésta
oT 423(153)g 1990 (7L8)v 357 (12,9)f concuerda con las EBs citadas por Guzretial.
9SN 23,5(8,0) d 84,5(28,8)k  116,2(39,6)p 69,2 (23,6)i [19], para esta especie (38,5-82,4%), lo mismo que
1407 62343 1485406  500(137)h  5.1(L4) a el tiempo de aparicion de primordios (11-19 dias).
140SN 1301 (452 1498 (52,0t  80(28) a o Con respecto a las cepasRieostreatus/ar. colum-
binus,la cepa IE-9 no present6 diferencia significa-
129T 100,8 (36,7)n  134,5(49,0r  322(11,7)d  7,2(26) a tiva entre la EBs de la cepa T y la SN, sin embargo,
129sN 1264 (42,0)q  1492(496)t  253(84) d se observaron diferencias evidentes en los dias de
41 156,2 (29,4)u  266,6 (50,1)y  94,2(17,7)m  14,9(28)b aparicion de primordios, asi también en la cepa IE-
4SN 1425 (27.8)s 2606 (50.9)y  88.1(17.2) 210 (41) ¢ 129 deP. ostreatus/ar. ostreatusperiodo que coin-
* Grupos de tamaifio segtn el diametro del pileo, G1: < 5.0 cm, G2: de 5.0-9.9 cm, G3: de 10-14.9 y G4: > 15 cm. Los Clde Con el promedlo Cltado para EStaS Cepas en
nameros entre paréntesis indican el porcentaje 6btenldodecuérposfrqctiferps poyrgrupq de tamafio, con base en la traba]os preVIOS [20,21] POI’ Su pal’te, Ia Cepa IE-
D on A prisoba e rago maliple Go Tukey. o1 o cada valor indan dierencias Sgnffeavas alss o de confian- 9 40 presentd diferencia significativa dada la varia-

cién en el numero de cosechas obtenidas, asi como

en la produccion de hongos por grupos de tamafio

(tablas 2-4). En el caso d®& pulmonariusla cepa
abundante con mas del 70% de la produccion total. LaSN no present6 diferencia significativa en cuanto a la EB
cepa T desarrollé fructificaciones de los tres primeros (tabla 2). El nimero de cosechas obtenidas fue semejante
grupos de tamafo siendo el G2 el mas representativoal citado por Guzméan-Davales$ al.[22,23] en bagazo de
mientras que la cepa SN present6 hongos de los cuatranaguey y bagazo de cafia respectivamente para esta

grupos, con el G3 como mayoritario (tablas 2-4). misma cepa. No obstante, las EBs registradas en el pre-
Cepa IE-140(P. ostreatusvar. columbinug. La sente trabajo fueron superiores.
produccion total de hongos fue de 255-492,7 g en la cepa En el resultados obtenidos se observé que con

Ty de 151-423,2 g en la SN con una EB de 73,1% y deexcepcion de las cepas &e djamorvar. djamor, las
57,4% respectivamente. La cepa T presentd cuatro coseeepas restantes presentaron variabilidad en el nimero de
chas y la SN tres, en ambas la primera fue la mejor reprecosechas alcanzadas antes y después de su conservacion
sentada con mas del 60% del total producido. La cepa Ten nitrégeno liquido. Sin embargo, cabe destacar que las
produjo cuatro grupos de tamafio y la SN tres, en las dodiferencias presentadas en cuanto a la productividad de
cepas el G2 fue el mayoritario con mas del 40% del totallas diferentes cepas después de ser almacenadas en el
enla Ty mas del 50% en la SN (tablas 2-4). nitrégeno, también fueron registradas en cepas de
Cepa IE-129 p. ostreatusvar. ostreatu$. En la Agaricuspor varios autores [11,14,24]. Sin embargo se
cepa T el peso total de los hongos fue de 160.4-471,1 gnecesitan estudios mas extensos y profundos a nivel
con una EB de 55%, obtenida en dos cosechas y una proestructural para determinar si estas diferencias fueron cau-
duccién de cerca del 90% del total de hongos en la prime-sadas directamente o no por la congelacion, ya que éstas
ra de ellas. Se presentaron todos los grupos de tamafo, éhmbién se han reportado cuando se analiza la productivi-
G2 fue el més representativo con cerca del 50% de ladad de cepas, las cuales son conservadas mediante
fructificaciones. Por otra parte en la cepa SN la produc-resiembras periddicas en agar [25].
cion oscilé entre 247,3-398,3 g, alcanzando una EB de Por ultimo, cabe mencionar que, dado que las fruc-
59,7%, en tres cosechas. La primera cosecha fue la mejotificaciones obtenidas de las cepas criopreservadas no pre-
con cerca del 60% del total de fructificaciones. El grupo sentaron diferencias morfologicas respecto a las cepas
de hongos mejor representado fue el G2 con mas del 45%estigo y que las variaciones observadas en datos de pro-
(tablas 2-4). ductividad, fueron debidas principalmente a los factores
Cepa IE-4 Pleurotus pulmonariu$. En la cepa T medioambientales que prevalecieron durante la produc-
la produccion fluctu6 entre 416,2-723,9 g con EB de cién, se puede concluir que, el método de almacenamiento
105.6% en cuatro cosechas, la primera fue la mas repreen nitroégeno liquido es recomendable para la conservacion
sentativa con cerca del 60% . La cepa desarrollo fructifi- de cepas del géneRdeurotusaqui estudiadas.
caciones de todos los grupos de tamario, el G2 fue el
mejor con mas del 50% del total de hongos producidos.
En tanto que la cepa SN alcanzé una EB del 102,4% en
tres cosechas con méas del 60% de la produccién en la pri-
mera de ellas. Se produjeron hongos de todos los grupos
con una produccioén superior al 50% del G2 (tablas 2-4).
De acuerdo al andlisis de varianza para un disefio L ) )
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presentaron diferencias significativas (< 0,05) las cepas, cias durante el desarrollo del presente estudio. A la
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