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COMO PREPARAR UN CULTIVO LiQuIDO (CL)

Un cultivo liquido es un sustrato acuoso en base azucarada al 4%. Es decir,
agua con un 4% de una fuente de azicar que puede ser miel o Extracto de
Malta entre otros.

Puede inocularse con esporas, agar u otro cultivo liquido.

La ventaja de preparar un cultivo liquido es que nos va a permitir inocular el sus-
trato solido (como los frascos de PF TEK) directamente con micelio vivo, lo que
va a acelerar significativamente el tiempo de colonizacion. Ademas, si el cultivo
esta sano, lo podremos utilizar repetidamente en varios ciclos de cultivo hasta
agotarlo o amplificarlo inoculando un segundo vial de cultivo liquido.

El inconveniente de un cultivo liquido es que si este esta inoculado a partir de
esporas se va a incrementar el riesgo de contaminacion. Esto es debido a que
los sellos de esporas no son 100% estériles, ya que en su preparacion ha entrado
en contacto con la seta, que ha estado en contacto con el exterior y existe la
posibilidad de que se depositen esporas externas o bacterias que luego podran
crecer en el medio liquido originando una contaminacién. Para reducir el riesgo,
es preferible obtener el sello o la jeringa de esporas de una fuente fiable, que se
haya preparado en buenas condiciones higiénicas.

Preparar un medio liquido para que las esporas germinen es muy sencillo y solo
requiere algunos ingredientes baratos y faciles de consequir.

Receta para el vial de cultivo de 230 ml:

100 ml Agua + &g miel

(El agua puede ser del grifo sin problemas y la miel preferiblemente sin ingredientes
afiadidos como flores o hierbas.)

Si excedemos el 9% de contenido en azucar, el medio sera toxico para el micelio
y no se va a desarrollar.
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Hervimos 0,5L aproximadamente de agua durante 10 minutos.

Colocamos el vial de cultivo en una bascula y anadimos 8g de miel.

Ponemos la bascula a cero, anadimos 200g del agua previamente hervi-
da y mezclamos bien.

Esterilizamos el medio al bano maria durante 30-45 min. Si disponemos
de una olla a presion esterilizamos 15 min a 15 PSI.

Evitamos periodos largos de esterilizacion ya que el azlcar del medio
podria caramelizar y eso dificultaria la germinacion de las esporas o el

crecimiento del micelio.

Una vez esterilizado, esperar a que se enfrie y anadir las esporas. Si se
parte de una jeringa (recomendable), inocular 10 2 ml.

Si se parte de un sello, rascar una minima parte de este con un cuchillo
0 un bisturi (previamente esterilizado en llama) hasta que se puedan
apreciar algunas esporas flotando en la superficie.



RECOMENDACIONES

El cultivo liquido se puede contaminar muy facilmente por lo que es preferible
realizar la inoculacion en una campana de flujo laminar o en una caja estanca
(SAB). En caso de no disponer de ninguno de estos, inocular el CL en una habita-
cion limpia sin corriente de aire (puertas y ventanas cerradas).

Las condiciones para la colonizacion del medio liquido son a una temperatura
de 25°C a 27°C en un lugar oscuro y agitando suavemente de vez en cuando. El
tiempo de colonizacion es de 1a 3 semanas.

El crecimiento del micelio en cultivo liquido da lugar a una forma esférica blan-
quinosa - transparente. Si se ven manchas oscuras o de otro color sera debido a
la presencia de contaminacion, en cuyo caso nos desharemos del cultivo.

A medida que el micelio crece y se alimenta de la miel, el liquido de cultivo se
volvera mas claro y transparente.

Una vez el cultivo liquido ha colonizado al maximo y esta sano, este se puede
guardar en el frigorifico y servira para futuras inoculaciones hasta pasado va-
rios meses.
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