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Resumen

En la presente investigacion se hace una propuesta de procedimientos operativos estdndar que deban
implementarse para el funcionamiento eficiente de un cepario de hongos, tomando como posible aplicacién a
la Universidad de Camagiliey. A través de una revision exhaustiva de la literatura existente, y un andlisis de las
practicas actuales sobre manejo de ceparios, se desarrollaron directrices especificas que abordan los
materiales y el equipamiento necesario para la construccion del cepario, asi como el costo de las mismas, el
personal calificado con el que debe contar para su adecuado funcionamiento, la preparacion de medios de
cultivos, asi como también el almacenamiento y registro de datos. El objetivo principal es disefiar la estructura
documental de los procedimientos operativos estandar del cepario de hongos de la universidad de Camagtiey,
y, de esta manera, facilitar el acceso a cepas de hongos de alta calidad para desarrollar una investigacion
cientifica de excelencia. Los procedimientos propuestos incluyen un objetivo, alcance, fundamentos,
materiales, equipos, descripcion y responsable, con el fin de evitar la contaminacion y contribuir a la excelencia
en la investigacidn micética del futuro cepario a construirse en la Universidad de Camagley.
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Abstract

In this research, a proposal is made for standard operating procedures that should be implemented for the
efficient operation of a mushroom strain collection, taking as a possible application the University of
Camagtiey. Through an exhaustive review of the existing literature, and an analysis of the current practices on
strain collection management, specific guidelines were developed that address the materials and equipment
necessary for the construction of the strain collection, as well as their cost, the qualified personnel that must
be available for its proper operation, the preparation of culture media, as well as the storage and recording of
data. The main objective is to design the documentary structure of the standard operating procedures of the
mushroom strain collection at the University of Camagliey, and, accordingly, facilitate access to high-quality
mushroom strains to develop scientific research of excellence. The proposed procedures include an objective,
scope, foundations, materials, equipment, description and person responsible, in order to avoid contamination
and contribute to excellence in mushroom research of the future strain collection to be built at the University
of Camagiliey.
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1. Introduccion

La conservacidn de la naturaleza debe ser una accidn
consciente y enfocada a la subsistencia de la especie
humana y de su calidad de vida, en tanto la pérdida
de biodiversidad no solo afecta a la productividad de
los ecosistemas, sino que estd generando altera-
ciones sociales y culturales importantes, relacionadas
con el aprovechamiento y disfrute que el ser humano
realiza del medio natural.

La preservacion de las especies es una disciplina que
intenta remediar el declive de las especies ante la
ocupacion del territorio, la monopolizacion de los
recursos y la alteraciéon de los ecosistemas por parte
del ser humano (Telleria, 2012).

El hongo ostra (Pleurotus ostreatus) es uno de los
hongos mas facilmente cultivables en el mundo. Es
reconocido tanto por su amplio rango de compa-
tibilidad con el sustrato como por su sabor suave
caracteristico a ostra cuando se cocina, siendo tanto
comestible como delicioso (Urgesa et al., 2024).

En Grimm et al. (2024) se reporta que el hongo ostra
es la segunda especie de hongo mas cultivada en el
mundo, abarcando alrededor del 19% del mercado. El
hongo ostra gris (Pleurotus ostreatus) se encuentra
entre las especies de setas mas versatiles y robustas,
ya que puede cultivarse en un rango extenso de
residuos agricolas sin la necesidad de llevar a cabo la
esterilizacion completa del sustrato.

Las setas comestibles pueden considerarse como un
recurso natural cultivable por lo tanto renovable. Su
cultivo, produccién y consumo deben fomentarse
adecuadamente entre la poblaciéon por las institu-
ciones tanto de investigacion como de vinculacion y
asesoria, generando el material biolégico o inéculo
adecuado en cuanto a su viabilidad y eficiencia, asi
como la tecnologia econdmica y accesible que
garantice la adopcién y manejo adecuado de la
misma por los productores (Cardona et al., 2022).
Segun Urgesa et al. (2024), el cultivo de setas comes-
tibles es una de las ramas avanzadas de la biotec-
nologia microbiana actual con el fin de favorecer el
suministro de nutrientes y la aplicacién medicinal, asi
como también para el reciclaje de residuos organicos
lignoceluldsicos.

Las setas comestibles han sido investigadas y evalua-
das extensivamente en los ultimos afos por diferen-
tes autores. Jamil et al. (2019) se evaluaron la idonei-
dad de tres sustratos facilmente disponibles en
Paquistan (paja de trigo, papel de periddico y agujas
de pino) para el crecimiento de tres especies dife-
rentes de setas comestibles, las cuales fueron P.
sajor-caju, P. sapidus y P. eryngii. Patel et al. (2019)
evaluaron el comportamiento del crecimiento, el
parametro de espordéforos y potencial de rendimien-
to de cinco especies de Pleurotus, a saber: P. sajor-

caju, P. florida, P. flabellatus, P. eryngii y P. ostreatus.
Hussein et al. (2019) estudiaron los mejores residuos
agricolas para obtener una mejor calidad de
crecimiento de micelio de Pleurotus ostreatus y el
mejor completamiento para la degradacién en un
corto periodo de tiempo, siendo los residuos
estudiados la paja de trigo, paja de cebada y el
Jacinto de agua (Echhoria crassipes). Tesfay et al.
(2020) evaluaron la idoneidad de cultivar Pleurotus
ostreatus (Jacq.: Fr.) Kummer en residuos de papel
suplementados con tallo de maiz y afrecho de trigo.
Cruz et al. (2020) estudiaron el cultivo de Pleurotus
ostreatus artesanalmente sin un riguroso control
automatizado de temperatura y humedad, optimi-
zando el uso de varios residuos agroindustriales:
cascarilla de arroz (Oriza sativa L.), cascarilla de café
(Coffea arabica L.) y aserrin (particulas de la madera
aserrada), como sustratos en la produccién de esta
especie y se determinaron la tasa de produccidn,
eficiencia bioldgica, y el porcentaje de proteina.
Karmani et al. (2022) analizaron la influencia de seis
sustratos lignoceluldsicos diferentes (paja de trigo,
bagazo de cafia de azlcar, mazorca de maiz, aserrin
de madera blanda y de madera dura, y aserrin
general) en el crecimiento y composicion nutricional
de la seta P. ostreatus. Akter et al. (2022) evaluaron
el cultivo de Pleurotus ostreatus en cinco residuos
agricolas: paja de arroz, paja de trigo, mazorcas de
maiz, aserrin/cascarilla de arroz en proporcién 3:1y
bagazo de cafia de azlucar. Grimm et al. (2021)
exploraron alternativas de utilizar residuos de la
industria papelera (fibra de celulosa), como sustrato
para el cultivo de Pleurotus ostreatus, se muestrea-
ron tres sustratos con 40, 60 y 80% m/m de fibra y
una férmula de sustrato convencional basada en
aserrin de abedul (Betula ssp.) para comparacion. Por
ultimo, Werghemmi et al. (2022) evaluaron Ia
influencia de extractos de hojas de aceituna y té
verde, en el didmetro de crecimiento micelial y tasa
de crecimiento lineal de Pleurotus ostreatus var. a
temperaturas de inoculacién de 22, 25y 28 °C.

En Cuba se reportan varios estudios relacionados con
el cultivo de setas comestibles. Garcia et al. (2007)
cultivaron seis cepas de Pleurotus spp. (cinco de P.
ostreatus y una de P. sajor-caju) sobre pulpa de café
como sustrato en un sistema de fermentacion sdlida,
con el fin de producir enzima lacasa y evaluar ademas
la disminucidn de los compuestos toxicos tales como
fenoles totales y cafeina presentes en dicho sustrato.
Garcia et al. (2011) evaluaron la influencia de las
formulaciones de sustratos a base de pulpa de café,
con viruta de madera, cascaras de cacao y coco en la
produccion de setas comestibles (dos cepas de
Pleurotus ostreatus) mediante la aplicacion de
fermentacion en estado sdlido. También, en Garcia et



Cardona Soberao et al. / AgroScience Research 3(1): 7-18 (2025)

al. (2016) evaluaron la actividad lacasa de tres cepas:
Pleurotus ostreatus CCEBI 3021, Pleurotus ostreatus,
var. Florida CCEBI 3024 y Pleurotus sajor-caju CCEBI
3027, cultivadas sobre pulpa de café. La determi-
nacion de la actividad lacasa se realizé en las fases de
indculo y colonizaciéon. Asimismo, Ferrer et al. (2019)
realizaron un estudio cinético de la extraccion de
compuestos fendlicos a partir de la biomasa micelial
de Pleurotus ostreatus, obtenida mediante fermenta-
cion sumergida. Igualmente, Beltran et al. (2020)
compilaron los procedimientos para la produccion de
las setas comestibles del género Pleurotus, con
aplicaciones potenciales desde el punto de vista
farmacoldgico. En otro estudio, Bermudez et al.
(2001) cultivaron Pleurotus ostreatus f. spp. Florida
(P-184) en varios residuos agricolas tales como pulpa
de café, cdscara de cacao y cascara de coco, los
cuales fueron procesados mediante secado solar,
almacenados, pasteurizados y usados para el cultivo
de este hongo comestible. Bermudez et al. (2018)
evaluaron la productividad de dos cepas de
Pleurotus, utilizando dos tipos de biorreactores: en
bolsas y en bandeja, empleando como sustrato la
pulpa de café Coffea canephora Pierre ex Frhoener.
De la misma forma, Pérez et al. (2020) evaluaron el
cultivo de Pleurotus ostreatus (cepa P969) sobre paja
de arroz, observdandose un crecimiento micelial
robusto a los 21 dias de incubacidn, en condiciones
de oscuridad total y temperatura 27 °C. Puig et al.
(2020) evaluaron la cascarilla de arroz y el afrecho
cervecero como sustratos puros para el cultivo del
Pleurotus ostreatus, empleando la pulpa de café
como referencia, siendo los pardmetros estudiados:
eficiencia bioldgica, rendimiento, didmetro de los
cuerpos fructiferos y precocidad. Cardona et al.
(2022) validaron el proceso de secado y rehidratacion
de la seta P. ostreatus, a diferentes temperaturas
(40, 50 y 60 °C) con el fin de rehidratar las setas
deshidratadas, utilizando sustrato de cascarilla de
arroz hidrolizado. Cardona et al. (2022) definieron los
medios de cultivo referidos por la literatura para la
proliferacion del género Pleurotus de setas comesti-
bles y valorar su aplicacién en las condiciones de
Cuba. Cardona et al. (2023) elaboraron un procedi-
miento para la produccion, conservacion, y manteni-
miento de la cepa del género Pleurotus ostreatus,
que permita llevar a cabo, de forma practica, estas
operaciones de la manera mas eficiente posible.
Bermudez et al. (2021) evaluaron el sustrato
remanente (SRS) del cultivo de Pleurotus spp. en la
produccion de plantulas de Carica papaya Lin.,
variedad Maradol Roja en condiciones de cultivos
semiprotegidos, empledndose semillas de papaya
certificadas y los sustratos secos: SRS, humus de
lombriz y la combinacién de ambos. Por ultimo,

Sudrez et al. (2024) plantearon una metodologia para
la produccién eficiente de indculos en el cultivo de
setas comestibles Pleurotus spp, a partir de cuatro
tipos de granos (arroz con cascara, maiz, cebada y
aserrin), con el fin de mejorar la eficiencia vy
productividad en la produccién de estas setas.

En la actualidad las setas de Pleurotus se conservan
en la Universidad de Camagliey sin existir los
procedimientos especificos para ello, por tanto, la
implementacion de un cepario en el que se manten-
gan las mismas de forma eficiente, controlada vy
efectiva constituye una necesidad y desafio. De esta
manera, es un reto para el Departamento de Ciencia
y Tecnologia de los Alimentos de la Universidad de
Camagliey investigar esta tematica en particular. La
construccién de un cepario en la Universidad de
Camagliey forma parte de una tarea del proyecto:
"Desarrollo de tecnologias para la produccion de
alimentos a partir de setas comestibles en la cadena
agroalimentaria" perteneciente al Programa Territo-
rial de Alimento Humano: Produccién sostenible de
alimentos con encadenamiento productivo, en la
provincia de Camaguey, Cuba.

En este contexto, en el presente trabajo se propone,
mediante una revision bibliografica exhaustiva, los
requisitos indispensables para la confeccién de un
futuro cepario en la Universidad de Camagliey, asi
como también la elaboracion de los procedimientos
operativos estandar del futuro cepario de hongos,
con el objetivo de mantener las cepas en un
laboratorio de forma eficiente y efectiva, asegurando
su viabilidad a lo largo del tiempo y contribuyendo
asi a su mantenimiento y conservacion.

2.

2.1. Disefio y localizacién del estudio

Se realizd una investigacién documental con enfoque
descriptivo en los laboratorios de la Facultad de
Ciencias Aplicadas de la Universidad de Camagley,
durante el periodo de mayo a julio del curso
académico 2024. El estudio se centré en Ia
elaboracién de Procedimientos Operativos Estandar
(POE) para su implementacién en el cepario de
hongos comestibles, como parte de la tarea I
"Metodologia para el cultivo de setas comestibles a
partir de residuos agroindustriales del territorio", del
proyecto territorial "Desarrollo de tecnologias para la
produccion de alimentos a partir de setas
comestibles en la cadena agroalimentaria de la
Universidad de Camagiey".

Metodologia

2.2. Diagndstico preliminar de condiciones operativas
1. Observacion directa: se realizd un recorrido
sistematico de todas las dreas, incluyendo
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documentacion fotografica y registro de condi-
ciones ambientales.

2. Analisis de documentacion: se revisaron planos,
registros de produccién y procedimientos opera-
tivos existentes.

3. Encuesta: se llevé a cabo con informantes claves
de dos instituciones del pais que poseen ceparios.

4. Evaluacion técnica: se realizd un inventario de
equipos y un analisis de eficiencia energética y
sistemas de control ambiental.

5. Analisis de seguridad: se identificaron riesgos
potenciales y se evaluaron los protocolos de
seguridad existentes.

2.3. Recoleccién de informacion

Se realizé una busqueda exhaustiva de literatura
relevante utilizando bases de datos y buscadores
académicos, asi como la consulta de libros, tesis
doctorales, normas, patentes e informes técnicos.
Los términos clave empleados en la busqueda
fueron: cepario, procedimientos, microorganismos,
hongos, cepas y formulaciéon. Se incluyeron
documentos en inglés y espafiol, publicados en los
ultimos 10 afios, que fueran pertinentes a los
objetivos del estudio.

2.4. Encuesta

Se realizé una encuesta a informantes claves en
conservacion de hongos. La encuesta se llevd a cabo
a través de un cuestionario estructurado, permi-
tiendo la recolecciéon de datos de los expertos. Se
utilizaron técnicas de analisis cualitativo para obtener
informacion profunda y detallada.

2.5. Anélisis de casos de estudio

Se revisaron casos de estudio de ceparios en otras
instituciones, extrayendo practicas y procedimientos
efectivos que pudieran ser adaptados al contexto del
cepario de la Universidad de Camagley.

2.6. Metodologia para la elaboracién de los POE

Se siguid el siguiente procedimiento:

e Determinacién de objetivos y alcance: se estable-
cieron claramente los objetivos, el alcance y la
frecuencia de los procedimientos operativos
estandar a documentar.

e Puntualizacién de definiciones y procedimientos:
se definieron con precision los términos, el
procedimiento y la metodologia a emplear.

e Documentacion de los procedimientos: se llevo a
cabo una documentaciéon detallada de cada
procedimiento operativo estandar.

Revisién y validacién de los POE:

a) Se realizé una revision interna por pares (minimo

dos revisores).

b) Se implementd un periodo de prueba del POE (2-4

semanas).

c) Se recopild retroalimentacién de los operadores

durante el periodo de prueba.

d) Se realizaron ajustes basados en la retroalimen-

tacion y las observaciones.

Validacién por expertos:

a) Se selecciond un panel de expertos (minimo tres)

en micologia y gestion de laboratorios.

b) Se utilizé el método Delphi para la validacidn, que

incluyo:

1. Primera ronda: Envio de POE a expertos para
revisién individual.

2. Segunda ronda: Compilacion la retroalimentacion
y reenvio para consenso.

3. Tercera ronda: Resolucion de discrepancias.

Aprobacion y documentacion final:

a) Se incorporaron todas las modificaciones acorda-

das.

b) Se obtuvo la aprobacién formal de la direccién del

laboratorio.

c) Se asigndé un numero Unico de identificacion al

POE.

d) Se registrd en el sistema de gestion de documen-

tos del laboratorio.

2.7. Analisis de datos

Los datos recolectados se compilaron y organizaron
sistematicamente. Se realizé un analisis cualitativo de
la informacion recolectada. Finalmente, se llevd a
cabo una sintesis de hallazgos y se elaboraron
recomendaciones basadas en los resultados
obtenidos.

3. Resultados y discusion

No existe un consenso nacional o mundial respecto a
cémo un cepario en un laboratorio de investigacion
deberia ser organizado, que requerimientos de alma-
cenamiento o documentos de trabajo se debe tener.
Existen solo guias de diferentes laboratorios, y
recomendaciones de entidades administradores de
calidad como la ISO, cada una con sus propias
metodologias y métodos de control de calidad (Rojas,
2018). Una coleccidon de cultivos, por definicion,
corresponde a un espacio fisico destinado a la
preservacién de microorganismos, por tanto, debe
poseer un lugar para la instalacion de multiples
unidades funcionales donde se lleven a cabo
diferentes procesos para cumplir con las actividades
de preservacién y curatoria propias de una coleccion
de cultivos.

Un cepario debe tener:

e Unidad de aislamiento.

e Unidad de preservacion.

e Unidad de microscopia e identificacion morfoldgica.

-10-



Cardona Soberao et al. / AgroScience Research 3(1): 7-18 (2025)

e Unidad de identificacién molecular.

e Unidad de formulacién de medios de cultivo.

e Unidad de administraciéon y documentacion.

El personal del cepario (Tabla 1) debe tener una
estructura organizacional clara y con objetivos de
trabajo definidos.

Tabla 1
Personal del cepario y sus funciones

Funcién
Es el encargado de la coleccion de cultivos
y de planificar, desarrollar y dirigir lineas
de investigacion y de manejo del cepario.
Tiene comunicaciéon directa con los
depositantes y con todo el personal.
Se encarga principalmente de la
operatividad de las actividades técnicas
asociadas al manejo de las colecciones
microbianas preservadas en una coleccidn
de cultivos. Debe de ser el interlocutor
entre el personal técnico y el curador.
Es el personal que se encarga de ejecutar
las actividades técnicas del laboratorio
siguiendo procedimientos establecidos
para el adecuado manejo del material
genético preservado en una coleccion de
cultivo. Debe notificar al gestor técnico
cualquier falla en alguna de las unidades
de la coleccion de cultivos. Tiene
comunicacién directa con el gestor
técnico y el curador
Se encarga de atender y gestionar las
necesidades del personal y de los clientes
en los dmbitos administrativos y de
gestion de calidad. Tiene comunicacién
directa con los clientes, el gestor de
calidad, el curador y documentador.
Estda a cargo de la elaboracion vy
actualizacion de los procedimientos
documentados, de  coordinar las
auditorias internas y la supervision de la
implementacion de las oportunidades,
mejoras, acciones preventivas y acciones
correctivas. Tiene comunicacién directa
con el curador, técnico y gestor
administrativo y con el encargado de
documentacion.
Es quien ordena la informacién, tanto
fisica como digital, y realiza los respaldos
de forma periédica. También es el
encargado de mantener el sitio web del
cepario. Tiene comunicacidn directa con
el curador, gestor de la calidad y gestor
administrativo.

Cargo

Curador

Gestor
técnico

Técnico

Gestor
adminis-
trativo

Gestor de
calidad

Encargado
de
documen-
tacion

El curador es el responsable de organizar y mantener
la coleccion de cultivos y de dirigir a un grupo de
personas entre los cuales estd el gestor técnico y el
técnico de laboratorio, quienes se encargan de

ejecutar los procedimientos establecidos para el
funcionamiento de la coleccién.

A su vez, dependen del curador las personas en
labores administrativas como el area de gestion
administrativa y gestidon de calidad. Si los recursos
econdmicos disponibles no permiten contratar una
persona en cada uno de los cargos sefialados, se
pueden compartir labores entre las personas que
estén disponibles, teniendo presente que una de las
principales tareas en una coleccién de cultivos es
mantener el orden y seguimiento de los procesos que
en ella se realizan.

Instrumentos y equipos utilizados en el Cepario

e Ultracongeladores (ultrafreezer) de -80 °C

El ultracongelador es una de las principales
herramientas utilizadas en los laboratorios de
investigacién. El ultracongelador protege las
muestras bioldgicas manteniéndolas a temperaturas
muy bajas en el orden de -80 °C.

e Microscopio 6ptico

Es una herramienta que permite avistar elementos
gue no pueden observarse o son invisibles a simple
vista, a través de lentes, visores y rayos de luz que
acercan o agrandan la imagen en escalas
convenientes para su examinacion y analisis.

e Incubadora

Una incubadora es un dispositivo que se utiliza para
cultivar y mantener cultivos microbioldgicos o
cultivos celulares. La incubadora mantiene una
temperatura, humedad y otros parametros tales
como el contenido de CO2 y oxigeno de la atmdsfera
interior en valores 6ptimos.

e Cabina de flujo laminar

Es un instrumento que se emplea para poder tener
ambientes libres de contaminacion, debido a que
logra proporcionar aire descontaminado proveniente
de particulas de hasta 0.1 micras.

e Micropipetas 10 ply 100 pl — 1000 pl

Las micropipetas son un instrumento basico en el
laboratorio, imprescindible para tomar y dispensar
pequeiios volumenes de liquidos de manera precisa.
e Puntas azules

Fabricadas en polipropileno de elevada pureza y sin
cadmio. Poseen alta transparencia y un éptimo grado
hidrorrepelente para reducir al minimo la retencion
de liquidos y soluciones en las paredes internas.

e Crioviales

Los crioviales se utilizan comunmente para el
almacenamiento criogénico de materiales bioldgicos
utilizando nitrégeno liquido.

e Puntas amarillas

Las puntas para micropipeta se utilizan para tomar
una pequefia muestra de liquido o solucion, utilizada
principalmente en laboratorios e investigacion.
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Fabricadas con polipropileno. Ideales para
laboratorios de microbiologia y biologia molecular.

e Laminas portaobjetos para microscopia

Son piezas rectangulares de vidrio transparente que
permiten fijar muestras para ser observadas a través
del microscopio. Elaboradas de vidrio de alta calidad
que permite realizar observaciones claras y con
bordes suaves para evitar cortes en el usuario.

e Laminillas cubreobjetos para microscopia

Las laminillas se utilizan para cubrir la suspension de
células en la camara de recuento. Se coloca la
laminilla en los soportes exteriores y la estructura
plana de las superficies causa que la laminilla se
adhiera bien.

En las Tablas 2 y 3 se muestra el costo de los
diferentes materiales y equipos descritos con
anterioridad, respectivamente. Estos costos son
mostrados tanto en dulares estadounidenses (USD)

de garantizar la calidad de los mismos, sino también
la reproducibilidad, la homogeneidad vy Ila
estandarizacion de las actividades que forman parte
del procedimiento, con el fin de evitar fallas vy
garantizar la correcta elaboracion.

3.1. Procedimiento Operativo Estandar (P.O.E)
3.1.1. Reactivacidn de cepas del banco primario y
verificacion de pureza.

Objetivo: Ejecutar procedimientos para llevar a cabo
la correcta reactivacion de cepas de hongos,
cumpliendo con procedimientos (Tabla 4) para su
manipulacién, que garanticen su pureza y viabilidad
posterior a su reactivacion.

Tabla 4
Descripcidn del procedimiento

Responsable

No. Descripcion

como en pesos cubanos (CUP). - - Lk Cargo
Siembra en los medios
Tabla 2 de cultiyos .
. . . determinados para Cepario .
Costo de los materiales a utilizar en el cepario Profesional
1. cadaunodelos de |
. Costo en Costo en microorganismos Hongos
Materiales
usbD Cup haciendo uso de la
Micropipetas 10 ply 100 pl $41,99 $50388 cal.)!na de flujo laminar. :
—1000 pl Utilizando la Cepario Profesional
Puntas azules $7,98 $957,6 2.  incubadora, incubar a de |
Crioviales $8,5 $1020 25 °C. hongos
Puntas amarillas $9,99 $1198,8 Dejar por un periodo Cebario
Lé.minas p?rtaobjetos para $14.99 $1798,8 3 de una hf:)ra, gna caja Ze Profesional
microscopia con medio abierta e |
— - . R hongos
Laminillas cubreobjetos incubar a 25 °C.
. . $9,76 $1171,2 ;
para microscopia Incubar el medio
seleccionado a una Cepario
Tabla 3 4 temperatura de 25 °C, Ze Profesional
Costo de los equipos a emplear en el cepario " sinrealizar siembray hon |
gos
observar cada 24
Equinos Costo en Costo en horas
quip USsD cup =
. Revisar la siembra cada
Ultracongeladores -80 °C $5155,65 $ 618678 , .
. . dia (12 h), para Cepario .
Microscopio éptico S 266,87 $32024,4 o Profesional
5.  verificar que no haya de
Incubadora $ 405,9 S 48 708 L . |
. . . contaminacion de tipo hongos
Cabina de flujo laminar $719,4 $ 86328 .
bacteria u hongo.
) ) Observar las .
Para el cepario de hongos se expone una serie de TS Cepario ., . cional

procedimientos claramente definidos para su ade-
cuado funcionamiento con el fin de llevar a cabo de
manera clara, organizada y definida las actividades
que se desarrollan. La correcta implementacion de la
documentacién necesaria define la forma sobre
como desempefiar organizada y estructuradamente
los procesos para la mejora en los procedimientos y
actividades que se llevan a cabo dentro del cepario
por parte del personal encargado.

El procedimiento operativo estandar documenta de
forma detallada la elaboracién de procedimientos
que se realizan en un laboratorio, no solo con el fin

6. o .. de
decrecimiento visibles, |

. . hongos
en la caja de Petri. &

Alcance: Es aplicable a cepas de hongos conservados
y que forman parte del banco primario del cepario de
hongos de la Universidad de Camagley.

Definiciones

Banco de referencia: Lote de cultivos idénticos
obtenido en el laboratorio por un simple subcultivo a
partir de una cepa de referencia obtenida en el
laboratorio o a partir de un proveedor (Burgos,
2014).
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Pureza: Es la determinacion garantizada por medio
de repiques sucesivos en diferentes medios de
cultivos, con el fin de asegurar que el microor-
ganismo esta en un cultivo puro.

Viabilidad: Es la capacidad de un microorganismo de
multiplicarse en un medio sdélido. Esto implica el uso
de diferentes métodos en donde se evalla de forma
cualitativa el crecimiento de un microorganismo
sobre Agar durante un periodo de tiempo o de forma
cuantitativa determinando en cantidades Ia
concentracion del mismo (Giraldo et al., 2012).
Fundamento: Este procedimiento se fundamenta en
la aplicacién de metodologias estandarizadas para la
reactivacion de cepas de hongos que pertenecen al
cepario de hongos.

Frecuencia: Este procedimiento se debera realizar
cuando se realice la reactivacion y verificacion de
pureza y viabilidad de las cepas de hongos, por lo
menos una vez al afio.

Materiales: Criotubos estériles; Laminas porta
objetos para microscopia; Laminillas cubre objetos
para microscopia.

Equipos: Cabina de flujo laminar;
Micropipetas graduadas; Incubadora.

Microscopio;

3.1.2. Siembras para docencia

Objetivo: Realizar un procedimiento estandarizado
(Tabla 5) para la manipulacién del material con fines
de prestar servicios de docencia, solicitado por cada
una de las asignaturas que necesitan cepas de
hongos en la Universidad de Camagley.

Alcance: Va dirigido a cada una de las asignaturas
dictadas en la Universidad de Camagliey que
requieran el uso de cepas de hongos para su
manipulacién con fines de docencia.

Definiciones:

Hongos: Microorganismo eucariota, unicelulares o
pluricelulares y presentan nutricion por absorcion. Su
reproduccién se da por micelio, esporas o conidios.
Capaces de realizar diferentes procesos de
bioremediacion en la naturaleza por la segregacidn
de enzimas (Burgos, 2014).

Docencia: Hace referencia a la actividad que
promueve conocimiento, ejecutado por un docente
capaz de llevar a cabo diferentes actividades de
acumulaciéon de diversos saberes enfocandose en
establecer conocimiento y ensefianza al estudiante,
mediante procesos educativos y de informacion
garantizada (Burgos, 2014).

Fundamento: Dicho procedimiento se basa en la
correcta manipulacién de cada una de las cepas que
se encuentran en el cepario de hongos, garantizando
la utilizacion de las mismas en fines de docencia que
conlleven a responder a las necesidades solicitadas

por el docente a cargo, para brindar bases confiables
y visibles en la educacién de los estudiantes.

Tabla 5
Descripcion del procedimiento

Responsable

No. Descripcion

Unidad Cargo
Realizar un cronograma, .
) . Cepario
con el fin de realizar la .
1. ., de Monitor
programacion de
. hongos
siembras.
Recepcidn del material
solicitado a monitoria, Cepario

2.  utilizado en actividades de de Monitor
docencia y solicitado con hongos
anterioridad.

Utilizando la cabina de
flujo laminar se realizan las
siembras programadas. Se .
Cepario
debe sembrar con al .

3. , de Monitor
menos 15 dias de hongos
anterioridad, o de acuerdo g
a los requerimientos del
docente.

Incubar a 25°C haciendo
uso de la incubadora, asi
mismo realizar controles
de calidad del .
. . Cepario
funcionamiento de la .

4. . de Monitor
incubadora y de los hongos
medios de cultivos e
utilizados con el fin de
garantizar la pureza del
cultivo.

Evaluar que las
caracteristicas propias de Cepario

5.  las cepas solicitadas se de Monitor
mantengan durante el hongos
periodo de incubacion.

Garantizar la pureza de la
cepa y sus caracteristicas
mediante las Cepario

6.  caracteristicas de Monitor
macroscopicas y el hongos
montaje de laminas para
microscopia.

Empacar las cepas
solicitadas para ser
utilizadas con fines de Cepario

7. docenciay almacenara de Monitor
temperatura ambiente hongos
hasta el momento de la
entrega.

Con ayuda de un formato
de registro, realizar la .
entrega de las cepas Cepario

8. . de Monitor
solicitadas a la persona

hongos

encargada que designe el
profesor para recogerlas.
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Frecuencia: Este procedimiento se debe realizar cada
vez que se requiera prestar un servicio de docencia
donde se solicite material proveniente del cepario de
hongos.

Materiales:

e Laminas porta objetos para microscopia.

e Laminillas cubre objetos para microscopia.
Equipos:

e (Cabina de flujo laminar.

e  Microscopio.

e Incubadora.

3.1.3. Confirmacién de pureza en cepas de hongos
Objetivo: Este procedimiento (Tabla 6) tiene como fin
garantizar la pureza de cepas de hongos de la
Universidad de Camagliey, mediante la utilizacién de
claves taxondmicas, y pruebas bioquimicas, determi-
nando que la cepa evaluada esté correctamente
identificada, caracterizada y libre de contaminantes
de tipo bacteria y/o hongo.

Alcance: Esta disefiado para ser utilizado en cepas de
hongos del cepario de hongos de la Universidad de
Camagliey que sean utilizados en cualquier actividad
prestada por este.

3.2. Definiciones

Clave taxondmica: Hace referencia a un procedi-
miento metodoldgico que guia en la identificacién y
caracterizacion de una especie segun su morfologia
tanto microscépica como macroscopica, dando a
conocer de manera establecida y adecuada segun la
informacion necesaria y obtenida en una investiga-
cion que se haya realizado previamente, que garan-
tice la caracterizacion correcta de especie a analizar
(Burgos, 2014).

Fundamento: Se fundamenta en el uso de técnicas,
metodologias estandarizadas, material educativo vy
de investigaciéon para la verificacién de pureza en
cepas de hongos que pertenecen al cepario de
hongos.

Frecuencia: El procedimiento de verificacién de
pureza debera ser aplicado a las cepas de hongos que
pertenezcan al cepario de hongos, antes de ser
entregados como servicios de docencia y/o
investigacidn, o cuando se realice una metodologia
de conservacion de la cepa o una vez al aflo como
verificacion del funcionamiento del banco de
conservacion.

Materiales

e Laminas porta objetos para microscopia.

e Laminillas cubre objetos para microscopia.
Equipos

e (Cabina de flujo laminar.

e  Microscopio.

e Incubadora.

Tabla 6

Descripcion del procedimiento

Responsable

No. Descripcion

Unidad Cargo
Siembra en los medios de
cultivos determinados .
Cepario .
1 para cada uno de los de Profesional
’ microorganismos, hongos |
haciendo uso de la cabina &
de flujo laminar.
Cepario
, Profesional
2. Incubar a 25 °C por 7 dias. de |
hongos
Dejar por un periodo de
una hora, una caja con
medio abierta en la .
. . . Cepario .
cabina de flujo laminar e Profesional
3. o . de
incubar a 25 °C, con el fin hongos |
de realizar controles de g
calidad de la cabina de
flujo laminar.
Incubar el medio
seleccionado a una
temperatura de 25 °C, sin .
. . Cepario .
realizar siembray Profesional
4. de
observar cada 24 horas, |
. hongos
para realizarle controles
de calidad a los medios de
cultivos utilizados.
Revisar la siembra cada
dia (12 horas), para
verificar pureza .
- Cepario .
5 periddicamente, durante de Profesional
" su periodo de incubacion |
. hongos
y garantizar que no haya
contaminacion de tipo
bacteria u hongo.
Realizar una
caracterizacion
macroscopica detallada
del crecimiento en cada .
. Cepario .
uno de los medios Profesional

6. replicados con el fin de de |

identificar que el hongos
crecimiento sea

homogéneo de un medio

al otro.

3.3. Mantenimiento del banco de trabajo de las
cepas de hongos

Objetivo: Realizar procedimientos para llevar a cabo
el correcto mantenimiento de cepas de hongos del
banco primario del cepario de hongos de la
Universidad de Camaguey, con el fin de garantizar el
correcto funcionamiento, mediante el cumplimiento
de procedimientos para su manipulacién (Tabla 7),
que garanticen su pureza y viabilidad.
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Alcance: Es aplicable a cepas de hongos que formen
parte del banco primario del cepario de hongos de la
Universidad de Camagley.

Definiciones:

Pureza: Es la determinacién garantizada por medio
de repiques sucesivos en diferentes medios de
cultivos, con el fin de asegurar que el microor-
ganismo estd en un cultivo puro.

Banco de referencia: Lote de cultivos idénticos
obtenido en el laboratorio por un simple subcultivo a
partir de una cepa de referencia obtenida en el
laboratorio o a partir de un proveedor (Burgos,
2014).

Tabla 7
Descripcion del procedimiento

Responsable

No. Descripcion

Unidad Cargo
Siembras periddicas (6 a
12 meses), en los medios
de cultivos G
1 determinados para cada de Profesional
" unodelos |
. . hongos
microorganismos
haciendo uso de la
cabina de flujo laminar.
Incubar a 25 °C por 7 .
. Cepario .
) dias para que la cepa de Profesional
" desarrolle su 6ptimo |
. hongos
crecimiento.
Dejar por un periodo de
una hora una caja con
medio abierta en la .
. . . Cepario .
cabina de flujo laminar e Profesional
3. o . de
incubar a 25°C, con el fin |
. hongos
de realizar controles de
calidad de la cabina de
flujo laminar.
Incubar el medio
seleccionado a una
temperatura de 25°C, sin . .
.p . ! Cepario  Profesional
realizar siembra 'y
4. de |
observar cada 24 horas,
. hongos
para realizarle controles
de calidad a los medios
de cultivos utilizados.
Observar las
caracteristicas Cepario .
.. Profesional
5.  macroscoépicas de de |
crecimiento visibles, en hongos
la caja de Petri.
Uso de claves .
.. ) Cepario .
6 taxondmicas con el fin de Profesional
" de verificar la pureza de |
hongos
la cepa evaluada.
. . Cepario .
7 Realizar procedimientos Ze Profesional
" de conservacion. |
hongos

Hongos: Microorganismo eucariota, unicelulares o
pluricelulares y presentan nutricidn por absorcion. Su
reproduccién se da por micelio, esporas o conidios.
Capaces de realizar diferentes procesos de
bioremediacién en la naturaleza por la segregacién
de enzimas (Burgos, 2014).

Fundamento: Este procedimiento se fundamenta en
la correcta manipulaciéon de las cepas de hongos, con
el fin de mantener su pureza y viabilidad y de
garantizar un correcto funcionamiento del cepario de
hongos

Frecuencia: El procedimiento del mantenimiento de
cepas del banco primario debera ser aplicado a las
cepas de hongos que pertenezcan al cepario de
hongos, de forma periddica (cada 6 a 12 meses) para
garantizar la pureza y viabilidad de las cepas que
pertenezcan al cepario de hongos con el fin de llevar
un correcto funcionamiento del banco de trabajo.
Materiales:

e Laminas porta objetos para microscopia.

e Laminillas cubre objetos para microscopia.
Equipos:

e (Cabina de flujo laminar.

e  Microscopio.

e Incubadora.

3.4. Conservacion por congelacién de hongos
filamentosos pertenecientes a la coleccion de
microorganismos del cepario de hongos

Objetivo: Determinar procedimientos para la conser-

vacion de hongos filamentosos (Tabla 8) pertene-

cientes al cepario de hongos de la Universidad de

Camaguey.

Alcance: Este Procedimiento Operativo Estandar se

diseid con la finalidad de realizar la conservacion de

hongos filamentosos que pertenecen al cepario de
hongos de la Universidad de Camagley.

Definiciones:

Conservacion: Hace referencia al mantenimiento de

cepas por periodos de tiempos a corto, mediano y

largo plazo, con el fin de preservar una coleccién de

microorganismos a través del tiempo. La eleccion del
método de conservacion estd ligada a diferentes
factores que garantizan la pureza, la viabilidad vy
estabilidad de la misma. Con el fin de detener el
crecimiento de las células del microorganismo
conservado, pero sin detener su metabolismo.

Existen diferentes tipos de conservacion; entre los

gue se encuentra como método de conservacion a

largo plazo, la congelacién, que utiliza un crio

conservante como el glicerol evitando el dafio a la
célula producida durante la congelacion (Burgos,

2014).

Fundamento: Se fundamenta en la aplicacion de

técnicas estandarizadas de conservacion por
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congelacién de hongos filamentosos que garanticen
su mantenimiento a través del tiempo, teniendo en
cuenta la viabilidad del microorganismo, la pureza, y
la estabilidad genética de la célula.

Frecuencia: Este procedimiento se debe llevar a cabo
cada vez que se realice la conservaciéon por
congelacién para cepas de hongos filamentosos.
Materiales:

e  Micropipetas 10 ply 100 pl —1000 pl.

e Puntas azules.

e Crioviales.

e  Puntas amarillas.

e Laminas portaobjetos para microscopia.

e Laminillas cubreobjetos para microscopia.
Equipos:

e Microscopio 6ptico.

e Incubadora.

e Cabina de flujo laminar.

Tabla 8
Descripcion del procedimiento

No Descripcion Responsable
’ Unidad Cargo
Siembra por puncion
c.entral del hongo Cepario Profesional
1. filamentoso en las de |
cajas con el Agar Hongos
seleccionado.
, C i .
Incubar por 7 dias a epario Profesional
2. . de
25°C |
Hongos
Verificar las Cepario .
_ Profesional
3. caracteristicas de |
microscépicas Hongos
Verificar Cepario .
- Profesional
4.  caracteristicas de |
macroscopicas. Hongos
Pasados los dias de
incubacion del hongo .
Cepario .
5 y con ayuda de una de Profesional
" punta amarilla I
. . Hongos
realizar perforaciones
del Agar.
Transferir 4 discos a .
L Cepario .
cada crioviales con 1 Profesional
6. . de
ml de agua destilada |
. Hongos
con glicerol al 20%.
7 Congelar los crioviales  Cepario de  Profesional
° a-80°C. Hongos I
Evaluacion de la
viabilidad y de la
pureza del método de .
i Cepario .
conservacion Profesional

8. ) . de
mediante la siembra |

. Hongos
de los discos en &
diferentes medios de

cultivos.

3.5. Descripcién de la encuesta aplicada

La encuesta (Apéndice) fue realizada a un total de
dos informantes claves: a la responsable del cepario
del Instituto de Sanidad Vegetal de Camagliey y a la
Directora del Centro de Estudios de Biotecnologia
Industrial (CEBI). Sus opiniones, comentarios vy
observaciones acerca de los manejos generales del
cepario arrojaron los siguientes resultados:

En cuanto a la formacién académica y especializacién
relacionada con microbiologia y cultivo de hongos se
constaté que una de ellas es Ingeniera Agronoma,
especialista principal en el drea de produccion de
hongos Entomopatdgenos, Beauberiabassiana,
Lecanicillium  Lecani, Metarhizium anisoplae vy
Trichoderma viridae y Harzianum. Esta darea tiene
como labor fundamental el control bioldgico, el cual
es un método de control de plagas y enfermedades
que consiste en utilizar organismos vivos como
objeto con el fin de controlar las poblaciones de
otros organismos siendo un componente importante
del control integrado de plagas. La otra investigadora
no posee una formacién relacionada con la micro-
biologia.

Con respecto a la seleccién de los métodos utilizados
para cultivar y mantener microorganismos especial-
mente Pleurotus ssp, ambas coincidieron que el
método mas utilizado es la resiembra continua.
Ambas investigadoras estdn realizando investiga-
ciones relacionadas con microorganismos tales como
Pleurotus ssp.

Los desafios mas comunes que enfrentan en su
trabajo diario con microorganismos y Pleurotus spp
son: la dificultad para mantener el cepario por falta
de cepas madres y los medios de cultivos caducados
que limitan la conservacion de estas cepas para
continuar su produccién, quienes tienen como papel
principal los Centros de Reproducciéon de Entomo-
patégenos (CREE) entidad que tiene como objetivo
final la aplicacion de dichos microorganismos al
cultivo para su control bioldgico.

Otros desafios a los que se enfrentan es el de
garantizar la viabilidad, pureza y las propiedades
biotecnoldgicas de las cepas conservadas en la
coleccién, empleando métodos de conservacién
adecuados a corto, mediano y largo plazo. Ademas
de contar con los recursos necesarios y conocer las
peculiaridades de las diferentes técnicas de
preservacidn existentes para su correcta aplicacion.
Las investigadoras aluden que las consideraciones
éticas al trabajar con microorganismos y Pleurotus
spp deben ser: tener responsabilidad en el trabajo,
guardar la estricta confidencialidad de los datos
provenientes de las instituciones y de los
investigadores de las cuales proceden las cepas,
mostrar preocupacion por el interés del individuo ya
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que debe siempre prevalecer sobre los intereses de
la ciencia y la sociedad, con el debido protocolo de
bioseguridad segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) en la proteccion del personal técnico del
laboratorio. Estas especialistas consideran como
recursos imprescindibles para trabajar en el cepario:
placa de Petri, tubos de ensayos, medios de cultivos
solidos y liquidos en caso de hongos filamentosos
(Agar Extracto Malta, Agar Papa Dextrosa, Agar
Dextrosa Sabouraud, Caldo Extracto Malta, Caldo
Dextrosa Sabouraud), algoddn, gasa, portaobjetos,
cubreobjetos, asa y aguja de siembra, mechero
Bunsen, agua destilada, rotulador permanente,
microscopio dptico, estereoscopio, guantes de latex,
incubadora, campana de flujo laminar, autoclave,
alcohol al 90%.

Las especialistas plantearon como aspectos gratifi-
cantes que a pesar de todos los retos y dificultades
que enfrentan a diario, es una especialidad que le
ensefa cada dia algo nuevo. Los aspectos que mas le
gratifican de trabajar en el cepario son: la repro-
duccion de las cepas por si solas, con poca
tecnologia, a bajos costos, sin dejar residuos toxicos
ni contaminar al medio ambiente. El apoyo que
aporta a la formacion de estudiantes de pregrado y
posgrado, mediante la interaccidén con los mismos en
el desarrollo de técnicas microbioldgicas en el
laboratorio, lo que ha contribuido a la defensa
exitosa de trabajos de curso, tesis de diploma, tesis
de maestria y doctorados.

4, Conclusiones

Se disefa, describe y propone, a partir de una
revision bibliografica exhaustiva, la estructura
documental para implementar los procedimientos
operativos estandar con vistas a la futura edificacion
de un cepario de hongos de la Universidad de
Camagtey, con el fin de realizar el mantenimiento y
conservacion de las cepas de hongos comestibles. Se
presentan y describen los materiales y equipamiento
que debe poseer o necesitar un cepario, para su
futura implementacion en la Universidad de
Camagley.

Los procedimientos operativos estandar elaborados
para la preservacion de microorganismos en el futuro
cepario de la Universidad de Camagiley se utilizaran
para la conservacién de las cepas donadas por los
centros de investigacion que colaboran en el
proyecto de investigacidon "Desarrollo de tecnologias
para la produccién de alimentos a partir de setas
comestibles en la cadena agroalimentaria"
perteneciente al Programa Territorial de Alimento
Humano: Produccién sostenible de alimentos con
encadenamiento productivo, a implementarse en la
provincia de Camagtiey, Cuba.
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Apéndice
Encuesta realizada a trabajadores del cepario

La presente encuesta tiene como objetivo conocer su opinidn

acerca de los manejos generales de ceparios. Los resultados de la

misma permitiran identificar los aspectos generales que debemos
tener en cuenta para desarrollar una propuesta para la confeccion
de un cepario en la Universidad de Camagley Ignacio

Agramonteloynaz.

1.  Cargo actual y afiliacién institucional:

2.  Tiempo trabajando con microorganismos y Pleurotus spp.

3. ¢Cudl es tu formacidbn académica y especializacion
relacionada con microbiologia y cultivo de hongos,
especialmente Pleurotus spp??

4.  Describe los métodos que utilizas para cultivar y mantener
microorganismos, especialmente Pleurotus spp.

___Resiembra continua.

__Liofilizacion.

__ Criogenizacion.

___Congelacién bajo aceite mineral.

__Congelacion en agua destilada estéril.

___ Otros

¢Estds involucrado en proyectos de investigacion relacio-

nados con microorganismos o Pleurotus spp?? Si es asi,

describe brevemente los objetivos.

6.  ¢Cudles son los desafios mas comunes que enfrentas en tu
trabajo diario con microorganismos y Pleurotus spp??

7.  ¢éQué consideraciones éticas tomas en cuenta al trabajar con
microorganismos y Pleurotus spp??

8.  ¢Qué recursos consideras imprescindibles para trabajar en el
cepario?

9.  ¢Qué aspectos te resultan mas gratificantes y cuales son los
mas desafiantes?
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