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Resumen

Con casi 30 afos de existencia, el Cepario de Hongos de Instituto de Ecologia resguarda una
coleccién muy importante de cepas. Dicho cepario esta formado por tres secciones: 1) hongos
saprobios microscopicos (250 cepas); 2) hongos fitoparasitos y de control biologico (150 cepas),
y 3) macromicetos comestibles y medicinales (356 cepas). Las cepas se mantienen en medio
de cultivo, en aceite mineral o congeladas en nitrogeno liquido, segun el tipo de hongo que se
trate. Buena parte de las cepas resguardadas son mexicanas y de origen silvestre, sin embargo,
también se conservan cepas provenientes del extranjero, cepas comerciales (macromicetos) y
otras han sido obtenidas por seleccion y entrecruzamiento genético. La coleccidén de cepas de
macromicetos resguarda especies de gran importancia comercial en México como el champifién
(Agaricus bisporus), las setas (Pleurotus spp.) y el shiitake (Lentinula edodes), ademas de otras
especies con gran potencial para su cultivo comercial. El cepario esta registrado en el Centro
Mundial de Datos de Microorganismos y en la Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Na-
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turales.
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Introduccion

Las colecciones de cultivos estan dedicadas a ofre-
cer servicios y respaldar el trabajo cientifico y
tecnologico de los laboratorios a través de la colec-
ta, mantenimiento y preservacion del germoplasma.
Los ceparios de hongos juegan un papel muy impor-
tante en la preservacion y mantenimiento de uno
de los grupos mas abundantes de organismos exis-
tentes en el planeta, considerando que estos podrian
alcanzar un millon y medio de especies (17). De
acuerdo a los datos registrados por el Centro Mun-
dial de Datos de Microorganismos (WDCC, por
sus siglas en Inglés), sus agremiados resguardan
1,746,630 cultivos en 589 colecciones provenientes
de 68 paises, de los cuales 506,396 (28.9%) corres-
ponden a ceparios de hongos (marzo 11, 2011) (68).
México solo ha aportado 2,681 cultivos a estas es-

tadisticas, lo que representa un valor muy bajo si
consideramos que Guzman (11) citdé que en nuestro
pais podrian existir cerca de 200,000 especies de
hongos. Estas estimaciones realizadas con base,
entre otros factores, a la privilegiada ubicacion geo-
grafica de nuestro pais que le permite contar con
la mayoria de los tipos de vegetacion y paisa-
jes naturales posibles de encontrar en el planeta.
Lamentablemente, la pérdida de habitats natura-
les pone en peligro la supervivencia de muchas
especies de hongos, por lo que las colecciones de cul-
tivos adquieren cada vez mayor importancia en la
conservacién ex situ de la biodiversidad y represen-
tan un importante componente en el desarrollo de
investigaciones cientificas y tecnoldgicas.

Debido a lo anterior, en los Centros de In-
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vestigacion Conacyt, entre los que se encuentra el
Instituto de Ecologia, A.C. (Inecol), la formacién y
mantenimiento de colecciones de cultivos ha sido un

Fundacion de la coleccion

El Cepario de Hongos del Inecol se formé en 1982,
bajo la administracion del extinto Instituto Nacional
de Investigaciones Bidticos (Inireb), centro de inves-
tigaciones que termind sus actividades en diciembre
de 1988, por lo que a partir de 1989 la coleccion
pasé a resguardo del Instituto de Ecologia, A.C. En
los ultimos 20 afos, la coleccién se ha enriquecido
con cepas de diversas especies de hongos, principal-
mente silvestres y/u obtenidas por entrecruzamiento
genético en el laboratorio, con énfasis en germoplas-
ma con potencial aprovechamiento nutrimental y
medicinal. Inicialmente este cepario solo resguardaba
especies de hongos comestibles, pero recientemente
se ha incorporado germoplasma de hongos saprobios,

Estructura de la coleccion

Seccion Hongos Saprobios Microscépicos

Esta seccion fue fundada hace aproximadamente
15 afios, como respaldo a los estudios taxondémicos
y ecoldgicos de los hongos microscépicos del suelo
y restos vegetales. En particular, se cuenta con espe-
cies saprobias y simbiontes bajo la responsabilidad
de la Dra. Gabriela Heredia, su fundadora.

A la fecha, la seccion cuenta con aproximada-
mente 250 cepas aisladas del suelo y restos vegetales
de diferentes localidades del centro de Veracruz,

esfuerzo permanente de diferentes grupos académi-
cos, que tienen la tarea de resguardar organismos tan
diversos como plantas, hongos, algas y bacterias (65).

fitoparasitos y de control biolégico, diversificando
las areas de apoyo que la coleccion presta a los estu-
dios micologicos que se realizan en la institucion.

A la fecha, la coleccion ha sido soporte de mas
de 20 proyectos financiados por ANUIES-CSUCA,
ANUIES-ECO, Conabio, Conacyt, Semarnat y
empresas particulares, entre otros. La coleccion
tiene como acronimo las siglas IE seguidas de una
numeracién progresiva de digitos, y esta conformada
por mas de 700 cepas aisladas principalmente de
especimenes silvestres de México, aunque también
se almacena germoplasma obtenido por intercam-
bio y/o donacion de otras instituciones nacionales
e internacionales.

especificamente de fincas cafetaleras y zonas con
bosque mesofilo (Fig. 1). El germoplasma resguardado
es utilizado en estudios ecologicos (competencia, co-
lonizacion y depredacion de especies de la hojarasca)
y biotecnoldgicos (produccion de enzimas y metaboli-
tos secundarios de interés en la industria farmacéutica).
Ademas, se investiga el impacto que tiene el mane-
jo de los agroecosistemas cafetaleros en la diversidad
de diferentes grupos de hongos microscopicos.

Figura 1. a) Colecta y b) aislamiento de hongos saprobios asociados a restos vegetales.
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CAPITULO 8

Los métodos de aislamiento de las cepas utili-
zados son por filtrado y lavado de particulas (hongos
del suelo) y por recolecta directa mediante camaras
himedas (hongos asociados a restos vegetales) (Fig. 2).

Los micelios se conservan en refrigeracion (5 °C), en
frascos pequefios conteniendo medio de cultivo y acei-
te mineral. A corto plazo se planea liofilizar toda la
coleccion y conservarla en ultracongelacion.

Figura 2. Conservacion de las cepas.

La seccién esta constituida de hongos ana-
morfos (Hyphomycetes) y Ascomicetos, especies

celuloliticas (grupo Chetomium) y especies entomo-
patogenas y fitoparasitas (Fig. 3).

Figura 3. a) Conididforo de Beltrania rhombica, hongo saprobio aislado de hojas; b) Penicillium sp.;
¢) Graphium sp., y d) Cylindrocarpon sp. aislados de suelo.
(Fotos de Gabriela Heredia).

Seccion Hongos Fitoparasitos y de Control Biolégico

La coleccion tiene sus origenes en 1990, como
parte de los resultados de un proyecto interinsti-
tucional sobre “Hongos patdgenos de Mimosa pigra
en México”, bajo la direccion de la Dra. Gloria
Carrion, responsable de esta seccion.

En afos posteriores, diversos estudios rea-
lizados sobre sistemadtica e interacciones de los
hongos con plantas, insectos y con otros hongos
han repercutido en el incremento y diversidad de
las especies conservadas. Actualmente, esta sec-
cion cuenta con 149 cepas liofilizadas, colectadas
en zonas perturbadas y de cultivos en los estados

de Veracruz, Puebla y Tabasco, asi como de la
Reserva El Edén, Quintana Roo. Los grupos mejor
representados son: micoparasitos (principalmente
de Hemileia vastratix Berk. & Br.)), entomopatogenos
(mayoritariamente de la broca Hypothenemus hampei
[Ferrari] y la hormiga [Atta mexicanal), endofitos
del cafeto, galeria de broca del cafeto, fitoparasitos,
nematdfagos y aislados de la filosfera. Los géneros
con mayor representatividad en la coleccién son:
Acremonium, Aspergillus, Beauveria, Calcarisporium,
Fusarium, Entyloma, Metharhizium, Mucor y Paecilo-
myces (Fig. 4)
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CAPITULO 8

Figura 4. a) y b) Roya del cafeto con micoparasito; ¢) enddfitos del cafeto, Colletrotricum sp.;
d) anamorfo de Xylaria sp., e) raices de papa parasitadas con Fusarium ventricosum,
f) hembras fecundadas del nematodo dorado de la papa Globodera rostochiensis;
g) quistes de G. rostochiensis; /) Paecilomyces lilacinus.
(Fotos de Gloria Carrion).
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CAPITULO 8

Seccion Macromicetos comestibles y medicinales

El origen de la seccion de hongos comestibles se
remonta al afio de 1982, con el inicio de actividades
del Proyecto Micologia del extinto Instituto Nacional
de Investigaciones sobre Recursos Bioticos (Inireb),
y como resultado de estudios pioneros de cultivo
de hongos comestibles realizados en México. Duran-
te los primeros siete anos de existencia, la coleccion
alcanzo6 a tener 52 cepas (31). A partir de 1989,
el Cepario esta bajo resguardo del Inecol y esta
registrado en el World Data Centre for Microorganisms

(WDCM 782) y en la Semarnat (VER-HON-194-
05-07). Actualmente se conservan cepas adscritas
a los géneros Agaricus, Auricularia, Calvatia, Cookeina,
Flammulina, Ganoderma, Grifola, Hericium, Hypsizigus,
Laetiporus, Lentinula, Lepista, Macrolepiota, Morche-
lla, Neolentinus, Oudemansiella, Pholiota, Pleurotus y
Volvariella (Fig. 5). Por el numero de cepas y espe-
cies comestibles representadas, esta seccion es
considerada una de las mas importantes a nivel
nacional y latinoamericano (39).

B Pleuratus Agaricus Lentinula
B Volvariella Neolentinus M Laetiporus
m Auric ularia m Otros

Figura 5. Composicion de la seccion de hongos comestibles del Cepario.

El 49% de la coleccion corresponde a cepas
de interés comercial depositadas en la coleccion
por investigadores de instituciones extranje-
ras dedicas al cultivo de hongos comestibles y/o
fueron resultado de trabajos interinstitucionales des-
arrollados con centros de ensefianza e investigacion
tan diversos como: Jardin Botanico Nacional de
Cuba (La Habana, Cuba), Instituto Cubano de
Investigaciones sobre los Derivados de la Cafia de
Azucar (La Habana, Cuba), Instituto de Ecologia
y Sistematica (La Habana, Cuba), Institute Nationale
de la Recherche Agronomique (Bordeaux, Francia),
Universidad Autéonoma de Chiriqui (Panamad),
entre otros.

En cuanto a las cepas silvestres mexicanas,
que corresponden al 35.6% de la coleccion, la mayor
parte de los especimenes fue colectada en la regién
central del Estado de Veracruz, encontrandose el
material herborizado depositado en la Coleccion de
Hongos del Herbario (XAL) de nuestra institucion.
Una tercera seccion del Cepario, correspondiente
al 15.4%, esta constituida por germoplasma obteni-
do y seleccionado en nuestro laboratorio mediante
técnicas de entrecruzamiento genético, a partir de
cepas comerciales y/o silvestres. En este caso, réplicas
de algunos especimenes cultivados se encuentran

la Coleccion de Hongos de nuestra institucion
(Herbario XAL).

Importancia comercial de las especies

comestibles en resguardo

Agaricus bisporus

Esta especie, conocida comercialmente como
champifion, ocupa el primer lugar de produccion
mundial, con una produccién total estimada de tres

millones de toneladas anuales (52) (Fig. 6). Los princi-
pales paises productores son: China que aporta cerca
de 70% de la produccién total de todos los hongos
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cultivados, Estados Unidos, Holanda, Espafia, Francia
y Polonia (3, 4). El cultivo del champinén en México
inici6 en la década de 1930 (30) y desde entonces su

produccion se ha incrementado gradualmente, siendo
en la actualidad nuestro pais el principal proveedor
de champifién en América Latina (29).

Figura 6. Agaricus bisporus. (Foto de Gerardo Mata y Rigoberto Gaitdin Herndndez).

Este hongo requiere de un sustrato par-
cialmente degradado y enriquecido con fuentes
nitrogenadas. El sistema de producciéon mayori-
tariamente empleado es en bolsas plasticas, similar
al sistema francés, aunque algunas empresas con-
tindan utilizando camas, el cual se caracteriza por
emplear contenedores de madera donde se coloca
la composta, asi también el sistema de bandejas
metalicas. El proceso de produccion se divide en
las siguientes fases: fermentacion (fase I o com-
postaje), fermentacion controlada (fase II o

Lentinula edodes

Esta especie es conocida comercialmente como
“shiitake” en Japon, “xiang-gu” en China y “cham-
pignon parfumé” en Francia (37, 7). El shiitake
es originario del este de Asia, donde se cultiva
desde hace 900 afios (28). Actualmente, el shiitake
es la segunda especie mas cultivada comercial-
mente en el mundo después del champifion. El
cultivo de esta especie se realiza a través de dos
métodos que requieren infraestructura y metodo-
logias distintas. El método tradicional se basa en
la utilizacion de troncos, principalmente de enci-
no (Quercus spp.) que son inoculados con micelio
del hongo producido en semillas o aserrin (69). El

Pleurotus

Los hongos conocidos popularmente en México como
“orejas blancas”, “orejas de patacan” u “orejas de
palo” fueron introducidos al mercado mexicano con
el nombre comercial de “setas”, debido a que la tec-
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pasteurizacién), siembra e incubacidn, cobertura,
induccion, producciéon y cosecha. El sustrato
esta compuesto basicamente de paja de distintos
cereales (trigo, cebada, avena) (52).

Durante el siglo pasado se consider6 que
A. bisporus no crecia silvestre en México, pero
estudios recientes han demostrado lo contrario
(33), generandose una serie de investigaciones
tendientes a mejorar el rendimiento de dichas
cepas asi como su resistencia a organismos anta-
gonicos (26, 34).

método moderno se basa en la preparaciéon de un
sustrato a base de aserrin u otros componentes
que son esterilizados en autoclave o pasteurizados
con vapor (5). El empleo de este ultimo método,
si bien se realiza en periodos cortos y con alta pro-
ductividad, requiere de una seleccion cuidadosa
de cepas y materiales a utilizar.

En Meéxico, el shiitake se ha cultivado
experimentalmente en diversos sustratos a base
de madera de especies de los géneros Carpinus,
Bursera, Alnus y Eliocarpus (37, 49, 50), asi como
en pulpa de café y bagazo de cafa de azucar
47, 56).

nologia inicial de su cultivo provenia de Espafa, pais
en donde todas las especies comestibles son popular-
mente llamaas setas. En México, “setas” se refiere
unicamente a las especies del género Pleurotus (Fig. 7).
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CAPITULO 8

Figura 7. Pleurotus pulmonarius.
(Fotos de Gerardo Mata y Rigoberto Gaitin Herndndez).

En la década de los 80’s se iniciaron los es-
tudios y experiencias para el cultivo de Pleurotus
en México (13). La instalacidén de la primera plan-
ta piloto sirvid como centro de aprendizaje para
gran cantidad de pequefios productores naciona-
les y extranjeros, ya que el modelo de produccion
propuesto era facilmente reproducible (16). Estas
condiciones, tecnologia simple y aprendizaje, fa-
vorecieron la aparicién de una gran cantidad de
pequefios productores que gradualmente impacta-
ron sobre el mercado regional y, posteriormente,
nacional. El notable incremento de esta industria
se basod en la adaptacion de la tecnologia existen-
te a las condiciones del pais. A la fecha, existe
una decena de grupos académicos dedicados al
estudio del Pleurotus en México, cuyas investiga-
ciones se centran en la seleccién de cepas de alta
productividad, pruebas con sustratos potenciales,
preparacién de indculo mejorado, tratamiento del
sustrato y en general, en la optimizacion de los
sistemas de cultivo.

La amplia disponibilidad de sustratos poten-
ciales para el cultivo de Pleurotus ha impulsado la
evaluacion de aproximadamente 40 residuos lig-
nocelulésicos tan diversos como son las pajas de
cereales, los subproductos de la cosecha del cafég,
de la cana de azucar, del maguey tequilero, del
maiz, del frijol, etc. Ademas, se han evaluado mas
de 80 formulaciones combinando dos o mas sustra-
tos (48). Entre los sustratos evaluados se distinguen
los resultados con la pulpa de café, uno de los
residuos agroindustriales mas importantes del
pais y que debido a los altos rendimientos alcan-
zados, los estudios se han diversificado a otras
especies comestibles.

Desde el punto de vista taxonOmico, el
género Pleurotus es complejo, por lo que se han
realizado diversos estudios para determinar las

especies involucradas en este importante grupo
de hongos (12). En México se cultivan princi-
palmente P. pulmonarius y P. ostreatus, a partir de
especimenes introducidos de otros paises, ya que
la disponibilidad de germoplasma silvestre nacio-
nal esta en discusion, especialmente con la dltima
especie (2).

Por otra parte, se tiene interés en introducir
comercialmente a P. djamor, una especie nativa de
amplia distribuciéon que crece de manera natural
en las regiones tropicales y subtropicales. Pleurotus
djamor presenta dos variedades ecoldgicas, blanca
y rosa, siendo sus ciclos de cultivo mas cortos que
los de las especies templadas. A la fecha se han
hecho notables avances en el entrecruzamiento
y seleccion de cepas de Pleurotus (14, 15, 55, 9, 58,
72), con la finalidad de incrementar la productivi-
dad, asi como de desarrollar sus fructificaciones
en sustratos disponibles no convencionales, como
las hojas de cafia de azucar o la viruta de pino
(48, 45).

Otras especies silvestres en México res-
guardadas en la coleccion y de las que existen
registros del consumo tradicional en México son:
los hongos conocidos como “yemitas”, “hongo
del bagazo”, “hongo de la paja” u “hongo del
platano”, Volvariella volvacea y V. bombycina, que son
especies tropicales ampliamente cultivadas en el
sureste asiatico (Fig. 8). En México se han reali-
zado ensayos utilizando sustratos como bagazo
de henequén, diferentes pajas, pulpa de café y
pseudotallo de platano, logrando obtener fructifi-
caciones con una metodologia basica. Sin embargo,
no se ha logrado incentivar su producciéon co-
mercial (71, 57, 23). Actualmente el producto
importado de estas especies es destinado basica-
mente a los restaurantes de comida oriental (china
y japonesa).
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Figura 8. Volvariella volvacea.
(Foto de Gerardo Mata y Rigoberto Gaitin Herndndez).

Auricularia incluye dos o tres especies co-
mestibles conocidas popularmente como “orejas”,
que crecen abundantemente en las regiones tro-
picales y subtropicales del pais. Al igual que V.
volvacea, las especies de Auricularia son importadas
de Asia. En pruebas a nivel piloto, se han desa-
rrollado fructificaciones en pulpa de café y viruta
de Inga jinicuil (44).

Lentinula boryana crece silvestre en bosques
caducifolios y de encino en regiones subtropicales
de América (Fig. 9). Esta especie resulta particu-

larmente importante debido a su semejanza con
el shiitake. Se ha demostrado que se trata de dos
especies bien diferenciadas aunque cercanamente
emparentadas (43), razon por la cual se le ha de-
nominado como el “shiitake americano”. En los
mercados populares de México se le conoce como
“cuerudo” u “hongo de encino” y, aunque se en-
cuentra frecuentemente en venta, no es de las
especies mas apreciadas. Su cultivo experimental se
ha realizado en madera de Quercusy Carpinus, bagazos
de maguey tequilero y cafia de azucar (41, 66, 62).

Figura 9. Lentinula boryana.
(Foto de Gerardo Mata y Rigoberto Gaitin Herndndez).

Neolentinus suffrutescens es una especie comun
en zonas templadas con bosques o plantacio-
nes de pinos; tiene una distribucién mundial y
es comun en México creciendo sobre madera
de pino, en troncos o tocones. Se le conoce con
los nombres populares de “cuaresmefio”, “hongo
de pino” u “hongo de ocote”. En algunas regio-
nes de México, sus fructificaciones silvestres son
comercializadas en mercados populares. En el la-
boratorio se ha cultivado en madera de pino, uno

de los residuos forestales mas abundantes en el
pais (8, 9).

Otros hongos con los que se ha experimen-
tado son Laetiporus sulphureus, también conocido
como “pechuga de pollo” por su delicado sabor y
consistencia (59) y Flammulina velutipes, denomina-
do “hongo de invierno” (32). Ambas especies tienen
potencial en el uso de desechos forestales, la pri-
mera, en residuos de encino y la segunda, en pino,
ademas de que se venden en los mercados populares.
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CAPITULO 8

Determinacion de la actividad enzimatica

de las cepas

Los hongos de pudricion blanca y oscura (27),
entre los que se encuentra la mayoria de las es-
pecies comestibles cultivadas, producen gran
variedad de enzimas extracelulares. Estas son
capaces de degradar complejos sustratos ligno-
celuldsicos en sustancias de bajo peso molecular
que pueden ser absorbidos por el micelio para su
nutriciéon (1). Entre las enzimas involucradas en
ese proceso degradativo se encuentran la celulasa
(EC 3.2.14) y la lacasa (EC 1.10.3.2), ambas son
reguladas durante el ciclo de crecimiento y consi-
deradas importantes en la morfogénesis del hongo
(18). Las lacasas tienen la habilidad de oxidar
sustratos con alto potencial redox ante la presen-
cia de mediadores sintéticos, los cuales permitan la
degradacion de compuestos xenobioticos (51, 60).
Las lacasas presentan su maxima actividad du-
rante la colonizacion del sustrato, aunque algunos
trabajos previos han detectado actividad de la en-
zima durante la morfogénesis del hongo (24). Por
su parte, las celulasas han sido detectadas princi-
palmente durante la formacion y el desarrollo de
los cuerpos fructiferos, sugiriendo un importante

Conservacion de las cepas

El objetivo primordial del Cepario IE es la con-
servacion adecuada ex situ de los micelios de
hongos. Sin embargo, esta tarea no solo implica el
resguardo del organismo vivo, sino ademas, es
fundamental mantener su pureza, viabilidad, capa-
cidad de esporulacion y fructificaciéon, evitando
cambios gendémicos no deseables y, en la medida
de lo posible, el envejecimiento de las cepas (53).
Por tal motivo, el uso de sistemas eficientes y se-
guros de conservacion de los micelios es una de
las prioridades del Cepario IE. La conservacion a
largo plazo de las propiedades especiales y carac-
teristicas de las cepas requiere de mantenimiento
continuo. El método mas utilizado, que implica
resiembras continuas de los micelios en medio de
cultivo artificial, también llamado método tradi-
cional, es un sistema que asegura la conservacion
de las cepas por periodos cortos. Sin embargo, este
sistema puede incrementar el riesgo de contamina-
cion accidental y/o cambios en las caracteristicas
morfologicas y fisiologicas de las cepas (22).

papel en la prevision de carbono por el hongo para
alcanzar su etapa reproductiva (10).

Diversas cepas de Pleurotus y Lentinula res-
guardadas en el Cepario Inecol han sido estudiadas,
con la finalidad de determinar su capacidad de
actividad enzimatica y adaptacion fisiologica a sus-
tratos de disponibilidad regional, como la pulpa
de café. Las investigaciones han incluido no solo
la determinacion de la actividad enzimatica, sino
también la capacidad de degradar fenoles hidro-
solubles y cafeina, lo que ha permitido seleccionar
cepas altamente transformadoras de compuestos
antifisiolégicos y/o capaces de reducir sustancial-
mente el contenido lignoceluldsico del sustrato
(54, 60, 61, 70).

Otro importante aspecto investigado ha
sido las relaciones antagonicas entre las espe-
cies comestibles cultivadas y sus contaminantes.
Esto, especialmente con los mohos del género
Trichoderma, con la finalidad de aislar y seleccionar
cepas que presenten mejor resistencia al ataque
del hongo en cultivos con sustratos no convencio-
nales (35 ,61).

El método de resiembras continuas (64)
requiere de higiene estricta y de control medio
ambiental, ya que las cepas deben ser mantenidas
a 4 °C en condiciones de oscuridad para evitar
el envejecimiento y la degeneracion causada por
factores como patdgenos, mutaciones y la activi-
dad metabdlica de la propia cepa. Las resiembras
de las cepas se realizan tomando una pequefia
porcion de la zona periférica del micelio, la cual
es transferida a una caja de Petri o tubo de ensaye
con medio de cultivo recién preparado. Los medios
de cultivo mas utilizados en México para el man-
tenimiento de cepas de hongos comestibles son
agar con papa y dextrosa, agar con extracto de
malta y agar Saboraud. Cuando el micelio cubre
cerca del 70% del medio de cultivo en la caja de
Petri, se debe almacenar a 4-5 °C en oscuridad
(refrigeracion). En estas condiciones las cepas se
pueden almacenar, dependiendo de la especie, por
un periodo de 3 a 4 meses. Después, el micelio
tendra que ser resembrado nuevamente para evi-
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tar el envejecimiento o la muerte del mismo. En
el Cepario IE se utiliza parcialmente el método
tradicional, ya que todas las cepas deben ser pre-
adaptadas a alguno de los medios de cultivo para
facilitar su manejo, sobre todo para la prepara-

Viabilidad de cepas criogenizadas

Distintos métodos de conservaciéon han sido des-
arrollados para mantener las cepas por periodos
largos y asegurar su estabilidad genética. Actual-
mente el método de congelacion en nitrogeno
liquido es considerado el mas eficiente para la
conservacion de cepas de hongos que no espo-
rulan en el micelio (6). El proceso de congelacion
se debe realizar de manera muy cuidadosa para
que los micelios se puedan congelar y descongelar
manteniendo la viabilidad de los mismos. Debe
evitarse la formacién de grandes cristales de agua
en el interior de las células fungicas debido a la
temperatura del nitrogeno liquido (-196 °C), lo cual
puede causar dafos irreversibles en las mismas.
Para esto, es necesario utilizar soluciones criopro-
tectoras (40), las cuales generalmente son aceites
que penetran al interior de la célula y evitan la
formacion de grandes cristales de agua mantenien-
do la integridad de la pared celular.

Los primeros estudios sobre la conservacion
de hongos por el método de criogenizacién se rea-
lizaron en la segunda mitad del siglo pasado (19),
desde entonces, se han probado diferentes condi-
ciones y materiales para optimizar el proceso. La
viabilidad de las muestras que se van a congelar
depende de la especie de hongo y de la cepa, asi
como de la edad del micelio, sus condiciones de

cion de indculo y su posterior cultivo en sustratos
lignocelulésicos (13). El método tradicional no es
recomendable para colecciones con un gran nu-
mero de cepas, ya que consume tiempo y es muy
laborioso por las resiembras continuas del material.

cultivo; también es importante la seleccion del
tipo de crioprotector utilizado, su rapidez de pe-
netracion en las células del hongo y el sistema
de congelacion y descongelacion (6, 36). La crio-
preservacion de los hongos superiores generalmente
se realiza utilizando fragmentos de medio de agar
con micelio, los cuales son inmersos en una solucion
de crioprotector, las muestras se enfrian gra-
dualmente desde la temperatura ambiente hasta
-40 °C a una tasa de disminucion de la temperatu-
ra de 1 °C/min (63). Para la congelacién de cepas
también se ha utilizado inéculo preparado a partir
de semillas de gramineas (20, 25, 67, 21).

En el Instituto de Ecologia, A.C. se ha desa-
rrollado un método sencillo para la conservacion
de cepas de hongos comestibles utilizando inéculo
de las mismas preparado en semillas de gramineas.
Dicho método ha permitido recuperar cepas de los
géneros Agaricus, Lentinula, Pleurotus y Volvariella
(34, 36, 38, 46). La utilizaciéon de semillas como
vectores para la conservacion del micelio ha resulta-
do altamente eficiente. En la mayoria de los casos,
el micelio se recupera a partir del “hilio” de la semi-
lla, lo que permite suponer que este actia como un
protector contra la congelacion (Fig. 10). Esta hi-
potesis ha sido corroborada al recuperar micelios
que fueron congelados sin crioprotector (42, 34).

Figura 10. Criopreservacién de las cepas: a) congelamiento, b-c) recuperacion.
(Fotos de Gerardo Mata y Rigoberto Gaitan Herndndez).

El método implementado (36) utiliza como
vectores principalmente semillas de sorgo (Sorghum
vulgare) preparadas con el método convencional
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para la elaboracion del inoculo de hongos, sobre las
semillas hidratadas (65%) y esterilizadas (13). Sin
embargo, con mucho éxito, otro tipo de semillas
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como trigo, arroz, mijo, linaza, etc. ha sido probado.
Las semillas son colocadas en cajas de Petri esté-
riles, donde se inoculan con los micelios fingicos.
Las muestras inoculadas son entonces incubadas
en la oscuridad a la temperatura adecuada para
el crecimiento micelial (25-28 °C) hasta que el mi-
celio cubra completamente los granos de sorgo.
Para el proceso de criogenizacion, las semillas
colonizadas son colocadas en frascos pequefios
de policarbonato conteniendo una solucién crio-
protectora, preparada con glicerol (10% v/v, para
Agaricus Lentinula o Pleurotus) o dimetilsulfoxido
(5% v/v, para Volvariella), previamente esterilizada
a 121 °C/15 min. En cada frasco se colocan apro-
ximadamente 25 semillas con micelio, las cuales
se ponen en contacto con la solucidon crioprotec-
tora durante una hora a temperatura ambiente y
posteriormente se sumergen directamente en el
nitrégeno liquido utilizando los contenedores apro-
piados (cajas de policarbonato). Cuando se desean
recuperar las muestras, los frascos se sacan del
contenedor y son introducidos en un bafio maria de
agua destilada a 30 °C, durante 10 min. Retirando
el exceso de agua, los frascos son introducidos en

una solucién de alcohol etilico (70% v/v) durante
un minuto. Posteriormente, la solucion crioprotec-
tora contenida en los viales es drenada y las semillas
son colocadas en cajas de Petri que contienen me-
dio de cultivo so6lido (agar con papa dextrosa), con
la finalidad de inducir el crecimiento micelial de
las muestras. Bajo estas condiciones de preserva-
cion, se alcanza una recuperacion de las muestras
cercana al 100%. Ademas, las cepas recuperadas
después de varios afios de almacenamiento han
conservado sus indices de productividad de fructi-
ficaciones, asi como la morfologia y tamafio normal
de los hongos desarrollados (38).

En Meéxico, solamente el Cepario del Ins-
tituto de Ecologia utiliza la criogenizacion como
sistema de conservacion de cepas de hongos comes-
tibles. Una de las desventajas de la criogenizacion
es que requiere de personal altamente capacitado
en el manejo del Cepario, asi como una mayor
disponibilidad financiera para la adquisicion del
equipo especializado y la recarga constante del ni-
trégeno liquido. Sin embargo, esto es compensado,
ya que es altamente eficiente para preservar la via-
bilidad de las cepas por largos periodos.
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