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ABSTRACT

VIABILITY OF VOLVARIELLA VOLVACEA S’i‘RAINS STORED IN LIQUID NITROGEN. Rev. Mex. Mic. 13: 78-80
(1997). In this paper, results of the recuperation of 11 strains of Volvariella volvacea (Bull: Fr.) Sing. stored in
liquid nitrogen are given. For cryopreservation, the mycelia were inoculated on seed of millet and two varieties
of sorghum and put in cryovials and placed in contact with a cryoprotector solution of dimethyl sulfoxide
(DMSO) 5% for 30, 60 and 90 min. The strains were maintained in liquid nitrogen for two weeks. The samples
were then thawed out and mycelial recuperation evaluated by daily observations under the microscope. The
millet seeds with 60 and 90 minutes of contact with DSMO proved to be the best treatments for strain
cryopreservation.
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RESUMEN

Se presentan los resultados de recuperacién de 11 cepas de Volvariella volvacea (Bull: Fr.) Sing. conservadas en
nitrégeno liquido. Para la criopreservacion, los micelios se inocularon en semillas de mijo y dos variedades de
sorgo y se depositaron en crioviales, poniéndose en contacto con una solucién crioprotectora de dimetil sulféxido
(DMSO) al 5%, durante 30, 60 y 90 min. Las cepas permanecieron en nitrégeno liquido dos semanas.
Posteriormente las muestras se descongelaron, evaludndose la recuperacién de los micelios mediante
observaciones microscépicas diarias. Las muestras sometidas a 60 y 90 minutos de tiempo de contacto con
DMSO resultaron ser los mejores tratamientos para la criopreservacién de las cepas.
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Las resiembras periédicas de las cepas microbianas
inducen cambios fisicos y genéticos que aumentan el
riesgo de pérdida del material biolégico (Gherna,
1984; Sharp, 1984). Debido a lo anterior, la conser-
vacién de cepas en ultracongelacién (-196 °C) se
considera un método altamente ventajoso, ya que al
disminuir el metabolismo del organismo, su almace-
namiento es por tiempo ilimitado y consecuentemente,
disminuye la posibilidad de alteraciones en sus
caracteristicas genéticas (Hwang, 1968; Butterfield et
al., 1978; Jong, 1978; Elliot y Challen, 1979; Jodon et
al., 1982; San Antonio y Hwang, 1982; Smith, 1982;
Jong y Birmingham, 1992). Esta técnica ha sido
recomendada para organismos que no esporulan y que

por tanto, (Hwang y San Antonio, 1972; Hwang er al.,
1976).

En México, los estudios sobre criopreservacion de
cepas de hongos se iniciaron recientemente y han sido
enfocados principalmente a los géneros Pleurotus y
Lentinus (Garcia-Hinojosa y Martinez-Cruz, 1991,
Mata ez al. 1994; Ortega y Mata, 1994; Lara Herrera er
al. 1997), sin considerar otras especies comestibles de
interés comercial.

Debido a lo anterior y con el objetivo de evaluar la
recuperacién de «cepas del hongo comestible
Volvariella volvacea sometidas a ultracongelamiento,
11 cepas depositadas en la Coleccion de Hongos
Comestibles del Instituto de Ecologia de Xalapa
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(México), se resembraron en medio de cultivo de agar
con extracto de malta e incubaron a 30 °C. Para-
lelamente se hidrataron semillas de sorgo rojo
(Sorghum vulgare Pers.), mijo (Setaria geniculata
(Lam.) P. Beauv) y sorgo negro (Sorghum almum
Parodi), que se colocaron en cajas de Petri y se este-
rilizaron a 15 lbs durante 45 min. Los granos fueron
inoculados con las cepas de Volvariella e incubados a
30 °C en la obscuridad, hasta que el micelio los cubrié
totalmente.

Para la criopreservacion de las cepas se empled la
técnica de Hwang (1960) modificada por Mata et al.
(1994), que consistié en llenar 2 crioviales por
tratamiento con 1.2 ml de solucién de dimetil
sulféxido al 5% e introducir 10 semillas con micelio
en cada uno, permitiendo que las muestras estuvieran
en contacto con la solucién crioprotectora durante 30,
60 y 90 min En total se preservaron 1980 muestras.
Una vez transcurrido el tiempo de contacto, los
crioviales se colocaron en una caja de policarbonato
que se introdujeron al contenedor con nitrégeno
liquido.

Quince dias después los crioviales se descongela-
ron sumergiéndolos durante 10 min en agua a 30 °C y,
las semillas con micelio se transfirieron a cajas de Petri
estériles para escurrir el exceso de la solucién
crioprotectora. Enseguida y con ayuda de una pinza
estéril, los granos fueron inoculados sobre placas de
agar con extracto de malta (10 en cada caja) e incu-
bados a 30 °C. La recuperaciéon de los micelios se
determiné mediante observaciones al microscépio de
las muestras, considerandose recuperadas aquellas que
presentaban crecimiento micelial. Los resultados
fueron sometidos a un analisis de varianza para un
disefio factorial en bloques, para determinar si entre las
cepas, semillas y tiempo de contacto empleados existié
alguna diferencia significativa,

En cuanto a los resultados, el tiempo de recupe-
racién de las muestras fue variable, siendo las cepas
[E-50, IE-88 e IE-158 las mas veloces, ya que el 50%
del total de sus muestras presentaron crecimiento mi-
celial a las 24 h de incubacién, en contraste con las
cepas IE-35, IE-164 e IE-166 que permanecieron con
0% de recuperacién en el mismo tiempo de incuba-
cién. Los porcentajes de las cepas restantes fluctuaron
entre 5 al 38%.

Referente a las semillas evaluadas, las cepas desa-
rrollaron abundante crecimiento micelial en los 3
substratos probados, siendo que las muestras de sorgo

rojo y mijo se recuperaron al 100% en 3 dias de
incubacién y las de sorgo negro a los 4 dias;
estos valores de recuperacién son significativa-
mente mayores a los reportados por Lara et al
(1997) en cepas de Pleurotus spp., y Ortega y
Mata (1994) en Lentinus spp., quienes bajo las mis-
mas  condiciones de  preservacién  alcanza-
ron porcentajes de 60-70 y 50% respectivamente.
Por otra parte y con respecto a los tiempos de con-
tacto evaluados, los mayores porcentajes de mues-
tras recuperadas a las 48 h de incubacién
correspondieron a 60 y 90 min de contacto con el
crioprotector, con excepcién de la cepa [E-164 que fue
a 30 min (Fig. 1).
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Fig. 1. Porcentaje = de  muestras  recuperadas  de
Volvariella volvacea a las 48 h de incubaci6n, en los diferentes
tiempos de contacto evaluados.
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Finalmente, ya que el analisis estadistico aplicado no
detecté diferencias significativas entre las cepas,
semillas y tiempos de contacto probadas, se concluye
que la criopreservacién de cepas de Volvariella em-
pleando semillas de gramineas como soporte y apli-
cando 30 a 90 min de tiempos de contacto con la so-
lucién de DMSO al 5%, es un método adecuado para
la conservacion de los micelios sin sufrir dafio alguno,
aunque se recomienda emplear 60-90 min de contacto
para alcanzar una recuperacion total de las muestras en
menor tiempo de incubacién.
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