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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consiste en
elaborar un  procedimiento para la
produccion, conservacién, y mantenimiento
de la cepa del género Pleurotus ostreatus, que
permita llevar a cabo, de forma practica, estas
operaciones de la manera mas eficiente
posible. Dentro de los métodos empleados
para realizar esta investigacion se encuentran
la sintesis de bibliografias relacionadas con el
cultivo de setas de género Pleurotus spp.
Como resultado principal de este estudio se
obtiene la propuesta de un procedimiento
que indigue las condiciones iddneas a aplicar
durante la fase de laboratorio para lograr una
mejor calidad de las cepas de Pleurotus
ostreatus en las tareas de produccion,
conservacién y mantencién, sin comprometer
la calidad de las mismas y del proceso en
general.

PALABRAS CLAVE: control de calidad,
preservacion, procedimiento de laboratorio,
setas comestibles.

ABSTRACT

The objective of this work is to develop a
procedure for the production, conservation,
and maintenance of the strain of the genus
Pleurotus ostreatus, which allows these
operations to be practically carried out in the
most efficient way possible. Among the
methods used to carry out this research are
the synthesis of bibliographies related to the
cultivation of mushrooms of the genus
Pleurotus spp. The main result of this study is
the proposal of a procedure that indicates the
ideal conditions to apply during the
laboratory phase to achieve better quality of
Pleurotus ostreatus strains in production,
conservation and maintenance tasks, without
compromising the quality of them and the
process in general.

KEYWORDS: quality control, preservation,
laboratory procedure, edible mushrooms.

INTRODUCCION

Las setas comestibles han sido utilizadas por
décadas con fines medicinales y alimentarios
como parte de una dieta sana, ya que

controla  muchas funciones del cuerpo
humano vy reduce el riesgo de varias
enfermedades.

La palabra “hongo” es un término de uso
general que en realidad se refiere al cuerpo
fructifero macroscépico del hongo. Los
cuerpos fructiferos tienen formas
extremadamente diversas; algunos parecen
globos amorfos de gelatina, mientras que
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otros asemejan a un paraguas, algunos otros
parecieran corales, y hay los que aparentan
ser huevos. También se encuentran los que
simulan ser nidos de pdjaros, y estrellas de
mar (Sahagun, 2020).

Las setas comestibles se alimentan de la
materia orgdnica en la que estdn creciendo,
llamada sustrato, degradando las substancias
con enzimas que liberan al medio humedo
que les rodea, por ello es importante el
suministrar un substrato adecuado al hongo
cuando se le intente cultivar para que los
nutrientes puedan ser aprovechados por las
hifas del micelio. Para que la seta se
desarrolle adecuadamente se requiere de una
temperatura y humedad adecuadas, asi como
aire que aporte oxigeno y cierta cantidad de
luz. Con estos factores se deducen las
necesidades que tiene que satisfacer el
cultivo del hongo seta. EI conocer el
desarrollo de un hongo en la naturaleza vy
entender su ciclo de vida, nos dard el
conocimiento para poder manipularlo vy
producirlo en condiciones artificiales de
cultivo (Gaitan-Hernandez et al., 2006).

Los sustratos donde se cultivaron los hongos,
una vez utilizados, también se pueden usar
como biofertilizante para enriquecer la
fertilidad de los suelos, como alimento para
animales y también para la produccién de
biogds Segun (Grimm et al., 2021;
Nongthombam et al., 2021), esto garantiza el
cierre de los ciclos productivos y el uso de un
subproducto de un proceso, como materia
prima para otro. El cultivo de hongo se puede
adoptar como industria artesanal porque al
ser un cultivo protegido, no compite por el
area con ningun otro cultivo y se encuentra a
salvado de los caprichos de la naturaleza.
Tiene un enorme potencial de exportacién
como producto bdsico que genera ingresos
(Ali et al., 2007).

En los dUltimos tiempos el aumento de
produccion de los hongos comestibles ha sido
uno de los retos para satisfacer las
necesidades alimentarias a nivel mundial, y

junto con esto también ha aumentado el
consumo de este producto. Entre las especies
mas cultivadas se encuentran Agaricus,
Lentinula, Pleurotus y Volvariella, siendo
Agaricus el de mayor produccion. Las especies
de Pleurotus son la mas faciles y menos
costosas para cultivar; muy pocas especies de
otros hongos demuestran tal adaptabilidad,
agresividad y productividad (Lopez, 2014).

La seta Pleurotus ostreatus degrada
compuestos lignoceluldsicos, presenta
propiedades alimenticias, medicinales entre
las que se puede sefialar inhibicion antiviral,
anticancerigenas, y antibidticas, ademas de
ayudar en el control del colesterol (Jaramillo,
2013). Igualmente, estudios de (Vargas et al.,
2012) mencionan que el uso como sustrato
del bagazo de cafia fomenta la produccién de
enzimas lignoceluloliticas debido a que el
bagazo de cafla contiene cantidades
apreciables de celulosa y hemicelulosa. En
(Garzén & Cuervo, 2008) se destaca que la
utilizacién del bagazo de cafla de azlcar
permite producir un alimento realmente alto
en el nivel nutricional, el cual es el hongo
Pleurotus ostreatus. Este hongo llega hasta un
40% en materia seca consumiendo el sustrato
bagazo de cafia de azlcar.

La composicion nutricional de Pleurotus
ostreatus varia dependiendo del tipo de
sustrato en el que se cultive, los minerales
(potasio, sodio, fésforo, cadmio, etc.) se
concentran en los cuerpos fructiferos,
mientras que el contenido de proteinas del
mismo esta relacionado con la cantidad de
nitrégeno que el sustrato posea. Su contenido
de grasas y carbohidratos es bajo, posee
vitaminas B1, B2, tocoferol, cobalamina,
carotenos, entre otros (Donado, 2014). En
cuanto a su composicién, (Judrez et al., 2021)
menciona en su investigacién que el valor
nutritivo del hongo Pleurotus ostreatus reside
en las proteinas que contiene, donde se
resalta el gran valor de tener los aminodacidos
alanina, acido glutamico y glutamina, por lo
que se llega a la conclusiéon que sus
propiedades nutritivas aportan mucho mas
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proteinas que las plantas y llega a acercarse al
aporte dado por la proteina animal.

El Pleurotus ostreatus en Cuba empezd a
cultivarse con el empleo de subproductos de
la industria cafiera (paja y bagazo) con
excelentes resultados y con un avanzado
logro de su tecnologia por el Instituto Cubano
de Investigaciones de los Derivados de la Cafa
de Azlcar (ICIDCA) en 1988 (Bermudez et al.,
2001). Esta tecnologia fue empleada por el
Centro de Estudios de Biotecnologia Industrial
(CEBI) de la Universidad de Oriente,
sustituyendo a la cafia de azUcar por otros
subproductos agroindustriales existentes en
la provincia oriental, como los del café, con
los cuales este centro de investigaciones ha
alcanzado resultados importantes, sobre todo
en las ramas de la produccién de farmacos y
de algunos productos derivados de la seta
(Garcia et al., 2007; Garcia et al., 2016).

Sin embargo, el consumo de los hongos
comestibles no figura en la tradicién culinaria
del pueblo cubano debido a que no existen
centros de produccidon cercanos que
abastezcan el mercado nacional y la gran
mayoria de las veces que se consume es a
través del producto importado (en conserva)
principalmente el champifion.

En la Universidad de Camagley se lleva a
cabo el proyecto “Desarrollo de tecnologias
para la elaboracion de alimentos sanos a
partir de setas comestibles” en el
departamento de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos desde el 2018. Como parte de este
proyecto se trabaja en la creacién de
infraestructuras que permitan en un futuro la
produccion de setas con recursos y materias
primas netamente del territorio, aunque
existe la problematica de que, hasta el
momento, se han empleado las cepas
pertenecientes al CEBlI  tanto para
investigaciones o capacitaciones (Puig et al,,
2020), las cuales deben ser transportadas,
reproducidas y conservadas con ciertos
parametros y condiciones que permitan la
preservacion bioldgica de esta especie tan

fragil en esta etapa. Una vez que se instale en
la Universidad de Camagley la tecnologia y se
ponga en marcha las producciones, se hace
necesario contar con cepas obtenidas en
nuestras entidades investigativo-productivas,
siempre cumpliendo con condiciones que
apunten a la eficiencia en el trabajo y la
inocuidad y preservacién del producto.

La adecuada conservacién de las cepas
garantiza la calidad y continuidad en Ia
produccion de la semilla comercial y ademas
mantiene la viabilidad y el potencial
productivo de las especies al cultivarlas
(Valencia et al., 2006). Sin embargo, las cepas
de Pleurotus ostreatus son vulnerables a
pérdidas de vitalidad y dafios irreparables en
su fisiologia ante cambios ambientales
bruscos durante su produccién, aspecto que
influye negativamente en la calidad de las
producciones de setas comestibles.

De esta manera, el objetivo del presente
articulo consiste en elaborar un
procedimiento para la produccion,
conservacién y mantenimiento de la cepa del
género Pleurotus ostreatus, sin comprometer
la calidad de las mismas, mediante el
establecimiento de las condiciones necesarias
en la fase de laboratorio. Para cumplir el
objetivo trazado se partid de una revision
bibliografica actualizada en el periodo
comprendido de octubre y noviembre del afio
2022.

Se asumidé la revisién bibliografica como el
proceso de detectar, recuperar y consultar
materiales de interés para la investigacion,
para sistematizar la informacién contenida en
ellos y extraer conclusiones validas referidas

al objeto de estudio. Por tal razdn, se
consideraron para el andlisis: articulos
originales 'y de revision  publicados

preferentemente en idioma espafiol; articulos
de revistas, libros, trabajos de culminacién de
estudio y cualquier tipo de reporte de
investigacion que abordara el tema.

MATERIALES Y METODOS
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perteneciente a la Universidad de Santiago de

Método de revision bibliografica Cuba. Se investigd acerca de las experiencias

Durante el estudio, revision y analisis practicas en la produccion del aislamiento,

bibliografico prevalecié el empleo de los
métodos tedricos: analisis-sintesis; induccion-
deduccion y el hipotético-deductivo. Y,
sobresalié como método empirico la revision
de documentos.

La busqueda de investigaciones se llevd a
través del motor de busqueda el Google
Académico y se consideraron bases de datos
de acceso abierto como IRESIE, Redalyc,

SciELO 'y Dialnet, en el contexto
iberoamericano. Como  estrategia de
busqueda se utilizaron los siguientes
descriptores: preparacion de cepas,

generacion, conservacion y preparacion;
aislamiento y mantenimiento de la cepa de
Pleurotus ostreatus. Los criterios de inclusion
establecidos fueron publicaciones
preferentemente espafol y de la region de
Iberoamérica.

A partir de las estrategias de busquedas, se
localizaron 80 articulos, de los cuales se utilizdé
40. La seleccién de los estudios se realizd
segln los siguientes pasos: |) lectura de los
titulos de los articulos; 1) lectura de los

resumenes; lll) lectura completa de los
articulos seleccionados a partir de los
resumenes.

La seleccidon se manejé bajo los siguientes
criterios:
e Generalidades de Pleurotus ostreatus.
e Fundamentacién de los referentes
tedricos  sobre la  produccion,
conservaciéon y mantenimiento de las
cepas de Pleurotus ostreatus.

e Factores mas importantes que
condicionan o limitan el desarrollo de
las cepas.

e Condiciones constructivas de un
laboratorio.

Consulta a expertos
En bldsqueda de asesoria acerca del tema se
consulté a especialistas del CEBI

conservaciéon y mantenimiento de cepas de
Pleurotus ostreatus.

Caracterizacion del laboratorio de
produccién de cepas de Pleurotus ostreatus
Para efectuar la caracterizacion del
laboratorio de produccién de cepas de
Pleurotus ostreatus se realizd una entrevista
al responsable del disefio de dicho
laboratorio. Se consulté trabajos de grado vy
articulos de estudiantes vinculados con el
disefio de la planta. Igualmente se realizd una
visita y recorrido por las instalaciones.

Elaboracién del procedimiento para la
produccidn, conservacidon y mantenimiento
de las cepas Pleurotus ostreatus

Se puntualizaron los aspectos a tratar en un
procedimiento para la produccion,
conservaciéon y mantenimiento de las cepas
Pleurotus ostreatus en una planta piloto de
setas comestibles. Se analizé las necesidades
especificas de este laboratorio y se valord los
beneficios de la aplicacién de un documento
de este tipo.

Elaboracidn del glosario

Para la elaboracién del glosario se verificé
cudles eran los términos de mayor
complejidad y se buscd su significado en
manuales técnicos sobre el cultivo de setas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Generalidades de Pleurotus ostreatus
Pleurotus ostreatus es un hongo saprofitico
que descompone plantas superiores muertas
o sustratos vegetales en proceso de
descomposicion. Su crecimiento vegetativo es
impulsado exclusivamente por su propio
complejo enzimatico, donde a una humedad
suficiente en el material, las enzimas
degradan moléculas complejas de
lignocelulosa en moléculas mas simples que el
hongo puede consumir (Maccapa, 2021).
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Morfologia general de Pleurotus ostreatus

La seta comestible de Pleurotus ostreatus
contiene dos partes fundamentales: el cuerpo
vegetativo y el cuerpo reproductor. El cuerpo
vegetativo se encuentra colonizando el
sustrato o bajo el suelo en algunos hongos
silvestres. Esta formado por unos filamentos
llamados hifas y por septos conteniendo dos
ndcleos, que se comunican entre si a través
de un conducto llamado fibula. Al conjunto de
todas las hifas es a lo que se le llama micelio

(Fig. 1).

de
basidiomiceto. 1 - Pileo, 2 - Himenio laminar,
3 - Pie o estipe, 4 - Anillo, 5 - Micelio, 6 -

Figura 1. Estructura un  hongo

Desarrollo del basidio, 7 - Esporas, 8 -
Estructura de la superficie del pileo.

(Romero, 2006)

La funcion del micelio es absorber las

substancias minerales del suelo para alimento
propio, excretando enzimas con accion sobre
el rompimiento enzimatico de los compuestos
como la lignina y la celulosa, a través de la
cooperacion de enzimas como las ligninasas y
celulasas. El micelio en realidad es el hongo,
ya que la seta (comunmente llamado hongo),
es su aparato reproductor (Oei, 2016).

La seta (carpoforo) es la parte reproductora
que sale al exterior de los hongos superiores.
El carpdforo, estd conformado por un
sombrero o pileo es la parte superior,
generalmente tiene forma de paraguas,

aungue pueden adoptar diversas formas. El
sombrero o pileo es amplio y puede ser algo
deprimido en el centro. Tiene un estipite o
tallo que habitualmente no es central sino
lateral o excéntrico, lo que junto con la forma
de su sombrero le da el aspecto de ostra. Las
esporas suelen ser blancas, pero las hay
levemente amarillentas o rosadas. Las
laminillas "acompafian" al estipite del hongo,
prolongandose a lo largo del mismo, por lo
que se dicen que son decurrentes. Las
especies de este género carecen de anillo

(Fig. 2).

Pileo o
sombrero -

Heminéforo o
laminillas

Estipite o tallo

Pleurotus

del

Figura 2. Partes
ostreatus.

(Romero, 2022)

hongo

Caracteristicas biotecnolégicas de Pleurotus
ostreatus

Investigaciones recientes han demostrado a
Pleurotus ostreatus como un potencial
biotecnoldgico muy prometedor, ya que tiene
un efecto antitumoral debido a la presencia
de cantidades importantes de polisacaridos
de estructura molecular compleja; los que
seguramente actuaran potenciando a las
células de defensa para que destruyan células
cancerosas sin  efectos colaterales al
individuo.

Este mismo mecanismo estimula el sistema
inmune del organismo para actuar de manera
eficiente contra virus y bacterias. Tienen
también propiedades  antiinflamatorias,
debido a que en distintas investigaciones se
han aislado glicopéptidos (lectinas) que
contienen aminoacidos, acidos con glucosa,
arabinosa, galactosa, manosa, y xilosa, en la
cadena de carbohidratos, con excelente
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capacidad fungicida y antibidtica. Estos
componentes han sido aislados tanto del
micelio como de los cuerpos fructiferos de
Pleurotus japonicus, P. ostreatus vy P.
cornucopiae (Pérez et al., 2021).

Se ha reportado que estas sustancias han sido
utiles en el control de algunas enfermedades
de las plantas. Algunas de las ventajas de los
hongos para su uso en bioremediacién se
deben a que estdn presentes en sedimentos
acudticos y habitats terrestres, ademas de
que sus hifas pueden penetrar en suelos

contaminados y producir enzimas
extracelulares que degradan los
contaminantes. Tal es asi que Pleurotus

ostreatus ha demostrado tener la capacidad
de absorber metales pesados del suelo como
cobalto y cadmio (Jaramillo, 2013).

Caracterizacion del laboratorio de
produccién de cepas de Pleurotus ostreatus
En la Universidad de Camagtliey se trabaja en
la construccién de un laboratorio para la
produccion y  conservacién de  setas
comestibles. Debido a la situacién en la que
se encuentra el laboratorio de produccién de
cepas, es imposible la realizacion de la parte
practica del presente estudio, sin embargo, se
sefialan algunas condiciones que dicha
habitacion debe cumplir para garantizar la
inocuidad sanitaria y microbioldgica de los
procesos que alli se realizara.

e Condiciones necesarias:
Se dispondra de espacio suficiente para
realizar el trabajo de laboratorio en
condiciones de seguridad y para la limpieza y
el mantenimiento. Su pintura debe ser de
colores claros, debe estar construido de
materiales durables. Las paredes, los techos y
los suelos serdn lisos para disminuir la
posibilidad de acumulacion de desechos o
gérmenes, deberan ser faciles de limpiar,
impermeables a los liquidos y resistentes a los
productos quimicos, a elementos corrosivos o
téxicos y desinfectantes normalmente
utilizados en el laboratorio. El recubrimiento
de paredes y el techo deberd ser

impermeable a los agentes quimicos vy
resistente al desgaste, igualmente deberd
tener buenas propiedades térmicas y poca
conductividad. Los suelos deberan ser
antideslizantes.

Los medios, los reactivos y los instrumentos
de vidrio que deban almacenarse en la misma
habitacion en que se llevan a cabo los analisis
microbiolégicos habran de guardarse en
envases herméticamente cerrados, y todos
los articulos deberan almacenarse en
armarios limpios de polvo, preferiblemente
con puertas corredizas de vidrio. Estas
puertas deben estar permanentemente
cerradas, salvo cuando haya que acceder a los
armarios. Los muros deben pintarse con una
pintura impermeable y a prueba de moho,
que proporcione una superficie lisa e
impenetrable de facil limpieza. Se recomienda
el uso de baldosines resistentes, lisos y que
puedan fregarse rapidamente (FAO, 1992).

Este cuarto conviene que esté equipado con
aire acondicionado. El aire acondicionado
central ofrece varias ventajas. En primer
lugar, el aire que entra es filtrado, con lo que
se reduce el peligro de contaminacion
ambiental del laboratorio. En segundo lugar,
las ventanas cerradas reducen al minimo las
corrientes de aire, que pueden causar
contaminacion, ademas impiden la entrada de
moscas Yy otros insectos voladores que
contaminan las muestras o las superficies del
laboratorio. En tercer lugar, el aire
acondicionado controla la humedad (un 50 %
es optimo), lo que atenua los problemas con
los soportes higroscopicos y los productos
quimicos, sobre todo en los paises de clima
tropical. Ademds, una humedad excesiva
durante un periodo prolongado puede
provocar el crecimiento de mohos en las
superficies del laboratorio. Las esporas
pueden hacerse aéreas, lo que afectaria a los
resultados de los andlisis. Por ultimo, el aire
acondicionado estabiliza la temperatura de la
habitacion, lo que permite un funcionamiento
mas eficaz de las incubadoras. Los
ventiladores no son un sustituto
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recomendable para lograr un sistema pinzas, pipetas de 10 ml, Beaker de 100 ml,
eficiente de ventilacion, porque levantan bisturi, botellas con agua estéril.

polvo y pueden ser una causa importante de
contaminacion en el laboratorio de
microbiologia (Baggini, 2022).

Procedimientos para la producciéon de la
cepa de Pleurotus ostreatus y el aislamiento
de carpdforos

Las setas se reproducen por medio de
esporas, las cuales se alojan en las laminillas
que se ubican debajo del pileo o sombrero,
tejido que se utiliza para el aislamiento de la
cepa. Para cultivar los tejidos de los cuerpos
fructiferos de la cepa que se quiera aislar es
necesario realizar una seleccion cuidadosa de
los individuos con mejores cualidades
fenotipicas como: tamafio, aspecto, color,
crecimiento, adaptacién, precocidad, etc.

Una vez escogidas las setas, se toma un trozo
del sombrero y en una caja de Petri vacia y
estéril se hacen cortes del tejido externo del
trozo seleccionado y se desechan. Luego, el
tejido resultante se sumerge en una solucién
desinfectante (hipoclorito al 25%), durante 5
minutos, pasado el tiempo el tejido se
sumerge en agua destilada estéril para
eliminar el desinfectante y se traslada a una
caja de Petri que contenga servilletas
estériles, con las cuales se le elimina el exceso
de agua y nuevamente se le hacen cortes
externos, dejando solamente la parte interna,
la cual es transferida a una caja de Petri con
agar extracto de maltay se incuba a 25°Cde 7
a 10 dias.

La cepa asi aislada puede mantenerse
vigorosa hasta por afio y medio, siempre vy
cuando se almacene a temperaturas de
refrigeracion y/o crioconservacion, realizando
repiques en agar cada tres meses.

e Procedimiento
1. Preparar cajas de Petri con agar extracto de
malta, papa dextrosa agar vy/o agar
Sabouraud, de acuerdo con la metodologia
basica de laboratorio.
2. Disponer de los siguientes materiales: cajas
de Petri vacias, cajas de Petri con servilletas,

3. Lavar y esterilizar el material de vidrio y el
instrumental de acuerdo a las metodologias
basicas de laboratorio.

4. Retirar de la nevera los medios para la
siembra y desinfectar las cajas con alcohol.
Para permitir que se aclimate antes de
utilizarlo debe ser retirado aproximadamente
1 dia antes.

5. Limpiar y desinfestar el laboratorio y la
cabina de flujo laminar o area de siembra
segin las  metodologias  basicas de
laboratorio. Encender mecheros.

6. Mantener cerrada la puerta del laboratorio.
Mantener una bata limpia, cofia y tapabocas
al interior del laboratorio, y una a la salida
para el cambio.

7. Seleccionar un carpéforo con excelentes
caracteristicas fenotipicas y seccionar un
trozo para aislar la cepa, y eliminar los tejidos
externos con la ayuda del bisturi y de las
pinzas.

8. Desinfestar el trozo de carpdforo en
hipoclorito al 25% durante 5 minutos, luego
sumergir el trozo en agua destilada estéril
durante 5 minutos mas.

9. Eliminar el exceso de agua pasando el
pedazo de tejido a una caja de Petri con
servilletas estériles.

10. El fragmento de carpdforo se siembra en
una caja de Petri con agar extracto de maltay
se incuba a 25 °C, de 7 a 10 dias.

11. Recoger la basura y limpiar y desinfestar el
area de trabajo, después de realizada la
siembra.

12. Para control de hongos y bacterias es
recomendable realizar aspersiones con formol
al 0,3% en volumen, es decir adicionar 3 ml de
formol comercial en un litro de agua.

13. Evaluar diariamente el crecimiento
micelial, retirar el material contaminado vy
disponerlo de acuerdo con lo establecido en
las metodologias basicas.

14. Cuando la invasién del hongo sea entre el
95 y 100%, sellar la caja de Petri con vinilpel,
desinfestarla externamente y guardarla en la
nevera entre 4y 6 °C.
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15. Cuando ocurran contaminaciones lejos del
area de crecimiento micelial del hongo, puede
realizarse un repique a otras cajas de Petri
con agar para eliminar el contaminante, y
disponer el material contaminado conforme a
lo expresado en el presente protocolo.

Procedimientos para el mantenimiento y
conservaciéon de la cepa de Pleurotus
ostreatus

Propuesta 1: La conservacién de cepas de
Pleurotus spp. en agua destilada estéril o
método de Castellani, el cual es un método
que garantiza elevados porcentajes de
viabilidad, pureza y estabilidad de las cepas;
esto unido a su bajo costo y sencillez, la
convierte en una alternativa ventajosa para el
mantenimiento de las mismas.

Es un método simple de conservacion, las
cepas se pueden conservar en pequefios
tubos de 2-10 ml con agua destilada estéril.

Procedimiento

1. Inocular la cepa en un medio de cultivo
para hongo, donde mejor crezca el
Basidiomiceto. Incubar a 27-28°C o
temperatura ambiente por 7-12 dias.

2. Cortar varias tiras de papel de filtro en
pequefios tamafios (2 cm de largo x 1 cm de
ancho) colocar dentro de un recipiente que se
pueda esterilizar por medio de autoclave,
puede ser una caja Petri u otro frasco de
mayor tamafio u Erlenmeyer con tapon.

3. Preparar medio de cultivo para hongo,
donde mejor crezca el Basidiomiceto, vy
preparar varias placas (de 3-5 por cepas).

4. Esterilizar mediante autoclave por 15 min a
una temperatura de 121 °C.

5. En flujo laminar o cuarto de siembra verter
el medio de cultivo en las placas

6. Una vez solidificado el medio, colocar en su
interior varias tirillas de papel de filtro estéril
con ayuda de una aguja bacteriolégica o pinza
estéril y frente al o los mecheros en el cuarto
de siembra.

7. Tomar, con ayuda de la aguja
bacteriolégica, una muestra del micelio de la
cepa e inocular encima de cada tirilla de papel

de filtro. Incubar a 27-28 2C o temperatura
ambiente por 7 dias, observar
periddicamente.

8. En tubos de rosca o frasquitos de penicilina
afiadir 5ml de agua destilada y esterilizar
mediante autoclave por 15 min a una
temperatura de 121 °C.

9. Transcurrido el tiempo de incubacién, y al
observar desarrollo micelial en los fragmentos
de papel de filtro, se retira cada fragmento
con ayuda de la aguja bacterioldgica o
cuidadosamente con una pinza estéril en
cuarto de siembra y frente al mechero, y se
colocan dentro de cada tubo de rosca o frasco
de penicilina conteniendo los 5ml de agua
destilada estéril.

10. Se recomienda depositar unas gotas de
aceite mineral o parafina estéril en la
superficie del agua para evitar la evaporacion.
11. Al final se pueden mantener guardadas en
refrigerador o a temperatura ambiente por 2
afios y mas.

12. La eficiencia de la técnica se verifica a
partir de un tiempo prologado al resembrar la
cepa en un medio de cultivo para hongo.

Propuesta 2: Otros métodos consisten en la
preparacion de los medios de cultivo mas
frecuentemente utilizados en preservacion de
cepas de Pleurotus ostreatus.

Titulo: Agar con extracto de malta
Ingredientes:

e Extracto de Malta: 10 g

e Agar-Agar:15g

Procedimiento:

Se pesan los ingredientes y se mezclan en el
matraz con 1000 ml de agua destilada. La
suspension se calienta y agita hasta que
gueden totalmente disueltos los ingredientes.

Titulo: Agar con dextrosa y papa
Ingredientes:

e Papa:200g

e Agar-Agar:15g

e Dextrosa o Glucosa: 20 g

e levadura:2g
Procedimiento:
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Pelar y poner a hervir la papa en 500 ml de
agua destilada o purificada durante 10-15
min. El extracto se filtra y se adiciona mas
agua hasta ajustar 1000 ml para reponer lo
que se evapord. Se agregan los otros
ingredientes y se calienta a fuego lento
moviendo constantemente durante 1-2 min
hasta que queden totalmente disueltos.

Glosario de términos relacionados con la
produccidn, conservacidon y mantenimiento
de las cepas Pleurotus ostreatus

Carpoforos: Prolongacién del receptaculo que
lleva encima al gineceo y luego al fruto.
Estipite: En micologia el término estipite hace
referencia al pie que sustenta el pileo o
sombrero del cuerpo fructifero de wun
basidiomiceto. Estos hongos se denominan
estipitados. Como todos los tejidos fungicos el
estipite se compone de tejido estéril hifal,
quedando el tejido fértil del himenio bajo el
pileo.

Pileo: El sombrero, o pileo, es la parte
superior. Generalmente tiene forma de
paraguas, aunque puede adoptar diversas
formas. Bajo el sombrero se encuentra el
himenio que es una membrana que envuelve
a los elementos fértiles, las esporas, de ahi
que se denomine a la seta como cuerpo
reproductor.

Pleurotus: Es un género de setas con el
himenio laminado que incluye a algunas
especies comestibles de gran interés
comercial, como el champifidn ostra o la seta
de cardo.

Macromicetos: Son hongos (organismos
eucariotas como mohos, levaduras y royas)
que tienen  estructuras  microscopicas
productoras de esporas. Presentan
crecimiento en la punta del tubo y tienen
paredes celulares compuestas de quitina, un
polimero de N-acetilglucosamina.

Hongo saprofitico: Un hongo sapréfito (del
griego sapros = putrefacto y fyton = planta) es
el que se alimenta de materia organica
muerta o en descomposicion. Son los mas
frecuentes en determinados ecosistemas e
intervienen en la mineralizacién de los restos

vegetales para que puedan posteriormente
formar parte del humus.

Contaminacion microbioldgica: Se refiere a la
introduccién involuntaria o no intencionada
de microorganismos infecciosos como las
bacterias, levaduras, mohos, hongos, virus,
priones, protozoos o de sus toxinas y/o
subproductos.

Esterilizar: Se denomina esterilizacion al
proceso por el cual se obtiene un producto
libre de microorganismos. El proceso de
esterilizacion debe ser disefiado, validado vy
llevado a cabo para asegurar que es capaz de
eliminar la carga microbiana del producto o
un microorganismo mas resistente.
Desinfectar: Se denomina desinfeccién a un
proceso quimico que mata o erradica los
microorganismos sin discriminacion tales
como bacterias, virus y protozoos, impidiendo
el crecimiento de microorganismos patdgenos
en fase vegetativa que se encuentren en
objetos inertes.

Esporas: En biologia, el término espora
designa un cuerpo microscépico unicelular o
pluricelular que se forma con fines de
dispersién y supervivencia por largo tiempo
en condiciones adversas, y que generalmente
es una célula haploide.

Hifa: La hifa es un filamento que se origina a

partir de las esporas en hongos,
pseudohongos y actinobacterias.
Laminillas: Son las estructuras laminares

existentes bajo el sombrero de algunas setas,
cuya funcion es actuar como himendforos en
el cuerpo fructifero del hongo. Es la
estructura mas frecuente, pero no exclusiva,
en los agaricos.

Lignocelulosa: Se refiere a la materia seca
vegetal, llamada biomasa lignoceluldsica. Es la
materia prima mas abundante disponible en

la  Tierra para la  produccion de
biocombustibles, principalmente bioetanol.
Estd compuesto por polimeros de

carbohidratos y un polimero aromatico.

Micelio: Es una estructura de los hongos de
apariencia similar a una raiz, consistente en
una masa de hifas ramificadas y de textura
como de hilo, que forman la parte vegetativa
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de los hongos pluricelulares tales como las

setas y los mohos. Luego de un andlisis exhaustivo de la
Medio de cultivo: Es una técnica de literatura y experiencias de la Universidad de
laboratorio que consta de un gel o una Oriente se puede indicar que existen varios
solucién que contiene los nutrientes métodos  utilizados  mundialmente: el
necesarios para permitir, en condiciones almacenamiento a largo plazo y
favorables de pH vy temperatura, el almacenamiento a corto plazo. Entre los mas
crecimiento de virus, microorganismos, factibles a realizar en la Universidad de
células, tejidos vegetales o incluso pequefas Camagley se encuentra el de la conservacion
plantas. de cepas de Pleurotus spp. en agua destilada
estéril o método de Castellani, el cual es un
Valoracion de la pertinencia de los método facil, de bajo costo y sencillo por lo
procedimientos a emplear en la UC que es recomendable su utilizacién. También
La Universidad de CamagUey, especificamente se recomienda el método de resiembra
la carrera de Ciencias Alimentarias, trabaja de continua y el método de cultivo seriado.
conjunto con un grupo de especialistas en el
disefio y construccion de un laboratorio para CONCLUSIONES
la produccién, conservacion y produccion de La aplicacién de un procedimiento para la
setas comestibles, haciendo énfasis en el produccion, conservacién y mantenimiento
Pleurotus ostreatus. La conservacion de las de las cepas permitira preservar la calidad en
cepas en un laboratorio es una actividad la etapa de laboratorio de la produccion de
cotidiana de vital importancia porque setas. Al tratarse de un laboratorio
representa el resguardo adecuado de los investigativo-productivo, la aplicacion de
recursos genéticos vivos. Es de vital documentos normativos garantiza la eficacia
importancia elegir sistemas eficientes vy de los procesos, manteniendo estandares de
seguros que garantice la conservacién de los la calidad adecuados.
micelios.
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