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EL EFECTO DE LA CAFEINA SOBRE EL CRECIMIENTO E INTRACRUZAMIENTO DE
PLEUROTUS OSTREATUS EN EL LABORATORIO *

por Daniel Martinez-Carrera, **
Mercedes Sobal ** y
Porfirio Morales **

EFFECT OF CAFFEINE ON THE GROWTH AND INTRASTOCK MATINGS OF
PLEUROTUS OSTREATUS IN THE LABORATORY

SUMMARY

The development of 2 Mexican and 2 foreign strains of Pleurotus ostreatus
(Jacq. ex Fr.) Kumm. was studied in malt extract agar at 28° C, using 11 different
concentrations of caffeine from 0.001 to 2.00 mg/ml. Intrastock matings of
compatible monokaryons from 2 Mexican strains and 1 foreign strain were also
studied, under the same conditions. The average growth rate was slightly stimulated
in 0.001-0.06 mg/ml of caffeine concentrations in comparison with the control.
However, mycelial growth rate was lower or completely inhibited at 0.250-2.00 mg/ml
of caffeine concentration. Caffeine did not affect intrastock matings. These
results suggest that caffeine is not assimilated by Pleurotus mycelium.

RESUMEN

Se investigd el comportamiento de 2 cepas mexicanas y 2 extranjeras de Pleu-
rotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) Kumm., en medio de cultivo de agar con extracto de
malta a 28° C, al cual se le adiciond cafeina en 11 concentraciones diferentes (de
0.001 a 2.00 mg/ml). También bajo las mismas condiciones, se realizaron intracru
zamientos de monospdricos compatibles de las cepas. La velocidad de crecimiento
de las cepas estudiadas, se vid ligeramente estimulada en concentraciones de cafel
na de 0.001-0.06 mg/ml con respecto al testigo; mientras que de 0.250-2.00 mg/ml
el crecimiento del micelio se limitd progresivamente hasta ser completamente inhi-
bido. La cafeina no inhibid el intracruzamiento de los monospdricos compatibles,
los cuales se dicariotizaron normalmente. Estos resultados sugieren que la cafeina
no es asimilada como tal por el micelio del hongo.

INTRODUCCION

El cultivo de Pleurotus ostreatus sobre la pulpa de café, se ha manifestado
como una alternativa en la biodegradacién y reciclaje de la misma, asi como
en la produccién de alimentos (Martinez-Carrera, 1987). Sin embargo, la
pulpa de café fresca contiene 12 g de cafeina por kilogramo de pulpa en
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promedio. La cafeina es una metilxantina andloga de las purinas, que tiene efectos
adversos en el metabolismo celular de diversos organismos (Braham y Bressani,
1979). Por su parte, Dubovoy y Mufioz (1977) demostraron que la cafefna provocaba
anormalidades y malformaciones en los cuerpos fructIferos de Schizophyllum commune
Fr., asi como mutaciones. Por estas razones, en el presente estudio se investigd
el efecto de la cafeina sobre el crecimiento e intracruzamiento de diversas cepas
de Pleurotus ostreatus. 7

MATERIALES Y METODOS
1) Cepas

Se utilizaron 2 cepas nativas de Pleurotus ostreatus (Jacq. ex Fr.) Kumm. e
gistradas como INIREB-20 (ATCC-56277) y 8,las cuales fueron aisladas a partir
de especimenes que crecian silvestres sobre pulpa de café en la regidén de Coatepec,
Ver.; también 2 cepas extranjeras de la misma especie, una proveniente de Japdn y
registrada como INIREB-12 y otra de Alemania Federal (tipo "florida") registrada
como INIREB-4, las cuales fueron donadas al Cepario por varios especialistas.

Para el caso de las cepas mexicanas de P. ostreatus los intracruzamientos se
realizaron empleando los monospdricos compatibles "4 x 9", "6 x 8" y "3 x 14" de
la cepa INIREB-29 y "34 x 7" de la cepa INIREB-20. Asimismo, se intracruzaron los
monospdricos "2 x 8" y "1 x 5" de la cepa extranjera INIREB-4.

2) Cultivo de las cepas en medio con cafeina

Las cepas e intracruzamientos estudiados se inocularon por triplicado en ca-
jas de Petri con medio de cultivo de agar con extracto de malta (AEM), al cual se
le adi¢iond cafefna en las siguientes concentraciones: 0.001 mg/ml, 0.0l mg/ml,
0.02 mg/ml, 0.030 mg/ml, 0.06 mg/ml, 0.250 mg/ml, 0.500 mg/ml, 0.750 mg/ml, 1.00
mg/ml, 1.50 mg/ml y 2.00 mg/ml. AsTmismo, tanto las cepas como los intracruzamien
tos se inocularon también en AEM sin adicionarle cafeina, para utilizarlas como
testigo. Todas las cajas inoculadas, se incubaron a 28° C en obscuridad.

Se evalud la variacidn morfoldgica macroscopica de las colonias con respecto
al testigo, tomando en cuenta su textura, densidad y color. La velocidad de creci-
miento se estimd midiendo el didmetro alcanzado por las colonias cada 24 hrs, has-
ta que cubrian la caja de Petri. Microscopicamente, se evalud la abundancia, esca-
sez o ausencia relativa de fibulas.

RESULTADOS Y DISCUSION

El efecto de la cafeina sobre la velocidad de crecimiento de las cepas nati-
vas y extranjeras de P. ostreatus se muestraen la figura 1. La velocidad de creci-
miento de las cepas se vid ligeramente estimulada a bajas concentraciones de cafei
na, con respecto al testigo; mientras que con altas concentraciones el crecimiento
micelial quedd completamente inhibido. La cepa INIREB-20 alcanzd la maxima veloci-
dad de crecimiento en una concentracidn de cafefna de 0.001-0.030 mg/ml;la INIREB-
8 de 0.001 a 0.030 mg/ml; la INIREB-12 a 0.001 mg/ml y la INIREB-4 a 0.020 mg/ml.
Este estimulo en la velocidad de crecimiento puede deberse a un ligero cambio del
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Fig. 1. Velocidad de crecimiento de diferentes cepas de Pleurotus ostreatus,
a los 6 dias de desarrollo en agar con extracto de malta con diferentes concentra
ciones de cafefna y mantenidas a 28° C.
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Fig. 2. Cambio observado en el pH del medio de cultivo de agar con extracto
de malta,al adicionarse diversas cantidades de cafeina.
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pH del medio de cultivo (Fig. 2), por la adicién de bajas concentraciones de cafeil
na. Sin embargo, aunque el pH contindia cambiando al adicionar mis cafeina (hasta
llegar a 2.0 mg/ml), su efecto sobre el crecimiento micelial es negativo debido a
las altas concentraciones.

La textura, color y densidad de las colonias de las cepas, con las diversas
concentraciones de cafefna, no mostraron variacidn significativa respecto al tes-
tigo. Microscdpicamente no se observd variacién en la abundancia relativa de f£ibu
las, ni desdicariotizacidn del micelio.

Por otro lado, los apareamientos realizados entre aislamientos monospdricos
compatibles de las cepas INIREB-20, 29 y 4, solo lograron intracruzarse en concen-
traciones de cafefna de 0.001-1.0 mg/ml, ya que a mayores concentraciones 1.0-2.0
mg/ml no habfa crecimiento micelial. Al efectuarse el intracruzamiento, se obser-
v3 un proceso de fibulacidn sin variacidn respecto del testigo. Tampoco se observd
variacidn en la abundancia relativa de fibulas entre los dicariones formados.

Con base en los resultados del presente estudio, se sugiere que la cafeina no
es asimilada por parte del micelio de P. ostreatus, ya que inhibe completamente su
desarrollo en concentraciones superiores a 2.0 mg/ml y no influye en el estableci-
miento del dicarién al intracruzar micelios monospdricos compatibles. Ademds, di-
cho alcaloide tiene un peso molecular muy elevado (CBHIONQOZ’ peso molecular
194.19), lo cual hace diffcil su asimilacidén directa, ya que los hongos solo absor
ben substancias de bajo peso molecular para su nutricidn.
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