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RESUMEN

En México los hongos comestibles son considerados un producto del cual dependen millones
de hogares para su subsistencia, permiten satisfacer necesidades nutricionales y de salud,
ademas de proporcionar beneficios economicos. El cultivo de hongos proporciona gran parte
de estos beneficios, sin embargo la mayor parte de cepas utilizadas en la industria de cultivo
son provenientes de Estados Unidos, Europa o el sur de Asia y se carece de investigaciones
que permitan identificar y utilizar germoplasma silvestre para diversificar las especies ya
cultivadas y que permitan hacer uso de los recursos locales para su cultivo. Ante esta
problematica, el objetivo general de la investigacion fue establecer los ciclos de cultivo, las
condiciones Optimas y los sustratos mas adecuados para la produccion de cuerpos fructiferos
de dos especies de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum seccion
Difformia; a partir de cepas nativas del Nevado de Toluca. Se recolectaron cuerpos fructiferos
de Flammulina mexicana y Lyophyllum secc. Difformia a partir de un muestreo dirigido a
diferentes sitios de vegetacion secundaria de Senecio cinerarioides y bosque de Pinus spp. y
Abies religiosa en el Nevado de Toluca. Los ejemplares fueron determinados
taxonomicamente, las cepas fueron obtenidas por aislamiento vegetativo, se les realizo
caracterizacion morfoldgica y molecular, se midi6é la velocidad de crecimiento en medio
solido y cuantificé la produccion de biomasa en medio liquido y s6lido. Los medios de cultivo
utilizados fueron AC (agar croquetas para perro) y EMA-PL (agar extracto de malta peptona y
levadura) para Flammulina mexicana, PDA (agar papa dextrosa) y EMA-PL para Lyophyllum
secc. Difformia. Se elabor6 indculo so6lido en trigo e indculo liquido en agitacion por 20 dias.
Para los bioensayos de fructificacion se evaluaron diferentes sustratos disponibles en la region
central del Estado de México dependiendo de la especie y se determinaron diferentes
pardmetros ambientales para las fructificaciones como temperatura, humedad, intensidad de
luz e intercambio de aire.

Para F. mexicana se evaluaron cuatro cepas silvestres, las cuales no presentaron diferencias
morfoldgicas entre ellas, pero si entre medios de cultivo. Las cepas que presentaron mayor
velocidad de crecimiento fueron IE 974 e IE 986 en medio AC con 0.65 cm/dia y una

produccion de biomasa de 6.9 y 7.7 g/l respectivamente, con un tiempo de 35 dias para la
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produccion de indculo sélido y 20 para indculo liquido. Las cuatro cepas tienen capacidad de
fructificar en desechos agricolas y forestales. Las cepas IE 986 e IE 974 presentaron mayor
eficiencia biologica con 34.5% y 31.9% respectivamente, en rastrojo de maiz como sustrato.
El andlisis nutricional de las fructificaciones obtenidas muestra un alto porcentaje de fibra
(52.51%) y bajo contenido de carbohidratos (9.03 %).

Para Lyophyllum seccion Difformia se evaluaron cuatro cepas las cuales se dividen en dos
clados dentro de la seccion Difformia: Lyophyllum sp. 'y Lyophyllum aff. shimeji. La velocidad
de crecimiento y la produccion de biomasa fueron influenciadas por los medios de cultivo y
las cepas. En el medio PDA las cepas IE 975 y IE 982 tuvieron una mayor tasa de crecimiento
con 0.4 cm/dia, mientras que en EMA-PL la velocidad fue lenta, pero con una mayor
produccion de biomasa (0.3-0.38 g/caja de Petri en IE 981 y IE 982). En medio liquido de
extracto de malta las cuatro cepas presentaron una produccion de 9.6-11.9g/l. Las cepas IE
975 e IE 983 presentaron las condiciones optimas de velocidad de crecimiento y produccion
de biomasa a 18 °C. En cuanto a los bioensayos de fructificacion se requiere de mas
investigaciones que permitan conocer la condicion saprobia o micorrizica de las especies para
identificar el tipo de sustratos y condiciones ambientales a las que las cepas tienen que ser
sometidas para inducir las fructificaciones.

Las especies Flammulina mexicana, Lyophyllum aff. shimeji y Lyophyllum sp. pueden formar
parte de la diversidad de especies que ya se cultivan a nivel nacional e internacional, para ser
utilizadas como una alternativa alimenticia (autoconsumo) y/o econémica (venta), mediante la

produccion de cuerpos fructiferos con valor nutricional en condiciones de invernadero.
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ABSTRACT

In Mexico, edible fungi are considered a product on which millions of homes depend for their
subsistence, they have the satisfaction of nutritional and health needs, in addition to the
economic benefits. Mushroom cultivation provides much of these benefits, however the
majority of the strains used in the culture industry come from the United States, Europe and
South Asia and there is no research to identify and use wild germplasm to diversify the already
cultivated species and that allow the use of local resources for their cultivation. Faced with this
problem, the general objective of the research was to establish the cultivation cycles, the
optimal conditions and the most suitable substrates for the production of fruiting bodies of two
species of wild edible fungi: Flammulina mexicana and Lyophyllum section Difformia; from
native strains of Nevado de Toluca. Fruiting bodies of Flammulina mexicana and Lyophyllum
secc. Difformia were collected in through directed sampling in secondary vegetation of
Senecio cinerarioides and forest of Pinus spp. and Abies religiosa within the Nevado de
Toluca. The specimens were taxonomically determined, the strains were by vegetative
isolation; morphological and molecular characterization was performed, the growth rate was
measured in the solid average and quantified production of biomass in liquid and solid
medium. The culture media were DFA (dog food agar) and ME-PYA (malt extract-peptone
and yeast agar) for Flammulina mexicana, PDA (potato dextrose agar) and ME-PYA for
Lyophyllum secc. Difformia. Solid spawn was made in wheat and liquid spawn under agitation
for 20 days. For the fruiting bioassays, different substrates available in the central region of
the State of Mexico are evaluated, depending on the species and different environmental
parameters were determined for the fructification such as temperature, humidity, light
intensity and air exchange.

For F. mexicana four wild strains were evaluated, there were no morphological differences
among these strains; however, the choice of culture media did produce differences. Growth
rate was greatest in strains IE 974 and IE 986 at 0.65 cm/day and these strains also presented
the highest biomass production at 6.9 and 7.7 g/l, respectively; with a period of 35 days in
production with solid spawn and 20 days with liquid spawn. All the four strains have the

capacity fructify in agricultural and forestry wastes. Strains IE 986 and IE 974 presented
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greater biological efficiency, at 34.5% and 31.9% respectively, with maize stubble as a
substrate. Nutritional analysis of the fructifications obtained showed a high percentage of fiber
(52.51%) and low carbohydrate content (9.03%).

For Lyophyllum section Difformia four strains were evaluated which were divided into two
clades within the section Difformia: Lyophyllum sp. and Lyophyllum aff. shimeji. The growth
rate and biomass production were influenced by culture media and strains. In the PDA
medium, strains IE 975 and IE 982 had a higher growth rate with 0.4 cm/day, while in ME-
PYA, the growth rate was slow, but with a higher biomass production (0.3-0.38 g / Petri dish).
in IE 981 and IE 982). In liquid medium of malt extract, the four strains present a production
of 9.6-11.9g/1. Strains IE 975 and IE 983 presented the optimal conditions of growth rate and
production of biomass at 18 °C. Regarding fruiting bioassays, more research is required to
know the condition of the species to identify the type of substrates and the environmental
conditions in which people have to be subjected to the induction of fructifications.

The species Flammulina mexicana, Lyophyllum aff. shimeji and Lyophyllum sp. can be part of
the species diversity that are already grown national and international, to be used as a food
alternative (auto-consumption) and/or economic (sale), through the production of fruiting

bodies with nutritional value under greenhouse conditions.
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

INTRODUCCION

La recolecta de los hongos comestibles silvestres (HCS) forma parte de los patrones de
subsistencia de las poblaciones que viven en zonas cercanas a los bosques durante la temporada
de lluvias, por ser su principal fuente de ingresos y alimentacion (Boa, 2005; Alvarado-Castillo
y Benitez, 2009). En M¢éxico se consumen de manera tradicional 371 especies de hongos
comestibles (Garibay-Orijel y Ruan-Soto, 2014) y el conocimiento micoldgico tradicional es la
base de todo aprovechamiento de los hongos silvestres, ya que permite identificar y conocer las
especies que pueden ser potencialmente susceptibles de cultivo, con fines de consumo y
comercializacion, principalmente aquellas que son valoradas regionalmente. Gracias a los
patrones de consumo y conocimiento tradicional detallado que tienen de los pobladores, también
es posible seleccionar especies adaptadas a las condiciones ambientales de la region, brindar
elementos para definir sustratos y mejorar la tecnologia de la industria del cultivo de hongos, lo
cual permite un mayor y mejor aprovechamiento del germoplasma propio de cada region,
reduciendo asi su dependencia genética y tecnoldgica (Garibay-Orijel et al., 2010).
Actualmente, la mayoria de las cepas utilizadas en el cultivo comercial provienen de regiones
de América de Norte, Europa o el sur de Asia (Martinez-Carrera, 2002).

El cultivo de hongos en México se enfoca principalmente en Pleurotus spp. y Agaricus bisporus,
por lo que la mayoria de investigaciones realizadas se centran en una serie de ensayos para
identificar y utilizar cepas mejoradas para su cultivo. Entre las técnicas empleadas para especies
de Pleurotus se encuentra el entrecruzamiento o hibridacion, un método eficiente para obtener
una combinacidon de caracteristicas deseables. Por medio de la recombinacidon genética se
pueden obtener caracteristicas importantes de cepas, que puedan ser utilizadas en la industria de
hongos comestibles. En cuanto a los programas de mejoramiento de producciéon de hongos
desarrollados por diversos grupos de investigacion, se pone énfasis en identificar o incorporar
potencial genético para obtener un alto rendimiento en la produccion de hongos, asi como el
manipular los pardmetros ambientales y practicas de manejo del cultivo (Gaitan-Herndndez et
al., 2009). En este contexto, el cultivo de Flammulina mexicana y especies de Lyophyllum
seccion Difformia pueden constituir una importante contribuciéon econémica y alimenticia, no
solo para las personas que los recolectan para autoconsumo y venta, sino también por su relacion

con especies cultivadas a nivel mundial. Flammulina mexicana, pertenece al género Flammulina

Péginal



Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

que es conocido por su distribucidon cosmopolita y por tener especies comestibles de relevancia
econdmica, nutricional y medicinal como F. velutipes (Ge et al., 2008; Rodrigues et al., 2009;
Sudrez y Nieto, 2013).

En cuanto a las especies comestibles, Lyophyllum shimeji, L. descastes L. fumosum y L.
connatum, se encuentran clasificadas filogenéticamente dentro de la seccion Difformia. El
cultivo comercial de Lyophyllum spp. es un proceso largo y complejo y las investigaciones estan
enfocadas a su fructificacion mediante la asociacion simbidtica con especies arboreas (en el caso
especifico de L. shimeji); en funcion de la cepa y su origen geografico (Visnovsky et al., 2014)
y la obtencion de cepas con la capacidad de formar cuerpos fructiferos sin micorrizacion (Otha,
1994). Por lo que, la mayor parte de las investigaciones se enfocan en la obtencién de biomasa
en cultivo sumergido (Pokhrel y Ohga, 2007).

En la presente investigacion se sometieron a cultivo experimental cuatro cepas silvestres de F.
mexicana, una de L. aff. shimeji y tres de Lyophyllum sp., con la finalidad de conocer las
condiciones (nutricionales y ambientales) Optimas requeridas y el tiempo requerido en cada
etapa de cultivo; asi como la influencia de la cepa utilizada y tipo de inoculo (sélido y liquido)
utilizado para la produccion de cuerpos fructiferos.

El presente trabajo est4 estructurado de manera que se presentan los antecedentes como marco
tedrico sobre la importancia de la diversificacion y el resguardo del germoplasma para su
incorporacion en nuevos cultivos de hongos silvestres, asi como el cultivo y produccion de
hongos comestibles con las especies cultivadas a nivel internacional y nacional con énfasis en
los beneficios que muestra esta practica en México. De forma consecutiva se presentan los
objetivos, planteamiento del problema, justificacion e hipdtesis que guiaron la investigacion.
Para la metodologia se presenta un diagrama general que abarca desde obtencion y
caracterizacion de las cepas hasta los biensayos de fructificacion tanto para F. mexicana como
para L. secc. Difformia. La seccion de resultados se divide en tres capitulos; el primero se centra
en la descripcion taxondmica de las especies, los capitulos subsiguientes se presentan en formato
de tres articulos, los cuales fueron enviados a Revistas Cientificas para su revision y posible
publicacion; dos articulos para el cultivo experimental de F. mexicana y uno sobre la
caracterizacion genética, evaluacion de crecimiento y produccién de biomasa de cepas de
Lyophyllum L. secc. Difformia. También se presentan las conclusiones generales de la

investigacion, consideraciones finales, la literatura que fue citada durante la seccion de
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

introduccion y antecedentes. Por ultimo, se incluyen ocho anexos, los cuales corresponden a
imagenes de los cultivos de ambas especies, las cuales no fueron incluidas en la seccion de
resultados, carta de resguardo de las cepas en el Cepario del Instituto de Ecologia. A. C. y un

informe de analisis bromatologico.
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

ANTECEDENTES

Conocimiento tradicional de los hongos comestibles

El conocimiento tradicional puede ser definido como el conjunto de saberes y practicas
(creencias, leyendas, mitos, etc.) generadas y acumuladas colectivamente, que se guardan en la
memoria y actividades de la gente y se transmiten de generacion a generacion en forma oral,
practica y en algunos casos escrita (Luna-Morales, 2002).

El conocimiento tiene una organizacion interna y consta de un “saber” como de un “conocer’;
es una fuente extremadamente rica de informacién sobre los usos de los recursos (Toledo, 1992).
Para el caso de los hongos silvestres, la etnomicologia es el area de la etnobiologia que se
encarga de estudiar el conocimiento tradicional y las manifestaciones e implicaciones culturales
y/o ambientales que se derivan de las relaciones establecidas entre el hombre y los hongos a
través del tiempo y el espacio el cual recibe el nombre de Conocimiento Micologico Tradicional
(CMT).

En México el conocimiento tradicional de los hongos comestibles silvestres se ha desarrollado
particularmente en el area central del pais, vinculado a la herencia cultural prehispanica
(Montoya et al., 2001; Mariaca et al., 2001; Pérez-Moreno et al., 2008); mas de 12 etnias han
demostrado una tendencia micofilica y un profundo CMT (Ruén-Soto et al., 2006). A lo largo
de la historia el uso de los recursos naturales por parte de los grupos humanos ha permitido la
acumulacion de conocimientos sobre la biologia, ecologia, fenologia, sistema de clasificacion
tradicional, nomenclatura, las concepciones acerca de los hongos y su utilizacion (Montoya-
Esquivel et al., 2003; Estrada et al., 2009; Burrola-Aguilar et al., 2012). Por lo cual el CMT es
el fruto de la adaptaciéon humana al medio ambiente (Berkes et al., 2000) y puede ser una
herramienta clave para la elaboracion y desarrollo de programas restauracion ecoldgica y
conservacion tanto para diversidad bioldgica y cultural asi como una herramienta clave en la

gestion sostenible de los recursos (Huntington et al., 2004).

Diversificacion y resguardo de germoplasma
A nivel mundia, se estima que hasta el afio 2010 se han logrado conservar in vifro inicamente

el 1.3 % de la biodiversidad fungica global, estimada en 1.5 millones de especies (Morales et
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

al., 2010). En cuanto a México, es considerado un pais donde converge una notable diversidad
biologica, ecoldgica y cultural. No obstante, los recursos humanos, econdémicos y de
infraestructura que actualmente se dedican a la preservacion de los recursos genéticos de los
hongos comestibles y medicinales son minimos. Se estima que para el pais podrian existir mas
de 200,000 especies de hongos (Guzman, 1998), lo que representa un potencial biotecnolégico,
econdmicamente factible de aprovechar y de gran importancia para el desarrollo nacional. Sin
embargo, la pérdida de habitats naturales ha repercutido desfavorablemente en las poblaciones
silvestres, por lo que las colecciones de cultivos fingicos adquieren cada vez mayor relevancia
en la conservacion ex sifu de la biodiversidad y representan un importante componente en el
desarrollo de investigaciones cientificas y tecnoldgicas (Salmones y Mata, 2012).

A nivel nacional diversas colecciones resgardan 1639 cepas de especies comestibles y/o para su
cultivo, como Pleurotus, Agaricus, Lentinula, Ganoderma, Ustilago maydis, Volvariella,
Agrocybe aegerita, Flammulina velutipes, Grifola frondosa, Hypsizygus marmoreus,
Laetiporus sulphureus, Lepista nuda, Morchella spp., Neolentinus suffrutesces, etc. Ademas de
estos géneros, se tienen algunas cepas de hongos micorrizicos adscritos a los géneros Amanita,
Boletus, Lactarius y Suillus; asi como 663 cepas de hongos silvestres. Las cepas son
provenientes tanto de organismos locales, como de otros paises (Salmones y Mata, 2012).

En 2004, se cre6 en México el Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles
(CREGENHC) del Colegio de Postgraduados, Campus Puebla; cuya finalidad es integrar una
muestra de la diversidad, las condiciones ecoldgicas, y el conocimiento de los recursos genéticos
de hongos comestibles y medicinales del pais estableciendo las bases para proyectar su
conservacion, caracterizacion, mejoramiento y utilizacion por la sociedad. Actualmente
resguarda 400 cepas de diversas regiones templadas, tropicales y subtropicales del pais,
incluyendo cepas de otras partes del mundo. Cuenta con cepas que se han cultivado
comercialmente en diversas regiones de México durante los ultimos 20 afios, que se han
introducido en el pais sin ningun control desde 1933 y que, por lo tanto, se desconoce su
procedencia y se carecen de estudios comparativos sobre su crecimiento en substratos locales,
requerimientos de desarrollo miceliar y fructificacion, rendimiento, y calidad (Morales et al.,
2010). Es asi como el cultivo de hongos en América Latina tiene dos tendencias contradictorias.
Mientras en paises como México, Chile y Brasil la produccion y el consumo han aumentado en

conjunto a mas de 500,000 toneladas al afo; este desarrollo se debe casi exclusivamente a dos
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hongos, Agaricus bisporus y Pleurotus ostreatus. Lo que contrasta enormemente con el
desarrollo del cultivo en Asia, donde se cultivan mds de 20 especies comercialmente. La
influencia de este desarrollo ha llegado a E.U.A y Canada en donde es comun encontrar en los
supermercados numerosas especies de hongos cultivados y otras tantas de hongos silvestres, la
mayoria de origen asidtico. A pesar del vasto potencial genético y de que mas de 400 cepas
nativas de hongos cultivados son mantenidas en instituciones de América Latina, no mas de
cinco especies se cultivan a escala comercial y la experimentacion sobre nuevas especies es

escasa (Garibay-Orijel et al., 2010)

De la diversificacion de germoplasma a la incorporacion de nuevos cultivos de hongos
silvestres

Los hongos silvestres representan un recurso bioldgico y genético muy importante para el sector
productivo. Se trata de individuos fisiolégicamente adaptados a determinados sustratos y
condiciones ambientales, lo que proporciona la variacion genética necesaria para potencializar
las caracteristicas deseables para el sector comercial.

Si se conjunta la importancia ecosistémica de los hongos con su potencial econémico; la
busqueda de estrategias para su manejo sustentable adquiere gran relevancia y resulta
imprescindible aprovechar y conservar adecuadamente el germoplasma silvestre (Salmones y
Mata, 2012).

El cultivo de nuevas especies de hongos silvestres representa una fuente potencial de valoracion
real del conocimiento tradicional, asi como nuevos genes y propiedades funcionales. La
aplicacion de la biotecnologia moderna y las ciencias gendmicas a los recursos genéticos nativos
tendra un notable impacto sobre los hongos comestibles y medicinales al convertirlos en fabricas
microbianas para la produccion de medicinas (proteinas) al combinarse, asi como en sistemas
microbianos para la biorremediacion in situ y la biodegradacion/bioconversion de subproductos
lignoceluldsicos (Morales et al., 2010).

Ademas, es fundamental promover ampliamente la percepcion que la sociedad tiene de los
hongos comestibles y medicinales; ya que s6lo en la medida que la sociedad perciba la
trascendencia de los recursos genéticos de los hongos comestibles y medicinales, serd posible
canalizar mayores recursos humanos, econdmicos y materiales para su conservacion, estudio y

utilizacion. Simultdneamente, es indispensable fortalecer la investigacion cientifica basica y
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aplicada; mediante el desarrollo de estrategias que impliquen la conservacion, investigacion,
innovacion y el desarrollo de los recursos genéticos de hongos nativos; involucrando su
recolecta, conservacion, identificacion, caracterizacion y aplicaciones biotecnologicas (Morales
et al., 2010). Estos factores estan asociados al cuello de botella en el cultivo de nuevas especies
de hongos (Mata y Savoie, 2012).

Dicho cuello de botella se debe a la carencia de conocimientos en tres aspectos fundamentales
de la biologia de la mayor parte de las especies de interés potencial: 1) ciclo de vida y genética,
2) factores y mecanismos responsables de la induccion de la fructificacion y el desarrollo del
cuerpo fructifero y 3) produccion y composicion de metabolitos y propiedades toxicologicas y
farmacéuticas. Estos tres puntos se deben estudiar teniendo en cuenta la variabilidad
intraespecifica para garantizar la calidad de los hongos que serdn producidos y para poder
vislumbrar el mejoramiento genético de las cepas que se destinaran al cultivo comercial. En este
sentido es primordial la obtencion de cepas adaptadas a los sustratos potenciales de cultivo
existentes en el pais, a los distintos tipos de manejo a que sean sometidas, asi como a las
condiciones climdticas de cada region (Mata y Savoie, 2012). El cultivo de hongos puede ser
visualizado como una alternativa para la solucion, al menos parcial, de problemas como la
insuficiencia alimenticia y la contaminacion por desechos organicos de origen agroindustrial.
Sin embargo, para lograr éxito en la produccion comercial de hongos comestibles se requiere de
un mercado propicio, es decir, un publico que aprecie el consumo de hongos. Existen multiples
factores culturales que pueden afectar el gusto por los hongos, desde el origen étnico y condicion
socioecondmica, hasta las historias recientes de intoxicacion. Se puede considerar una estrategia
exitosa, el impulsar el cultivo y consumo de especies valoradas regionalmente. Esto aseguraria
la viabilidad comercial de nuevas empresas y, al mismo tiempo, sensibilizaria a mas
consumidores respecto de las bondades de estos productos. En el largo plazo, estas especies
regionales podrian ir ampliando su influencia geografica con base en un mayor numero de

consumidores interesados en para probar nuevos hongos.

Cultivo y produccion de hongos comestibles
La producciéon de Hongos Comestibles Silvestres es una actividad que presenta altas
posibilidades de desarrollo a nivel de unidades de produccion rural (UPR), con un alto impacto

social, econémico y ecologico en el campo mexicano; gracias a factores como, la creciente
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demanda interna y externa de los HCS, la abundancia en México de subproductos subutilizados
de la actividad agricola, agroindustrial y forestal, posible de utilizarse a nivel de UPR, la
disponibilidad de una biotecnologia de produccion rural de HCS factible de adaptarse a las
condiciones especificas de la UPR (Martinez-Carrera y Nava-Lopez, 2003). Los hongos
comestibles (HC), funcionales y medicinales representan un proceso biotecnologico, rentable,
controlado, eficiente en la utilizacion de agua y energia, adaptable al cambio climatico y
desarrollado a pequefa (rustico) y gran escala (alta tecnologia), con importantes repercusiones
sociales, ecologicas y econdmicas. En los ultimos afios, dicha tecnologia se ha convertido en
una alternativa para la obtencion de alimentos de consumo humano de alto valor nutritivo; por
la posibilidad de obtener grandes cantidades en pequefias areas mediante técnicas sencillas, a
bajo costo, en cortos periodos de tiempo y empleando residuos agricolas, agroindustriales y
forestales como sustrato para su cultivo (Martinez-Carrera y Nava-Lopez, 2003).

El primer registro cientifico de un hongo comestible en México fue realizado por Patouillard y
Hariot en 1896, quienes registraron a Agaricus campestris en la Peninsula de Baja California,
sin mencionar datos de su consumo como alimento (Villarreal y Pérez, 1989). En cuanto al
cultivo de Hongos Silvestres Comestibles (HSC) es una actividad que se comenz¢ a desarrollar
desde hace méas de doscientos afos en Europa con el cultivo del champifion (Agaricus bisporus)
y en Asia desde hace mas de mil afios (Chang y Miles, 2004) con el cultivo de shiitake (Lentinula
edodes) y oreja de negro (Auricularia spp.) (Rodriguez, 2007).

Actualmente en el mundo, se han estudiado para fines de cultivo, alrededor de 200 especies, de
las cuales aproximadamente 60 se cultivan comercialmente y cerca de 10 se cultivan a escala
industrial (Martinez-Carrera et al., 2010). Las 10 especies cultivadas mas populares a nivel
mundial son Agaricus bisporus, Lentinula edodes, Pleurotus spp., Auricularia spp., Volvariella
volvacea, Flammulina velutipes, Tremella fusciformis, Hypsizygus marmoreus, Pholiota
nameko y Grifola frondosa. En afios recientes, también se ha desarrollado el cultivo de otras
especies de hongos comestibles, como Hericium erinaceus, Dictyophora indusiata, Stropharia
rugoso-annulata, Lepista nuda, Agrocybe cylindracea y Pleurotus citrinopileatus (Chang y
Miles, 2004).

En 2011, la produccion comercial en México se estim6 en 62,374 toneladas anuales de hongos
comestibles, funcionales y medicinales, frescos y procesados. México es el mayor productor de

Latinoamérica y cuenta con los desarrollos tecnologicos mas avanzados, ya que genera
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alrededor del 80.8 % de la produccion total de esa region, seguido por Brasil (7.7 %) y Colombia
(5.2 %), ubicandose como el 13° productor a nivel mundial. El monto anual de las operaciones
comerciales supera los 200 millones de délares, generando alrededor de 25 mil empleos directos
e indirectos. La importancia ecoldgica de esta actividad econdmica radica en la utilizacion y
reciclaje de mas de 500,000 toneladas anuales de subproductos agricolas, agroindustriales y

forestales (Martinez-Carrera ef al., 2010).
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OBJETIVOS

Objetivo general
Establecer los ciclos de cultivo, las condiciones Optimas y los sustratos més adecuados para la
produccion de cuerpos fructiferos de dos especies de hongos comestibles silvestres: Flammulina

mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia; a partir de cepas nativas del Nevado de Toluca.

Objetivos especificos
1. Diversificar el germoplasma de Flammulina mexicana y Lyophyllum secc. Difformia

para determinar las cepas viables en el cultivo de ambas especies.

2. Determinar la influencia de la fermentacion liquida y s6lida con dos medios de cultivo
para la produccion de biomasa y velocidad de crecimiento de Flammulina mexicana 'y

Lyophyllum secc. Difforma.

3. Evaluar la influencia del in6culo (liquido y sélido) en la colonizacion del sustrato y
produccion de cuerpos fructiferos para Flammulina mexicana y Lyophyllum secc.

Difforma.

4. Determinar el tipo de sustrato y pardmetros ambientales adecuados para la produccion
de cuerpos fructiferos de Flammulina mexicana'y Lyophyllum secc. Difformia mediante
la eficiencia biologica, tasa de produccion y andlisis bromatologico de los cuerpos

fructiferos.

5. Determinar la capacidad de biodegradacion de hemicelulosa, celulosa y lignina que

tienen ambas especies en diferentes sustratos para fructificacion.

6. Establecer los periodos de incubacion y fructificacion para el cultivo de Flammulina

mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Meéxico es considerado como uno de los 12 paises megadiversos de gran interés biologico y
etnografico; en su territorio se localiza el 10% de todas las especies terrestres del planeta
(Gonzalez, 2003). En cuanto a la diversidad fingica, se estima que existen cerca de 200,000
especies de hongos, de las cuales unicamente el 3.5% han sido descritas (7,000 especies)
(Guzman, 1998). Al poseer México un vasto potencial genético, una enorme tradicion micofaga
y el resguardo de aproximadamente 663 cepas de hongos silvestres, ofrece amplias posibilidades
de diversificar a las especies cultivadas comercialmente, utilizando especies nativas. Al
aprovechar cepas nativas, se cuenta con los organismos fisiologicamente adaptados a
determinados sustratos y condiciones ambientales que proporcionan la variaciéon genética
necesaria para potencializar las caracteristicas deseables (Salmones y Mata, 2012).

Sin embargo, pese a este panorama; no mas de cinco especies se cultivan en México a escala
comercial y la experimentacion sobre nuevas especies es relativamente reciente y escasa
(Garibay-Orijel et al., 2010). La incorporacion de nuevos cultivos requiere investigacion que
involucre su recolecta, caracterizacion, identificacion, conservacion de germoplasma, cultivo in
vitro, identificacién de tipos de sustratos y de condiciones ambientales adecuadas para su
fructificacion y, finalmente, descripcion de los ciclos de cultivo.

En el Nevado de Toluca se han reportado 77 especies de Hongos Comestibles Silvestres (HCS).
Algunas de ellas con alto potencial de cultivo, por ser saprobias y apreciadas localmente para
autoconsumo; o bien, con importancia culinaria y econdémica en los mercados regionales
(Franco-Maass et al., 2012). Las especies con mayor importancia cultural son micorrizicas, lo
que dificulta su cultivo, en comparacion con las saprobias.

En un estudio previo a este, se aislaron ocho especies de hongos comestibles silvestres, de los
cuales Unicamente se obtuvieron cepas de cinco (Psathyrella spadicea, Floccularia aff.
luteovirens, Clitocybe squamulosa, Flammulina mexicana y Lyophyllum aff. shimeji).
Flammulina mexicana (hongo de jara) y L. aff. shimeji (clavitos) fueron las que presentaron
mejor desarrollo in vitro y potencial de ser llevadas a cultivo (Arana-Gabriel ef al., 2014).

A pesar de que Flammulina mexicana es un hongo comestible en localidades aledafas al Nevado
de Toluca, este no es uno de los de mayor importancia cultural. Sin embargo, su valor radica,

en que esta relacionado filogenéticamente con F. velutipes; especie que ocupa el quinto lugar
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en producciéon a nivel mundial, siendo China, Corea, Japon y Taiwdn sus principales
productores. Si bien F. velutipes no es producida en México, existen cepas en resguardo y
escasas investigaciones sobre su cultivo.

Los hongos del genero Lyophyllum son ampliamente valorados tanto para autoconsumo como
para venta en mercados regionales. En cuanto al cultivo de las especies de L. secc. Difformia en
México, Unicamente con L. decastes se han realizado trabajos dedicados a obtener
fructificaciones, obteniendo resultados exitosos; en el caso de L. shimeji no se cuentan con
estudios de su cultivo. Sin embargo, en paises como Japon y China ha sido cultivado en medio
sintético, sin haber colonizado las raices del hospedero, a pesar de ser un hongo ectomicorrizico.
Al desconocerse el cultivo de especies de Lyophyllum secc. Difformia y F. mexicana para
México, es importante definir sus pardmetros de cultivo, rendimientos en diferentes sustratos y
la viabilidad de diferentes cepas nativas. El cultivo de estas especies puede ser incorporado a
las comunidades aledafias al Nevado de Toluca para formar parte de una alternativa de
aprovechamiento sustentable que proporcione una remuneracién econdmica, asi como una
fuente de alimento a sus pobladores; al ser ellos quienes extraen hongos silvestres a gran escala

con fines econdmicos y alimentacion.
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JUSTIFICACION

Flammulina mexicana y Lyophyllum secc. Difformia son especies silvestres valoradas por la
poblacion en comunidades rurales, por ser una fuente de ingreso y alimento durante la
temporada de lluvia. Ambas especies pueden formar parte de las practicas de cultivo de las
personas que viven en comunidades rurales, y ser utilizadas como una alternativa alimenticia
(autoconsumo) y/o econdmica (venta), mediante la producciéon de cuerpos fructiferos en
condiciones de invernadero.

La incorporacion de ambas especies como nuevos cultivos, requiere de llevar acabo practicas
de cultivo experimental; las cuales incluyan investigaciones acerca de su identificacion, cultivo
in vitro, tipos de sustratos y condiciones ambientales bajo las cuales se obtengan
fructificaciones, ciclos de cultivo y la viabilidad de diferentes cepas. Este conjunto de
conocimientos, permitird marcar las pautas, bajo las cuales trabajar para desarrollar técnicas de
cultivo adecuadas para cada especie, reducir costos en la produccion y obtener una alta
eficiencia biologica.

Al utilizar cepas silvestres y nativas de la region, se busca resaltar el potencial genético,
empleando cepas de especies de importancia cultural que promuevan una mayor demanda e
interés por el consumo de hongos, permitiendo satisfacer ademas el desarrollo y las
nescecidades comunitarias. Asi como aprovechar los recursos locales, entre ellos, los desechos
agricolas, forestales o agroindustriales y condiciones ambientales especificas que requiere cada
especie. Esta implementacion traeria consigo, reducir la dependencia de cepas extranjeras,
diversificar el numero de especies ya cultivadas, desarrollar métodos novedosos de cultivo a
partir de la tecnologia que se tenga disponible y obtener alimentos con alto valor nutritivo, con
propiedades funcionales y medicinales. El cultivo de hongos silvestres ademas contribuye al
resguardo del germoplasma y a la conservacion de especies, no solo de interés comercial, sino

también de importancia ecologica.
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HIPOTESIS

1.- La produccion de cuerpos fructiferos en el cultivo de hongos, esta relacionado directamente
con las cepas utilizadas; por lo tanto, las cepas que presenten mayor velocidad crecimiento y
mayor produccién de biomasa en cultivo in vitro, desarrollaran una mayor eficiencia biologica,

tasas altas de produccion y ciclos de cultivo cortos.

2.- La produccion de cuerpos fructiferos y la velocidad de crecimiento miceliar en la
colonizacion de los diferentes sustratos empleados para cultivo de hongos; depende de si el

indculo utilizado es so6lido o liquido.
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METODOLOGIA

Se obtuvieron cuerpos fructiferos de Flammulina mexicana y Lyophyllum secc. Difformia a
partir de un muestreo dirigido a diferentes sitios de vegetacion secundaria de Senecio
cinerarioides y bosque de Abies religiosa en el Parque Ecologico Ejidal de Cacalomacéan y en
la localidad de Agua Blanca, ambos sitios dentro del Area de Protecciéon de Flora y Fauna
Nevado de Toluca. Las recolectas se llevaron a cabo cada 15 dias durante los meses de junio a
octubre de 2014 y 2015. Los cuerpos fructiferos se caracterizaron y herborizaron de acuerdo a
Cifuentes et al. (1986) y se determinaron conforme a Franco et al. (2012). En la figura 1, se
muestra el esquema general de trabajo propuesto en esta investigacion. El esquema va desde la
obtencidn y caracterizacion de cepas, medios de cultivo utilizados para cada especie, produccion
de in6culo, evaluacion de crecimiento miceliar en diferentes sustratos, hasta los bioensayos de
fructificacion; incluyendo las principales variables medidas durante cada etapa. La descripcion
detallada de la metodoldgia se encuentra en cada uno de los articulos que forman parte de los

resultados.
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CULTIVO EXPERIMENTAL

RECOLECTA Y

Flammulinamexicana |--------- i
CARACTERIZACION

________ Lyophyllum secc. Difformia

| TAXONOMICA DE ]
CUERPOS FRUCTIFEROS !

Medios: PDA y EMA-PL

| Medios: AC y EMA-PL

OBTENCION Y
CARACTERIZACION DE CEPAS

| 1.-pH

1.-pH
2.- Caracterizaciéon macro y

2.-Pellets (Caracterizacion

MEDIO LiQUIDO | | MEDIO SOLIDO | —| microscopica
3.-Velocidad de crecimiento

macro y microscopica)

3.-Produccion de biomasa
4.-Produccion de biomasa

| PRODUCCION DE INOCULO |

EVALUACION DEL CRECIMIENTO MICELIAL EN DIFERENTES SUSTRATOS

F. mexicana L. secc. Difformia

1) Aserrin de Quercus sp.+ salvado de trigo +

1 0,
1) Aserrin de Quercus sp. 100 % polvo de maiz

2) Aserrin de Senecio cinerarioides 100% | _ _ __ _ __________ -] 2) Trigo + aserrin de Quercus sp. + medio
3) Aserrin de S. cinerarioides y rastrojo de : sintético (levadura 1:10)
maiz 50:50 : 3) Aserrin de Quercus sp.+ salvado de trigo +
4) Rastrojo de maiz 100% ! polvo de maiz.
BIOENSAYOS DE 4) Arroz + aserrin de encino...
FRUCTIFICACION

T

1.- Cuantificacion de componentes de fibra

1.- Temperatura

2 -Luz (sustratf)s) . ‘ ‘
3.-CO 2.- Eficiencia Bioldgica
.-CO, cen ca o
4.- Humedad 3.- Analisis bromatoldgico y caracterizacion de

los cuerpos fructiferos

Fig. 1 Esquema general de la metodologia, desde la obtencion de cepas a la produccion de cuerpos fructiferos. AC)

Agar Croquetas, EMA-PL) Agar Extracto de Malta-Peptona y Levadura, PDA) Agar Papa Dextrosa
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RESULTADOS
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Los resultados obtenidos en la presente investigacion se presentan en tres capitulos, la segunda
y tercera seccidn se presenta en formato de tres articulos, los cuales fueron enviados a Revistas
Cientificas para su revision y posible publicacion (en cada caso se incluye la carta de aceptacion
o de envio).

CAPITULO I. DESCRIPCION DE LAS ESPECIES: Flammulina mexicana'Y Lyophyllum
seccion Difformia.

CAPITULO II. CULTIVO EXPERIMENTAL DE Flammulina mexicana.

Articulos:

1.- Experimental cultivation of Flammulina mexicana: a species endemic to the high mountains
of Mexico. Enviado al World Journal of Microbiology and Biotechnology. Articulo enviado al
World Journal of Microbiology and Biotechnology.

2.- Colonizacién miceliar de Flammulina mexicana a partir de indculo so6lido y liquido en
residuos agroforestales. Articulo enviado a la Revista Mexicana de Ciencias Agricolas.
CAPITULO III. CULTIVO EXPERIMETAL DE Lyophyllum secc. Difformia.

Articulo:

3.- Genetic characterization, evaluation of growth and production of biomass of strains from
wild edible mushrooms of Lyophyllum of Central Mexico. Articulo aceptado para su publicacion
en el Brazilian Journal of Microbiology.

El resto de los resultados se presentan en la seccion: Bioensayos de fructificacion de cepas

nativas de Lyophyllum secc. Difformia de alta montafia de México.

En el apartado de Anexos se presentan imagenes relacionadas a los cultivos que no fueron
incluidas en los articulos.

ANEXO 1. Cuerpos fructiferos y cepas de Lyophyllum secc. shimeji y Flammulina mexicana.
ANEXO 2. Sustratos colonizados por Flammulina mexicana.

ANEXO 3. Desarrollo de cuerpos fructiferos de F. mexicana durante dias 15 dias, desde la
formacion de primordios hasta su maduracion.

NEXO 4. Cuerpos fructiferos de Flammulina mexicana, silvestres y cultivados.

NEXO 5. Ciclo de cultivo de Flammulina mexicana.

ANEXO 6. Ciclo de cultivo de Lyophyllum secc. Difformia.

ANEXO 7. Carta de resguardo de cepas.

ANEXO 8. Informe de analisis bromatologico de cuerpos fructiferos cosechados de
Flammulina mexicana.
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CAPITULO L.
DESCRIPCION DE LAS ESPECIES:
Flammulina mexicana Y Lyophyllum secc. Difformia
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Flammulina mexicana Redhead, Estrada & R.H. Petersen

Caracteristicas macroscopicas: El pileo mide en promedio 4.0 cm de diametro, es de forma
acampanulada cuando se encuentra en un estado juvenil y plano-convexa al madurar, amarillo;
la orilla es mas clara que el centro, tiene consistencia viscosa cuando se moja y margen estriado-
crenulado. Las laminas se encuentran libres del estipite, poco separadas entre si, ventricosas y
de color amarillo. El estipite mide de 3.0 a 8.0 cm de longitud y de 2.0 a 6.0 mm de didmetro;

es cilindrico, hueco, cartilaginoso, de color anaranjado o amarillo palido; en sus etapas maduras

la base es mas oscura, casi café (Figura 2).

d) cuerpos fructiferos recolectados en Agua Blanca, Zinacantepec, del cual se obtuvo la cepa IE-974 (F.M-1).

Caracteristicas microscopicas: Los basidios miden (30.0-40.0) 32.5 x 6.6 (5.2-8.5) um, tienen
forma clavada y son tetraesterigmaticos. Las basidiosporas miden (7.0-8.5) 7.5 x 5.0 (5.0-6.0)
um, son elipticas, hialinas y lisas (Figura 3).

Especie saprobia de Senecio cinerarioides en bosque de alta montafia, fructifica durante los

Fig. 3 Basidios y basidiosporas de F. mexicana en Rojo Congo a 100x
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Lyophyllum seccion Difformia (Fr.) Kithner

Los ejemplares recolectados, taxondémica y molecularmente corresponden a Lyophyllum
decastes s.1, especie dentro de la seccion Difformia. Larsson y Sundberg (2011) mencionan que
las especies que se encuentran dentro de esta seccion son muy similares morfolégicamente, por
lo que los analisis filogenéticos sugieren que la ecologia es un caricter importante para
diferenciar entre especies. La seccion Difformia esta integrada por L. connatum, L. decastes, L.
fumosum y L. loricatum; la seccidén se caracteriza por tener un crecimiento cespitoso y los
cuerpos fructiferos no se ennegrecen (Kalamees, 2004; Sesli, 2015). Fructifican en pastizal y en
bosque de pino (Sesli, 2015). Dado que los ejemplares recolectados presentaron caracteristicas
morfoldgicas variadas entre ellos, pero que corresponden a la misma especie; su caracterizacion

se describe a continuacion por separado.

Lyophyllum sp. 1 (cepa IE 975)

Caracteristicas macroscopicas: El pileo mide de 2.5 a 6.0 cm de didmetro, es de convexo a plano-
convexo con margen incurvado y lobulado, su superficie es lisa y su color va de café oscuro a
café grisaceo. Las laminas se encuentran adheridas al estipite, son ligeramente decurrentes, con
borde ondulado, juntas; su color varia de blanco a crema conforme maduran. El estipite mide de
3.0 2 9.0 cm de longitud y 2.0 cm de didmetro, tiene forma cilindrica con la parte inferior mas
delgada, ligeramente sinuoso, seco y de color crema a café (figura 4a).

Caracteristicas microscopicas: Los basidios miden (23-34) 29 x 6.4 (5-8) um, tienen forma
clavada con gutulas y son tetraesterigmaticos. Las esporas miden de 4 (3-5.6) x 3.8 (3.1-6) um,
son redondas o casi redondas, lisas e hialinas (figura 4b).

Es considerada como una especie ectomicorrizdogena de Pinus sp. (Yamanaka, 2008), fructifica
durante los meses de junio a agosto. Se encontrd en la localidad de Agua Blanca (Zinacantepec,

Toluca Edo. de México). Tipo de reproduccion sexual: heterotalico bifactorial.
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Fig. 4 a) Cuerpos fructiferos de Lyophyllum sp. 1, b) basidios y basidiosporas en Rojo Congo a 100x.

Lyophyllum sp. 2 (cepa IE 981)

Caracterizacion macroscopicas: El pileo mide 2.3-9 cm, es convexo, con margen liso e
incurvado de color crema-grisaceo. Las laminas se encuentran adheridas al estipite, muy juntas
y de color blanco a grisdceo conforme maduran. El estipite mide de 5.6 x 1.0 cm, es de forma
cilindrica, liso y de color blanco (figura 5a).

Caracterizacion microscopicas: Presencia de fibulas. Los basidios miden 34.9 (31-36) x 5.7 (5-
6.5) u tienen forma clavada, con presencia de granulos o gotas de aceite. Las esporas miden 5.5
(5-6.5) x 3.8 (3.1-4.6) um, son lisas e hialinas y con granulos o gotas de aceite (figura 5b-c).
Especie saprobia en bosque Pinus moctezumae, fructifica durante los meses de junio a agosto.

Se encontrd en la localidad de Cacalomacan (Zinacantepec, Toluca Edo. de México). Tipo de

reproduccion sexual: heterotalico bifactorial

Fig. 5 a) Cuerpos fructiferos de Lyophyllum sp. 2, b) basidiosporas c) basidios en Rojo Congo a 100x.
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Lyophyllum sp. 3 (MEXU 28148, cepa IE 982)

Caracterizacion macroscopicas: El pileo mide 2-9 cm, es convexo, con margen liso, lobulado e
incurvado y color café. Las laminas se encuentran muy juntas, libres a ligeramente adheridas
al estipite y de color blanco. El estipite mide 3.2 x 1.3 cm, tiene forma cilindrica, es ligeramente
estriado y de color blanco (figura 6a).

Caracterizacion microscopicas: Presencia de fibulas. Los basidios miden 38.6 (36-42) x 6.2
(3.4-5.5) um, son clavados con granulos o gotas de aceite. Las esporas miden 5.9 (4.9-7) x 3.8
(5.3-7) um, son lisas e hialinas con granulos o gotas de aceite (figura 6b-c).

Especie saprobia de vegetacion secundaria, fructifica durante los meses de junio a agosto. Se

encontro en la localidad de Cacalomacéan (Zinacantepec, Toluca Edo. de México). Tipo de

reproduccion sexual: heterotalico bifactorial.

Fig. 6 a) Cuerpos fructiferos de Lyophyllum sp. 3, b) basidios, c) basidiosporas en Rojo Congo a 100x.

Lyophyllum aff. shimeji (Kawam.) Hongo (1971) (MEXU 28149, cepa IE 983)

Caracterizacion macroscopicas: El pileo mide 1.9-7 cm es convexo, la superficie es lisa, con
margen incurvado a plano de color café oscuro a café grisaceo. Las laminas se encuentran libres
del estipite, juntas y son de color blanco a crema. El estipite mide 7-6 x 0.9-2 cm, es de forma
cilindrica, con superficie fimbrada, contexto fibroso-cartilaginoso y de color blanco-crema
(figura 7a).

Caracterizacion microscopica: Presencia de fibulas. Los basidios miden 32 (30.4-34.6) x 6.5
(5.4-7.3) um, son clavados con granulos o gotas de aceite (figura 7b). Las esporas son
subglobosas de 6.2 (4.5-7) x 3.8 (3.4-4.2) um, son lisas e hialinas y con granulos o gotas de

aceite (figura 7c).
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Especie saprobia en bosque de Pinus sp., fructifica durante los meses de junio a agosto. Se

encontro en la localidad de Coatepec Harinas (Zinacantepec, Toluca Edo. de México). Tipo de

reproduccion sexual: heterotalico bifactorial.

A, \ e

%

aff. shimeji, b asidios, ¢) Basidiosporas en Rojo Congo a 100x.

Fig. 7 a) Cuerpos fructiferos de Lyophyllum.
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CAPITULO II. CULTIVO EXPERIMENTAL DE Flammulina mexicana
Articulo 1. Experimental cultivation of Flammulina mexicana: a species endemic to the high
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Abstract

Flammulina mexicana is a fungus species endemic to high mountains and has potential for commercial cultivation.
Four strains were isolated from wild fruit bodies. There were no morphological differences among these strains;
however, the choice of culture media did produce differences. Growth rate was greatest in strains IE 974 and IE
986 at 0.65 cm/day and these strains also presented the highest biomass production at 6.9 and 7.7 g/, respectively;
with a period of 35 days in production with solid spawn and 20 days with liquid spawn. All the four strains have
the capacity fructify in agricultural and forestry wastes. Strains IE 986 and IE 974 presented greater biological
efficiency, at 34.5% and 31.9% respectively, with maize stubble as a substrate. Nutritional analysis of the
fructifications obtained showed a high percentage of fiber (52.51%) and low carbohydrate content (9.03%). For

this reason, culture of these species represents an alternative for its ex situ conservation and use.
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Introduction

In Mexico, 371 species of wild mushrooms are consumed (Garibay-Orijel and Ruan-Soto 2014); however, not more
than five of these species are cultivated at commercial scale and experimentation with new cultures is both
relatively recent and rare (Garibay-Orijel et al. 2010). Wild mushrooms represent a very important biological and
genetic resource that offers great potential for the cultivated mushroom productive sector. They are organisms that
develop in given substrates and environmental conditions; which provides the genetic variation necessary to
produce the characteristics desired by the commercial sector. Given their importance to the ecosystem and high
economic potential, exploitation of wild mushrooms requires sustainable management in order to guarantee
conservation of the wild germplasm (Salmones and Mata 2012).

Cultivation of new species of wild mushrooms represents a strong potential for the preservation of traditional
knowledge and acquisition of new genes and functional properties (Morales et al. 2010). Cultivation of species
valued by regional populations helps to promote their consumption and commercialization, ensuring the
commercial viability of new businesses. These mushroom cultures can be an alternative for the reduction of
contamination caused by organic agricultural, forestry or agro-industrial wastes, converting them into nutritious
foods (Omarini et al. 2009) and contributing to solving problems such as food insufficiency. In the long-term, these
regional species can broaden their geographic influence through increasing the number of people interested in
trying new mushrooms (Garibay-Orijel et al. 2010). One example of this is the species Flammulina mexicana
Redhead, Estrada & R.H. Petersen, commonly known as “hongo de jara”; the consumption of which has been
documented in five locations of the Nevado de Toluca, Mexico (Franco et al. 2012) and mentioned within the 20
species of mushrooms of greater cultural importance according to the traditional knowledge generated from
research carried out in the area. In addition, it has already been tested in an in vitro culture from a wild strain
(Arana-Gabriel et al. 2014). This species is endemic to the high mountains (Hughes et al. 1999; Redhead et al.
2000), grows at elevations above 2700 m, at temperatures below 18 °C (Redhead et al. 2000; Franco et al. 2012;
Arana-Gabriel et al. 2014). It presents sexual reproduction of the bifactorial heterothallic type (Redhead et al. 2000)

and is saprobic in habit, fructifying on the “jara” (Senecio cinerarioides A. Rich.), a shrub that grows in high
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mountain forests.

The genus Flammulina is considered cosmopolitan in deciduous forests and tolerant to low temperatures, for which
reason it is recognized as a winter mushroom. Flammulina velutipes is the best-known species of the genus. This
is one of the most cultivated mushrooms of the world, due to its nutritional value and its therapeutic use (antitumoral
activity and immunomodulatory and antibiotic properties) (Chang and Miles 2004; Sharma et al. 2008).

Given that F. mexicana is a species with potential for cultivation, and the advantages that the incorporation of new
regional mushrooms cultivation has; the objective of the present investigation was to determine and evaluate the
strains, type of spawn, substrates and environmental conditions to produce fructifications of F. mexicana at the

level of experimental cultivation.

Materials and Methods

Collection and characterization of fruit bodies

Fruit bodies were collected from a sample directed to different secondary vegetation sites of Senecio cinerarioides
en from the Nevado de Toluca Flora and Fauna Protection Area in Mexico. Voucher specimens were deposited in
the fungal collection of the Herbario Nacional de México, at the Instituto de Biologia of the UNAM (MEXU),

under the following registry numbers: 27411, 28146, 28150, 28151.

Acquisition and characterization of strains

Strains of F. mexicana were obtained from mushrooms from different shrubs de S. cinerarioides by vegetative
isolation in dog food agar (DFA) medium, for subsequent incubation at 18 °C in darkness. Tissue fragments were
submerged in oxygenated water for 30 minutes and washed with sterile distilled water in order to avoid
contamination of the samples. The strains obtained were deposited in the ceparium of the Instituto de Ecologia
(INECOL) in Xalapa, Veracruz, Mexico, with the keys: IE 984, IE 985, IE 986 and evaluated together with the
strain IE 974 of F. mexicana that had been obtained in a previous study (Arana-Gabriel et al. 2014). The sequences

of each strain were also deposited in GenBank under the accession numbers: KY 794659, KY 794660, KY794661
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and KY794662.

Once the mycelium had completely invaded the Petri dish, macroscopic characterization was conducted, based on
Cruz-Ulloa (1995) and using the color key “HTML Color Codes” (html-color-codes.info/). For the microscopic
characterization, temporary preparations were made with 10% Congo Red in order to verify the presence of clamps
and the diameter of the hyphae was measured at 100x (20 hyphae per treatment) using the program Motic digital

Microscope DMB3-223 (Motic China Group Co., Ltd., 2001-2004).

Evaluation of the strains

Growth rate in solid médium

With a borer, 5 mm diameter samples were removed from the agar containing mycelium and placed in the center
of Petri dishes (9 cm in diameter) in the two culture media. One non-conventional medium: DFA (15 g of agar, 15
g of dog croquettes of the brand GANADOR™, 2 g of yeast extract, 1 g of gelatin peptone in one liter of distilled
water) (Stamets 2000; Arana-Gabriel et al. 2014) and one conventional medium: malt extract agar with added
peptone and yeast (MEA-PY) (31.9 g of malt extract agar, 2 g of yeast extract, 1 g of gelatin peptone in one liter
of distilled water). The strains were incubated in darkness at 18 °C. Strain diameter was measured every third day
with a Vernier (metal vernier caliper 5” Pretul®, ver-6p, China). The growth rate (GR) was obtained using the
equation of Huerta et al. (2009) GR= (Fd-I1d)/(Ft-It) (where “Fd” is the final diameter of growth, “Id” is the initial
diameter of growth and “Ft-It” is the duration of the period of mycelial growth in days). Five replicates were

conducted per treatment and strain.

Biomass production in solid médium

Once the incubation period of the strains was over, the agar of the samples was eliminated by immersion in boiling

water. The mycelium was recovered, filtered and rinsed with hot water. It was then oven-dried at 80 °C for 24

hours and weighed to obtain the dry biomass (Arana-Gabriel et al. 2014).
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Biomass production in liquid medium

One hundred ml of the dog food medium with peptone and yeast (DF-PY) and malt extract with peptone and yeast
(ME-PY) were placed in 250 ml Erlenmeyer flasks (five replicates per treatment). The media inoculated with 0.5
cm in diameter of mycelium were incubated in darkness for 20 days at 18 °C and at 120 rpm in a water bath with
agitation (PolyScience®).

At the end of this incubation period, the pH of the medium was measured and the mycelium filtered and left to dry
at 80 °C for 24 hours prior to weighing.

All the culture media of the different treatments were sterilized in an autoclave at 121 °C, 15 Ib psi for 15 minutes

and 0.05 g of Chloramphenicol (SIGMA®) added as an antibiotic.

Statistical analysis

Statistical analysis was conducted with the program Statgraphics® Centurion XVI (Statpoint Technologies, Inc.,
2009), for the evaluation of the strains, the data are applied to a multivariate analysis of variance (MANOVA) in
order to determine whether the interaction between the strains and the culture media affect of the growth and/or
biomass production. In addition, a correlation analysis was performed between the biomass production and the
growth rate in solid medium.

For the biological efficiency and fruit bodies size in the fruiting bioassay, an analysis of variance (ANOVA) was
performed; and the significant differences for both analyzes were determined with a Tukey multiple rank test (P <

0.05).

Solid spawn

Wheat seeds were subjected to a process of cleaning, washing and hydration for 24 hours, then boiled for ten
minutes. Once drained, 200 g were weighed and slaked lime [Ca (OH),] (3.5 g of slaked lime per kg of seeds)
added. The seeds were then placed in flasks (five replicates per treatment) for sterilization in an autoclave at 121

°C, 15 Ib psi for 1 hr (Guzman et al. 2013). Once the flasks had cooled, the seeds were inoculated with three 1 cm’
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fragments of mycelium from the four strains developed in the two media (DFA and MEA-PY); with a factorial
design of 4 x 2 x 5 (4 strains, 2 culture media, 5 replicates). For the secondary spawn, wheat seeds were subjected

to the procedure described above and inoculated with five percent of the primary spawn.

Liquid spawn production

The same procedure described for biomass production in a liquid medium was followed; following 20 days in
agitation, the pellets were washed and homogenized in a liquidizer for 10 s with 100 ml of sterile distilled water

(Stamets, 2000).

Fructification bioassays production

Four different formulations were used as substrates: 1) Quercus sp. sawdust 100 % (QS), 2) S. cinerarioides
sawdust 100% (SSC), 3) S. cinerarioides sawdust with maize stubble 50:50 (SSC+MS) and 4) Maize stubble 100%
(MS). The different combinations of substrates were hydrated to 70% and slaked lime [Ca(OH),] (0.1%) and
gypsum (CaSOy) (0.1%) added. Two kg of each of the four combinations of substrates were placed in Polypaper
bags REYMAM® with a factorial design 4 x 4 x 2 x 5 (4 strains x 4 substrates x 2 spawn types x 5 replicates). The
substrates were sterilized for two hours at 121 °C and 15 Ib psi for 15 in an autoclave. Once the bags had cooled,
they were inoculated with 5% (based on the substrate moist weight) of solid or liquid spawn. For inoculation with
the seeds, an orifice was made in the center of the substrate in which the spawn was placed and for inoculation with
liquid, sterile 60 ml syringes were used. The bags were incubated at 18 °C in darkness, until the mycelium had
invaded the substrate. They were then placed in a fructification chamber, under the following conditions: incubation
temperature of 18 °C (Thermo-hygrometer Vaisala”), relative humidity of 90-100% (humidifier Vitallys Plus®),

70-100 lux of light (luxometer BK Precision®) and an exchange of fresh air for one hour twice a day.
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Characterization of harvested fruit bodies

Once the mature fruit bodies were obtained, the Biological Efficiency (BE) was determined using the equation BE
= fresh weight of harvested fungi / dry weight of the substrate used x 100 (Guzman et al. 2013). The fruit bodies
were characterized macro- and micro-morphologically and compared with those collected in the field. A
bromatological analysis of the cultivated mushrooms was conducted; moisture content was calculated based on
NOM-116-SSA1-1994 (Norma Oficial Mexicana, 1995), ash content based on NMX-F-607-NORMEX-2013
(Norma Oficial Mexicana, 2013), fat content based on NMX-F-615-NORMEX-2004 (Norma Oficial Mexicana,
2004), protein content (factor 6.25) based on NMX-F-608-NORMEX-2011 (Norma Oficial Mexicana, 2014), raw
fiber content based on NMX-F-613-NORMEX-2003 (Norma Oficial Mexicana, 2003) and carbohydrate content

by calculation.

Quantification of substrate fiber components

Quantification of fiber components (cellulose-hemicellulose and lignin) for the different treatments was conducted
at three stages: prior to inoculation, at the end of incubation and at the end of final mushrooms production, along
with a control without spawn for each substrate. Using the detergent method (Goering and Van, 1970), the fiber
was extracted both in neutral detergent (FND) and in acid detergent (FAD). Lignin was determined with sulfuric
acid (72%), cellulose content was estimated directly from the FDA-lignin and hemicellulose content was calculated
as FND-FAD (Goering and Van 1970). All analyses were conducted in triplicate and the results presented were

based on dry material (%).

Results

Acquisition and characterization of strains

The fruit bodies collected belong to the species F. mexicana, and were found fruiting on both dead material and

live branches of Senecio cinerarioides.
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In total four wild strains were evaluated, morphologically, no differences were found among these strains but there
were differences among the growth patterns observed in the culture media. The mycelium of the four strains in the
DFA medium was white in color (#FFFFFF) with uniform growth, fimbriate margin, aerial mycelium, cotton-like
texture and a flat surface. In contrast, the mycelium of the strains developed in the medium MEA-PY was light
greyish yellow (#F7F8EOQ) to dark yellow (#B18904) and brown (#61380B) in color, with an irregular shape and
prostrate or aerial type growth. Microscopically, the four strains developed hyphae that were branched, septate,
smooth and with the presence of clamps. The diameter of the hyphae was similar among strains but differed
between culture media; in the DFA medium, the hyphae were slightly thicker [1.9 (1.7-2.7 um)] than in the MEA-

PY medium [1.7 (1.2-2.5 pm)].

Evaluation of the strains

Growth rate in solid médium

According to the statistical analysis, culture medium (£ 3= 3342.19, P < 0.0001) affected the growth rate, with
the mycelium reaching 9 cm in diameter in a maximum of 15 days in the DFA medium, for an average growth rate
of 0.65 cm-day™'. This contrasts with the medium MEA-PY, where this value was 0.38 cm-day . In addition to the
culture medium, strain (£339= 96.04, P < 0.0001) was also a factor that affected growth rate, as observed in Table
1. The Tukey multiple ranges test shows that the strains IE 974 and IE 986 presented the highest growth rate,
followed by IE 984 and IE 985. However, there was no statistically significant interaction (F339=2.78, P >0.0568)

between the strains and culture media.

Biomass production in solid medium

Biomass production in the solid medium presented significant differences in relation to the strain (F530= 19.85, P
<0.0001) and culture medium (F 30= 54.64, P <0.0001). There was an interaction (¥ ;0= 540, P <0.0040) between
these two factors that also affected biomass production. With respect to the Tukey multiple ranges test, biomass

production was significantly greater in the medium MEA-PY with the strains IE 984, IE 985 and IE 986 but lower
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in the DFA medium (Table 1). In general, the strains that developed the greatest biomass presented a lower growth

rate (r = -0.6134).

Biomass production in liquid medium

Statistical analysis did not reveal significant differences with respect to the strains (F539 = 1.60, P > 0.2077);
however, there were differences between culture media (Fs48,= 8.44, P < 0.0001) and no interaction (F539= 0.86,
P > 0.4718) between the two factors. The Tukey multiple ranges test revealed that there was greater biomass
production in strains IE 984, IE 985 and IE 986 with the medium DF-PY, and lower production in strains IE 974
and IE 984 with the medium ME-PY (Table 1).

The pellets formed in the liquid medium presented a globose form and fimbrose surface. The final pH of the liquid
medium in the four strains changed from 6.1 to 6.4 and 6.3 in medium DF-PY and from 5.3 to 5.8 in medium ME-

PY.

Table 1. Growth rate and biomass production in four strains of F. mexicana (means + SD)

Solid medium Liquid medium
Strain Culture Growth day Biomass Culture Biomass (g/l)
medium (cm/day) (g/ Petri dish) medium
1E974 MEA-PY 0.36 + Oc* 0.08 =0.01c ME-PY 2.3 +0.04c
DFA 0.65 = 0a 0.07 = 0.00c DF-PY 6.9 =0.21ab
1E 984 MEA-PY 0.26 = 0.02d 0.18 £ 0.03a ME-PY 2+0.22¢
DFA 0.57 = 0b 0.10 = 0.00¢ DF-PY 8.7+0.25a
IE 985 MEA-PY 0.29 = 0d 0.16 = 0.02ab ME-PY 4.7 = 0.28abc
DFA 0.58 £ 0.03b 0.10 = 0.00¢ DF-PY 8.5+0.27a
IE 986 MEA-PY 0.38 £0.01c¢ 0.18 £ 0.01a ME-PY 3.1 +£0.18bc
DFA 0.65 = 0a 0.11 = 0.04bc DF-PY 7.7 = 0.05a

DFA: Dog Food Agar, MEA-PY: Malt Extract Agar-Peptone and Yeast, DF-PY: Dog Food-Peptone and Yeast,

ME-PY: Malt Extract-Peptone and Yeast. *Different letters in the same column indicate significant differences

(Tukey, P < 0.05).

Inoculation with solid spawn

At the time of preparation of the wheat seeds for primary spawn primary inoculation of the four strains, the moisture
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content of the seeds was 77% and the pH was 8.5. In all the treatments, the mycelium was dense, white (#FFFFFF)
and presented 100% invasion of the seeds within 20 days. For the production of secondary spawn, the time of

colonization was 15 days with dense mycelium and 100% invasion of the seeds.

Fructification bioassay

By day 30 of incubation, strain IE 986 with liquid spawn had invaded 100% of the MS substrate, followed by strain
IE 974 within 40 days and the rest of the treatments in 42 days. In the case of strains IE 986 and IE 974 in MS with
liquid spawn, the primordia developed in darkness four days after the mycelium invaded the substrate. For the rest
ofthe treatments, fruit bodies formation was induced by removing the bags and leaving the substrate blocks exposed
to a relative humidity of 90 to 100%, with continuous light (70-100 lux) for 24 hr per day and exchanges of air for
one hour twice per day. When the stipes reached 2 cm in length, a PVC tube of 4.5 cm in length by 11 cm in
diameter was placed to facilitate normal development of the fruit bodies, which reached their state of maturation
in 15 days. The first harvest was made before the pileus margin began to curve upwards, with an average production
of'a 100 g per bag. The culture cycles stopped at the end of the third harvest, with a period of 6 days between one
and the other harvest for induction of the fruit bodies and 15 days for their maturation.

The strains IE 974, IE 984 and IE 985 with liquid spawn in SSC+MS, and IE 986 in SSC+MS with solid spawn
began to form small mushrooms at 13 days after the process of induction; however, these did not mature and
therefore their BE was not reported. The rest of the treatments, mainly those with S. cinerarioides and Quercus sp.
sawdust with solid and liquid spawn, presented slow mycelial growth and did not invade completely, which allowed
the substrates to become contaminated with Trichoderma sp., and those that were invaded did not form mushrooms
(IE 984 and IE 986).

The strains presented differences in BE (F3,~158.76, P <0.0001); strains IE 974 and IE 986 with MS inoculated
with liquid medium presented the highest BE compared to the rest of the strains and treatments, with up to 31.9
and 34.5 %, respectively. Strains IE 986 and IE 985 fructified in MS with solid and liquid spawn; as shown in
Table 2, in both cases the liquid spawn is more efficient than the solid spawn, both in terms of fruit bodies
production and times of colonization of the substrate. IE 986 was the only strain to fructify in two different

substrates (MS and SSC+MS), of which the latter substrate presented the lowest BE (5.8%). In total, the culture
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cycle for the strain IE 986 in MS with liquid spawn was 91 days, while for strain IE 974 this was 101 days,
beginning from incubation of the substrate until acquisition of a third harvest with mature mushrooms. With solid
spawn, the culture cycle was 117 days. The rest of the treatments had a duration of 103 days.

Characterization of cultivated fruit bodies

Morphologically, the cultivated mushrooms were very similar to their wild counterparts (Figure 1). The pileus

reached an average size of 2 (1-3-3.7) cm, were flat-convex in form and soft yellow (#F2F5A9, #F7D358) in color,

which as they matured took on a dark yellow (#8A4B08) to brown (#61380B) coloration in the center of the pileus,

with a translucent margin, moist-viscous surface with a small umbo in the center. The gills were free of the stipe,

joined and soft yellow (#F2F5A9, #F5DAS81) in color. The stipes were cylindrical and slightly flattened in form,

7.2 (3-10) x 0.2 (0.1-0.5) cm in size, cartilaginous and with a fibrous surface, the basal part was brown (#61380B)

and as it reached the pileus the color vanished until reaching a soft yellow (#F2F5A9). With respect to size, the

cultured mushrooms had larger pileus and stipes than their wild counterparts and presented statistical differences

among treatments and strains (twenty fruit bodies were measured per treatment bag) (Table 2).

Table 2. Size of wild and cultured mushrooms and biological efficiency of F. mexicana (means + SD)
Treatment Type Pileus Stipe Biological
of Diameter (cm) Length (cm) Diameter (cm) Efficiency
spawn
Wild sporomes 2.3 (1.6-2.6) 2.9 (2.4-3.7) 0.2 (0.1-0.3) -
IE 974/MS L 2.15 (1.5-3)= 0.60ab* 7.52 (5.5-9) = 1.38ab 0.24 (0.2-0.4) = 0.08ab 31.9+291a
IE 986/MS L 1.86 (1.5-2.7) = 0.40b 7.82 (6-10) = 1.23a 0.24 (0.2-0.4) = 0.08ab 34.5+4.09a
IE 986/MS S 1.98 (1.3-2.5) = 0.41ab 6.86 (3-9) £ 2.31abc  0.23 (0.15-0.25) = 0.05ab 14.8 £ 1.96b
IE 986/SSC+MS L 2.15 (1.5-3) = 0.45ab 6.02 (4.3-7) = 0.79abc 0.17 (0.1-0.25) = 0.05b 5.84 +1.00d

IE 985/MS L 1.91(1.5-2.2) £ 0.20b  5.99 (4.2-7.2) = 0.84bc 0.22 (0.2-0.3) = 0.03b 8.7 £ 0.50cd
IE 984/MS L 2.55(1.7-3.7) £ 0.65a 5.68 (4-7) = 0.96¢ 0.34 (0.15-0.5) = 0.16a 10.8 = 0.76bc
IE 985/MS S 1.76 (1.5-2.1) £ 0.22b 5.65 (4.2-7) = 1.07¢c 0.18 (0.1-0.25) = 0.04b 7.18 = 0.72cd

MS: Maize stubble, SSC+MS: Senecio cinerarioides sawdust and maize stubble, L: liquid spawn, S: solid spawn.

*Different letters in the same column indicate significant differences (Tukey, P < 0.05)

In terms of the bromatological analysis of the cultured mushrooms, which was conducted only with the mushrooms

of the strain IE 986 harvested in MS, the following results were obtained based on 6.42% of dry material: moisture
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content 93.58 %, ashes 12.72 %, fats 1.64 %, protein (factor: 6.25) 17.68 %, raw fiber 52.51 % and carbohydrates

9.03 %.

Fig 1. Flammulina mexicana. a) Wild mushrooms growing on Senecio cinerarioides, b) Cultured mushrooms on

maize stubble (MS).

Quantification of the substrate fiber components

To identify the component(s) of the fiber that are capable of degradation by F. mexicana, a fiber analysis of the
substrates that were completely colonized by mycelium, and those from which fruit bodies were obtained, was
conducted. In the different treatments, in both periods of quantification (substrates colonized by mycelium and
spent-ground) the percentages of hemicellulose decreased with respect to the control; however, in the final stage
after the third harvest, this component decreased by more than half, while the quantity of cellulose increased slightly
and that of lignin doubled (Table 3). This trend was clearly observed in the MS substrate, which presented the
highest quantity of hemicellulose and lowest quantity of cellulose and lignin among the four different substrates.
In strain IE 986 with MS, which presented the highest BE, hemicellulose decreased from 28.23 to 12.02%, cellulose
increased slightly from 30.83 to 35.86% and lignin increased from 5.08 to 12.86%. For this reason, it is inferred

that F. mexicana could be a species of brown putrefaction.
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Table 3. Fiber analysis in colonized substrates with fruit bodies production (means + SD)
T ¢ Invaded substrate Harvested substrate
Strain  Substrate sygsvz Hemicellulose Cellulose Lignin Hemicellulose Cellulose Lignin
P (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Control MS - 28.23 +0.01a* 30.83 = 0.31fgh 5.08 +0.89j 2823 £0.0l1a 30.83+0.3lef 5.08+0.89f
MS+SSS - 27.21 = 0.13ab 3239 +0.10ef  13.68 £0.19de  27.21 +0.13b  32.39 = 0.10de 13.68 +
0.19d
SsC - 23.79 + 0.29cd 32.48 + 0.87ef 18.1 +£0.30c  23.79 +0.29c 32.48+0.87de 18.1 =0.31b
QS - 21.42 +0.37efg 42.24 £0.37a 23.13+0.67a 21.42+037d 42.24+037a 23.13 =
0.67a
IE 974 MS L 13.66 + 0.54j 35.52+0.92cd 9.13 £ 0.3%h 1095 +0.26g 37.32 = 0.26bc 12.79 =
0.26d
SSC+MS L 22.64 = 0.85def  30.96 = 0.53fgh 13.51 = - - -
0.29def
IE 984 SSC S 20.89 + 0.46fg 30.35+0.31fgh  20.83 = 0.68b - - -
Qs L 17.94 = 1.15i 3837+1.24b 22.80 + 0.80a - - -
SSC L 20.17 = 0.58gh 30.89 = 0.42fgh  18.97 = 0.45¢ - - -
MS L 24.33 £ 0.63cd 25.50 = 0.81i 7.42 +0.17i 13.12+0.00e  33.6+1.35d 10.06 =
0.56e
SSC+MS L 22.34 + 0.80def 32.13 + 0.62fg 12.31 £ 0.25 - - -
IE 985 MS S 21.65 + 0.45efg 19.97 = 0.50j 9.40 + 0.23gh 10.26 = 24.83 + 0.68g 10.84 +
0.04gh 0.36¢
MS L 25.16 = 0.84bc 30.01 + 0.76gh 6.57 = 0.13i 12.42 + 0.12ef  30.42 + 0.35f 10.57 =
0.18¢
SSC+MS L 24.43 +0.29¢cd 30.27 = 0.88fgh 7.34 = 0.161 - - -
IE 986 MS S 13.92 + 0.41i 34.67 +0.41de 1045+ 0.24g  12.10+0.47f  30.07 = 0.15f 10.58 =
0.69¢
SSC+MS S 10.66 + 0.54 k 37.38 £ 0.97bc 14.42 £ 0.13d - - -
SSC L 18.12 = 1.36hi 31.84+1.45fg  19.37+0.27¢ - - -
QS: MS L 25.17 = 0.90bc 25.65 = 0.83i 7.63 +0.17i 12.02+0.27f 3586 +0.75¢ 12.86 +
0.42d
SSC+MS L 23.51 £ 0.72cde 28.73 £ 0.7%h 13.06 £ 0.28ef  10.19 £ 0.03h  37.94 + 0.25b 1545
0.11c

Quercus sp. sawdust, SSC: Senecio cinerarioides sawdust; MS: maize stubble, SSC+MS: Senecio cinerarioides

sawdust and maize stubble, L: liquid spawn, S: solid spawn, - : treatments without fruit body formation. *Different

letters in the same column indicate significant differences (Tukey, P < 0.05).

For the rest of the treatments, data pertaining to the consumption of hemicellulose were obtained after the

incubation period, when the substrates were completely invaded by the mycelium (Table 2). For example, for

SSC+MS (IE 984), hemicellulose decreased from 27.21 to 22.34%, cellulose remained the same as with strain IE

984 or decreased from 32.39 to 28.73% in IE 986 and lignin stayed the same or decreased from 13.68 to 7.44 in IE

985. In SSC, hemicellulose increased from 23.79 to 18.12% in strain IE 986, as did the cellulose from 32.48 to

30.89% in IE 984. With respect to lignin, statistically there were no changes. In the substrate QS, with the strain IE

984, hemicellulose and cellulose decreased from 21.42 to 17.49% and from 42.24 to 38.37%, respectively, and

there were no differences in the lignin with respect to the control.
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Discussion

Cultivation of new species of fungi requires research to identify the optimal growth conditions for the strains, such
as the nutrient content of the culture medium, pH, spawn type, substrates and temperature and time of incubation,
as well as determining environmental conditions suitable for fructification.

For the experimental culture of F. mexicana from native strains, the DFA culture medium, considered a non-
conventional source of carbon, is the most suitable medium for in vitro culture. Certain studies, such as that of
Zapata et al. (2007) and Chegwin (2013) report that some non-conventional carbon sources generate good biomass
production, with greater growth rate and higher production of metabolites, and can also be used in the culture of
other species of fungi, thus decreasing process cost.

Using a solid medium, F. mexicana presented maximum biomass production in the medium MEA-PY at 0.18
g/Petri dish. Using a liquid medium, this was presented at 8.7 g/l in the DF-PY medium. These results are similar
to those of F. velutipes, where biomass production of 4.16-4.82 g/l has been reported after 15 days at 25 °C (Kim
et al. 2002), 10.9 g/l after 16 days at 26 °C (Diamantopoulou et al. 2012) and 5.5 g/l by day 10 (Kozhemyakina et
al. 2010). Biomass production in liquid medium depends on species, intensity of agitation and the nutrients in the
culture medium. It has been reported that biomass production increases 1.5 to 2 times in liquid media relative to
production in solid media (Kozhemyakina et al. 2010), as was demonstrated in this study with F. mexicana. Because
a greater quantity of biomass of higher quality is produced in a shorter time in liquid medium (Rodriguez-Porcel et
al. 2005) can be used as spawn.

Spawn type (solid or liquid) affected the time of substrate colonization; the liquid spawn developed dense mycelium
and was the first to invade, compared to the substrates inoculated with seed. Mushrooms production was more
rapid in substrates with liquid spawn. These trends agree with that reported for another species, such as Lentinula
edodes (Kawai et al. 1995), Agaricus blazei (Lin and Yang 2006) and Pleurotus ostreatus (Silveira et al. 2008).
Due to the fact that the liquid medium can be inoculated directly into the substrate, incubation time is reduced and
there is greater density of mycelium, a uniform distribution in the substrates and fewer problems of contamination
(Frieal and McLoughlin 2000).

The moisture content of the substrates and the ambient temperature are important factors for mycelium growth. All

substrates were adjusted to a moisture content of 70%; however, this percentage could have affected the sawdust-
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based substrates, slowing the growth rate and preventing the mycelium from completely invading the substrate,
leading to problems of contamination (Abdullah et al. 2013). Rapid invasion of substrates would avoid
contamination by other microorganisms. For F. velutipes, the optimum moisture content is 60-65% (Sharma et al.
2008), for which reason it is suggested that the moisture content for sawdust-based substrates should be less than
70%.

For fruit bodies production, the best strain was IE 986 in MS with liquid spawn. This strain invaded in a maximum
of 30 days, a period similar to that of F. velutipes, which invades in approximately 25 days (Royse 1996; Leifa et
al. 2001). Fruit bodies formation began at day 34 of incubation in darkness at a temperature of 16 to 18 °C. To
stimulate formation, it is important to consider factors such as the light and moisture content of both the substrate
and the environment. The temperature conditions under which F. mexicana fructified were very different to those
for F. velutipes, which has to be subjected to different temperature changes for a period of 10 to 14 days (Royse
1996). However, for both species, the primordia are induced in conditions of darkness, which explains why there
were blocks that did not fructify in the presence of light or in some cases even failed to mature.

Once the fruit bodies had developed, exchanges of fresh air were carried out twice a day with alternating 12 hr
periods of light and darkness. The light, exchange of fresh air and moisture content are all essential elements for
fruit bodies maturation (Sakamoto et al. 2002).

The aerial growth of the mycelium that F. mexicana presented in culture at strain level suggests that it is a species
that must be subjected to conditions of sufficient oxygen as with F. velutipes. This condition is reflected in the size
of the fruit bodies, which presented pileus with smaller diameters and longer stipes than those found in wild
specimens of this species. The pileus of the wild mushrooms measure 2.2 x 2.3 cm y the stipes 2.9 x 0.2 cm, while
those obtained in culture present pileus of 1.9 (1-5-2.7) x 1.7 (1-2.9) cm and stipes of 7.2 (3-10) x 0.2 (0.1-0.4) cm.
These changes are affected by both the exchange of fresh air and quantity of light. In a commercial cultivation of
F. velutipes, the concentrations of CO, and intensity of light are altered in order to modify the size of the pileus
and stipe. When CO, concentrations increase, pileus diameters decrease and the stipes elongate to 14-18 cm
(Sharma et al. 2008). In conditions of darkness, the stipes are elongated and thin and present small pileus (pinhead
fruit body) that are whiter in color than those that formed in the presence of light (Sakamoto et al. 2004).

In terms of the BE, the strains IE 986 and IE 974 had a percentage in three harvests that exceeded that of the other

two strains (Table 2); however, when compared with the BE of F. velutipes, it was very low. For F. velutipes, report
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BE values of 56 and 78% with two harvests in 40 days in coffee residue (Kwon et al. 2009), 73% in maize straw
(Jietal. 2001), between 48-138 % in supplemented substrates and up to 150 % in fiber of palm and rice (Harith et
al. 2014), 45% in sawdust (Sharma et al. 2005) and 112% in cotton seeds (Dang et al. 2001).

Despite the low BE found compared to that of F. velutipes, it is important to note that this study represents the first
experimental cultivation conducted with F. mexicana and that the substrates utilized by this study were not
supplemented. The supplementation substrates will have a greater biological efficiency (Harith et al. 2014; Rocha
and Nogueira 2016).

The mycelial growth and the fruit bodies production in the experimental cultivation, depends of the genetic
characteristics of each species, strains, substrates and spawn types used, (Philippoussis et al. 2001; Xu et al. 2016).
The liquid spawn being more efficient in the substrate colonization; the strain IE 986 and IE 974 showed higher
production of biomass and growth rate in vitro culture, so that to produce fruit bodies are those with a shorter
culture cycle.

Regarding the nature of the substrates, the decrease in hemicellulose and cellulose in the four different substrates
prior to formation of fruit bodies and after the third harvest indicated that F. mexicana has the capacity to selectively
degrade cellulosic and hemicellulosic components. In this way, the substrates MS and MS+SSC that presented a
higher percentage of hemicellulose and lignin also had the highest rate of mycelial growth and mushrooms
production. The capacity for degradation is therefore influenced by the nature of the substrate, environmental and
genetic factors among species or even among strains of the same species, enzymes and the quantity and resistance
of the cellulose, hemicellulose and lignin (Montoya and Orrego 2012; Xu et al. 2016; Economou et al. 2017).

The substrates used for the cultivation of mushrooms are generally derived from agricultural, agro-industrial or
forestry wastes, which are found with varying availability in different regions (Omarini et al. 2009; Salmones and
Mata 2012). The success of the F. mexicana culture in maize stubble is of great importance, considering that this
substrate is one of the most commonly available agricultural wastes in the central region of Mexico. This also
contributes to the reduction of costs and avoids the use of its natural substrate (S. cinerarioides) in the context of a
commercial cultivation process.

In terms of the nutrient content of the cultured F. mexicana mushrooms (ashes 12.72%, fats 1.64 %, protein 17.68
%, raw fiber 52.51% and carbohydrates 9.03%), these values are within the ranges reported for another species

(Chang and Miles 2004; Sharma et al. 2008) with the exception of fiber content. The cultivated mushrooms of the
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F. mexicana strain IE 986 in MS presented a high percentage of fiber and a low percentage of carbohydrates; this
trend supports that reported for Ganoderma tsugae, which presents a high percentage of fiber (73.4) and, as the
mushrooms mature, the quantity of fiber increases and the contents of other components are reduced (Tseng et al.
2005). These results allow F. mexicana to be considered a good source of fiber. This fiber is mostly composed of
chitin (25%), hemicelluloses, mannans and B-glucans (4-13%), which are all components of the cell wall (Manzi
and Pizzoferrato 2000; Pizarro et al. 2014). These components confer anti-allergen activities and participate in
modulation of the immune system, prevention of the promotion and progression of certain types of cancer and
reduction of levels of cholesterol in the blood, among other functional properties (Manzi and Pizzoferrato 2000;
Pizarro et al. 2014).

These types of study, focused on the experimental cultivation of wild edible mushrooms form the basis for
continued research that helps to identify the strains, culture media, environmental conditions and substrates that
can be used and/or to modified to optimize the culture process and obtain greater yields. Safeguarding the
germplasm and the culture of new native species represents a viable alternative for their ex sifu conservation,
diversification of species that are already cultured and a method by which to make use of the natural resources of
each region, including agricultural, forestry or agro-industrial wastes and the specific environmental conditions

required by each species.
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RESUMEN: La produccion de indculo es un proceso que requiere de su optimizacion, ya que, en gran
parte depende generar una mayor eficiencia bioldgica en el cultivo de hongos, reducir los costos
econdmicos, asi como problemas de contaminacion y tiempo en los ciclos de cultivo. En la presente
investigacion, durante el afio 2016, se evalud la colonizacién de cuatro sustratos (rastrojo de maiz,
aserrinde Quercus sp., aserrin de Senecio cinerarioides y rastrojo de maiz en combinaciéon con aserrin
de S. cinerarioides) con indculo liquido y sélido de F. mexicana (cepas IE 974, 1E 984, IE 985, IE 986).
Como resultados se obtuvo que la velocidad de colonizacion de los diferentes sustratos vario entre las

cuatro cepas (P<0.0001). Los sustratos con indculo so6lido presentaron velocidades de crecimiento
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menores respecto al inoculo liquido; los sustratos con indculo liquido fueron colonizados en un periodo
de 17 dias y con in6culo sélido tardaron 50 dias y en algunos casos hubo partes que no fueron
colonizadas; lo cual también estuvo relacionado con el sustrato utilizado, presentando una interaccion
(P<0.0001) entre el tipo de indculo y el sustrato que afecta la velocidad de crecimiento. La incorporacion
de indculo liquido en el cultivo de hongos permite aumentar la densidad y velocidad de crecimiento
miceliar, asi como la aparicién temprana de primordios, lo que contribuye a reducir el tiempo en el ciclo

de cultivo.

PALABRAS CLAVE: Pellets, Rastrojo de Maiz, Velocidad de crecimiento, Primordios, Trigo

ABSTRACT: Spawn production is a process that requires optimization, and that, in large part, generate
a greater biological efficiency in the cultivation of mushrooms, reduce the economic costs, as well as
problems of contamination and time in the culture cycles. In the present investigation, the colonization
of four substrates (maize stubble, Quercus sp. sawdust, Senecio cinerarioides sawdust and S.
cinerarioides sawdust with maize stubble) with liquid and solid spawn of F. mexicana (strains IE 974,
IE 984, IE 985, IE 986). As results it was obtained that the speed of the colonization of the diverse
substrates varied between the four strains (£<0.0001). Substrates with solid spawn presented slower
growth rates with respect to the liquid spawn; the substrates with liquid were colonized in a period of 17
days and with a solid long 50 days and in some cases there were parts that were not colonized; which
was also related to the substrate used, presenting an interaction (P£<0.0001) between the type of tissue
and the substrate that affects the growth rate. The incorporation of liquid spawn in the culture of fungi
allows to increase the density and speed of the mycelial growth, as well as the appearance of the

primordia, which contribute to reduce the time in the culture cycle.

KEY WORDS: Pellets, Corn stubble, Growth rate, Primordium, Wheat
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INTRODUCCION

El género Flammulina ocupa el quinto lugar entre los hongos comestibles cultivados a nivel mundial.
Las especies cultivadas de este género de las que hasta el momento se tiene reporte son F. velutipes con
una produccion de 300,000 toneladas por afio (Psurtseva, 2005), F. populicola cultivada en Estados
Unidos y Canada (Stamets, 2000, 2005; Tradd, 2014) y F. mexicana (Arana-Gabriel, 2018); esta ultima
se encuentra en fase experimental, sin embargo, podria significar una importante alternativa en la
diversificacion de especies cultivadas en México.

Flammulina velutipes es una especie cosmopolita, tolerante a temperaturas menores de 18 °C, es
conocida comunmente como enokitake, enoki, hongo de invierno o seta de aguja de oro en paises como
China, Japon, Estados Unidos de América, Australia y Taiwan. En Asia es un hongo altamente apreciado
por sus propiedades medicinales y alto valor nutricional; ademads, se considera como un producto de
calidad gourmet (Chang y Miles, 2004; Sharma et al., 2008; Hasan et al., 2012). En México, F. velutipes
es comercializada unicamente en supermercados, principalmente en la region central del pais (Mayett y
Marténez-Carrera, 2010). Por otra parte, Flammulina mexicana, es una especie silvestre endémica de
México que se desarrolla sobre tallos y ramas de la jara (Senecio cinerarioides) en las zonas de bosque
de Pinus 'y Abies del centro de México a altitudes superiores de 2700 m y a una temperatura media menor
a 18 °C (Redhead et al., 2000; Franco et al., 2012; Arana-Gabriel et al., 2014). Suele extraerse para
autoconsumo y se encuentra dentro de las 20 especies de hongos de mayor importancia cultural en
algunas localidades del Nevado de Toluca, México (Franco et al., 2012; San Roman, 2014, De la Garza,
2017).

En fechas recientes se ha venido desarrollando el cultivo a nivel experimental de F. mexicana sobre
diversos sustratos como la jara (S. cinerarioides), rastrojo de maiz (Zea mays) y aserrin de encino
(Quercus sp.) (Arana-Gabriel, 2018). El proceso de cultivo de los hongos involucra diferentes fases; la
preparacion del sustrato, preparacion de indculo, inoculacidon de sustratos e induccidon de cuerpos

fructiferos. La ejecucion adecuada y secuencia de cada una de dichas fases, al final del proceso representa
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una produccidn exitosa o no de cuerpos fructiferos. Una de las etapas en la que se debe de tener especial
cuidado es la preparacion de indculo, ya que este incide directamente en el tiempo de colonizacion, la
densidad del micelio y eficiencia bioldgica (Kawai et al., 1996; Abdullah et al., 2013; Rosado et al.,
2002).

La produccion de indculo es un proceso que se basa, principalmente, en la fermentacion sélida en granos
de gramineas como trigo, sorgo, cebada y mijo. A escala industrial, este proceso es costoso dado el uso
de equipo de esterilizacién e incubacion y materiales como tipo de grano utilizado y suplementos
(Rosado et al., 2002). Una alternativa para disminuir los costos de produccion que implica el indculo
solido es la sustitucion de indculo so6lido por indculo liquido. El uso de in6culo liquido permite una
distribucion uniforme del micelio en el sustrato, en periodos cortos de tiempo, lo que ademas reduce
problemas de contaminaciéon (Frieal y McLoughlin, 2000; Abdullah et al., 2013; Ma et al., 2016).
Algunas especies de hongos en las que se han realizado trabajos de produccién de indculo liquido son
Pleurotus spp. (Silveira et al., 2008; Abdullah et al., 2013; Rosado et al., 2002), Agaricus bisporus (Frieal
and McLoughlin, 2000), F. velutipes (Hassan et al., 2012), Sparassis latifolia (Ma et al., 2016) y
Lentinula edodes (Kawai et al., 1996) ya que la mayor parte de investigaciones de produccion de biomasa
en fermentacion sumergida son para la produccién de metabolitos secundarios y polisacaridos (Petre el
al., 2010; Elisashvili, 2010)

Ante las ventajas de utilizar indculo liquido y de que la especie, cepa y tipo de sustrato afecta la velocidad
de colonizacion miceliar de los sustratos; el objetivo de la presente investigacion fue comparar la
eficiencia en la colonizacion de sustratos entre indculo liquido y sélido de cuatro cepas de F. mexicana,

especie que ha mostrado tener potencial de cultivo comercial.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Se utilizaron cuatro cepas de F. mexicana: 1E 974, IE 984, IE 985, IE 986 del Cepario del Instituto de
Ecologia (INECOL) de Xalapa, Veracruz, México; las cuales fueron obtenidas previamente a partir de
cuerpos fructiferos de la region de alta montafia del Nevado de Toluca en el centro de México (Arana-
Gabriel et al., 2014; Arana-Gabriel., 2017). Las cepas fueron reaisladas en medio de agar croquetas (AC)
(15 g de agar agar, 15 g de croquetas para perro GANADOR®, 2 g de extracto de levadura, 1 g de
peptona de gelatina en un litro de agua destilada) (Stamets, 2000; Arana-Gabriel et al., 2014) a 18°C y
caracterizadas con forme a Cruz-Ulloa (1995) y la clave de color “Cédigos de colores HTML” (html-

color-codes.info/).

Produccion de indculo sélido

Se prepard indculo primario y secundario con granos de trigo. Para preparar el inoéculo primario, los
granos de trigo se limpiaron, lavaron e hidrataron por 24 horas, posteriormente se hirvieron durante 10
minutos. Una vez escurridos y con una humedad de 70 %, se prepararon 5 frascos con 200 g de granos
por cada una de las cuatro cepas utilizadas, a las cuales se les adiciono cal [Ca(OH)2] (0.7 g de cal por
frasco) dejando el pH del trigo en 8.5, posteriormente se sometieron a esterilizacién en autoclave a
121°C/15 1b de presion durante una hora (Guzman et al., 2013). Una vez enfriados los frascos con trigo,
se inocularon con tres fragmentos de 1 cm” de micelio de las cuatro cepas. Para el indculo secundario, el
trigo fue sometido al procedimiento anteriormente descrito, pero ahora se inoculd el grano con 5 % del
indculo primario. Todos los tratamientos fueron incubados en obscuridad a 18 °C hasta que el micelio

invadiera al 100 % los granos de trigo para poder inocular los diferentes sustratos.
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Produccion de indéculo liquido y caracterizaciéon miceliar

El in6culo liquido se prepar6 utilizando croquetas adicionadas con peptona y levadura (C-PL) (15 g de
agar agar, 15 g de croquetas para perro GANADOR®), 2 g de extracto de levadura, 1 g de peptona de
gelatina en un litro de agua destilada) (Stamets, 2000; Arana-Gabriel et al., 2014). El medio se esteriliz6
en autoclave a 121°C/15 1b de presion durante quince minutos y se le agregd 0.05g de Cloranfenicol
(SIGMA®) como antibidtico.

Se prepararon muestras de 100 ml de medio de cultivo (C-PL) en matraces Erlenmeyer de 250 ml con
cinco réplicas. Los medios se inocularon con 0.5 cm de didmetro de cada cepa y se incubaron en
obscuridad durante 20 dias a 18°C y 120 rpm en bafio de agua con agitacion PolyScience®.

Concluido el periodo de incubacion, se midié el pH del medio y se caracterizd la biomasa tanto
morfologicamente (forma y tamafio) como microscdpicamente para tener reporte del comportamiento
miceliar bajo condiciones de agitacion. El color del micelio se reportd con la clave de color “Cédigos de
colores HTML” (html-color-codes.info/). Para la caracterizacién microscopica, se tomaron pequefias
muestras de micelio con las que se hicieron preparaciones temporales con rojo Congo al 10 %, lo que
permiti6é observar la presencia de fibulas y descartar que el micelio producido estuviera contaminado.
Asimismo, se midi6 el diametro de las hifas a 100x (20 hifas por tratamiento) con la ayuda del programa
Motic digital Microscope DMB3-223 (Motic China Group Co., Ltd., 2001-2004). Posteriormente se
filtro la biomasa, se lavd con agua destilada estéril para evitar que el medio de cultivo fuera un factor en

la colonizacion de los sustratos y se homogenizd en un procesador de alimentos Magic Bullet Deluxe®

durante 10 segundos con 100 ml de agua destilada estéril (modificado de Stamets, 2000). De igual
manera se cuantificé la biomasa seca; después del periodo de incubacion, la biomasa se filtrd, se lavo

con agua destilada estéril y se puso a secar en estufa a 80 °C por 24 horas para su posterior pesado.

Evaluacion del crecimiento miceliar en diferentes sustratos
Para determinar la eficiencia del in6culo liquido y s6lido con las diferentes cepas y sustratos respecto al

tiempo de colonizacion, densidad de micelio y porcentaje de contaminacion, se utilizaron cuatro
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diferentes formulaciones para los sustratos: 1.- Aserrin de encino (Quercus sp.) 100 % (AQ), 2.-Aserrin
de jara (S. cinerarioides) 100 % (ASC), 3.- Rastrojo de maiz (Zea mays) con aserrin de S. cinerarioides
50:50 (ASC+RM) y 4.- Rastrojo de maiz 100 % (RM) (Arana-Gabriel, 2018). Las diferentes
combinaciones de sustrato se hidrataron al 70 % (por cada kilogramo de sustrato se agrego6 1.4 1 de agua)
y se les adicion6 0.1 % de cal [Ca (OH),] y 0.1 % de yeso (CaSO,). La mezcla debidamente
homogenizada se coloco en tubos de ensayo (2.5 x 15 cm) a 12 cm del volumen del tubo (Carrefio-Ruiz
et al., 2014) a partir de su base (equivalente a 20 g de peso humedo). Se prepararon cinco tubos por
tratamiento con un andlisis factorial de: 4 x 4 x 2 x 5 (4 cepas x 4 sustratos x 2 tipos de in6culo x 5
réplicas).

Los tubos de ensayo con el sustrato se esterilizaron durante una hora a 121°C y 15 lb de presion;
posteriormente se inocularon con 5 % (peso humedo del sustrato) de in6culo secundario o 1 ml de in6culo
liquido; se taparon con algodon estéril para permitir el intercambio gaseoso y se llevaron a incubacion a
18 °C en condiciones de oscuridad hasta que el micelio invadié por completo los diferentes sustratos;
realizando observaciones cada tercer dia para monitorear el crecimiento miceliar. La velocidad de
crecimiento (VC) en los diferentes sustratos se calculd dividiendo la longitud de sustrato (12 cm que
tenian los sustratos en los tubos) entre el nimero de dias que tardé el micelio en invadirlo (modificado
de Huerta et al., 2009). Una vez que el sustrato fue cubierto por el micelio, la densidad de este se clasifico
visualmente de acuerdo con Shrestha et al., (2006) (-) = extremadamente escaso, (+) = escaso, (++) =

moderado, (+++) = abundante.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realiz6 con el programa Statgraphics® Centurion X VI (Statpoint Technologies,
Inc., 2009); los datos de velocidad de crecimiento miceliar se sometieron a un analisis de varianza
(ANOVA) para determinar si habia o no diferencias entre cepas, sustratos y tipo de indculo (s6lido y

liquido) y un analisis multivariado de varianza (MANOVA) para determinar si habia interaccion entre
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los sustratos y el tipo de indculo que afectara la velocidad de crecimiento. Las diferencias significativas

se determinaron con una prueba de rangos multiples de Tukey (P < 0.05).

Obtencion de cuerpos fructiferos

Una vez que todos los tratamientos presentaron el 100 % de colonizacion, se estimuld la produccion de
los cuerpos fructiferos, trasladando los tubos de ensayo a un cuarto con luz (100 lux); se les colocd
algodon humedo con agua destilada estéril en la parte superior del sustrato, el algodén se mantuvo
htimedo y fue retirado al observar la aparicion de primordios, a partir de ese momento, se aplicaron dos

riegos de agua por dia.

RESULTADOS Y DISCUSION

Material biolégico

Las cepas reaisladas IE 974 y IE 986 en medio AC tardaron 14 dias en invadir la caja Petri de 9 cm y las
cepas IE 984 y IE 985 lo hicieron en 16 dias. Las cuatro cepas desarrollaron un crecimiento uniforme,
aéreo de color blanco (#FFFFFF), con textura algodonosa, margen fimbrado y sin presencia de exudados.

Microscopicamente, las hifas fueron lisas, ramificadas, septadas y con abundantes fibulas.

Produccion de indculo sélido

Para la produccion de indculo primario, las semillas de trigo tardaron 20 dias en presentar una
colonizacion miceliar abundante (+++) del 100 %. Con in6culo secundario el tiempo de colonizacion fue
de 15 dias (100 % de grano invadido y micelio abundante), tiempo que se encuentra dentro del rango
reportado para especies del género Pleurotus donde el crecimiento miceliar tarda de 20-26 dias (Grison
et al., 2008). El tiempo de colonizaciéon y densidad del micelio se encuentra en funciéon de la cepa,
sustrato utilizado, pH, porcentaje de humedad y temperatura de incubacién. En la produccion de indculo

solido, se podrian utilizar otro tipo de semilla o aserrin suplementados; sin embargo, su uso depende de
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la disponibilidad y los costos de cada region. En este caso, el trigo es uno de los granos con mas
disponibilidad en cuanto a produccion y costos en el Estado de México; ademas es considerado un buen
vehiculo para la propagacion del micelio; la humedad de 70 % y pH de 8.5 son valores que se encuentran
dentro de los rangos reportados para el crecimiento del micelio ya que facilitan la disponibilidad de

nutrientes (Rios et al., 2010).

Produccion de indéculo liquido y caracterizaciéon miceliar

La produccién de biomasa de las cuatro cepas IE 974, 1IE 984, IE 985 y IE 986 en medio liquido C-PL
fue, en promedio, de 7.9 g/l después de 20 dias de agitacion. El micelio form6 pellets globosos y de
superficie fimbrosa con un tamafio de 1.5 a 3 cm de didmetro. Microscopicamente, las hifas fueron lisas
con diametro de 1.1-3.3 um, ramificadas, septadas y con fibulas abundantes y frecuentes. La morfologia
del micelio (filamentos libres o pellets) y el tamafio de los pellets dependen de la intensidad de agitacion;
en cuanto a la cantidad de biomasa producida depende de la especie, cepa, fuente de carbono del medio
de cultivo, pH y oxigeno disuelto (Cui et al., 1997; Frieal y McLoughlin, 2000; Grison et al., 2008; Ma
et al., 2016). Por ejemplo, para Sparassis latifolia, que se ha llevado a obtencién de biomasa en medio
liquido, con una produccion de 11.96 g/l después de 15 dias (Ma et al., 2016) o para Pleurotus
pulmonarius donde se obtuvo biomasa en tres dias a partir de un biorreactor automatizado (Abdullah et

al., 2013).

Evaluacion del crecimiemto miceliar en diferentes sustratos

La velocidad de colonizacion de los diferentes sustratos varié entre las cuatro cepas (F;50=15.54,
P<0.0001), siendo la IE 974 y IE 986 las que colonizaron mas rapidamente los sustratos de RM y
ASCH+RM (F4156=5.09, P<0.0007) con indculo liquido (£, ;59=8.72, P<0.0036) (Cuadro 1). La cepa IE
974 present6 una velocidad de crecimiento miceliar de 0.71cm/dia, tardando un promedio de 17 dias en
invadir el sustrato de ASC+RM con una densidad abundante (Figura 1d) de micelio al igual que la IE

986 en RM y ASC+RM (Figura 1%). Por el contrario, el sustrato RM inoculado con indculo soélido en las
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cuatro cepas presentd la menor velocidad de crecimiento, tardando en promedio hasta 50 dias (0.24
cm/dia) en colonizar el 100 % del sustrato; sin embargo, pese a la baja velocidad de crecimiento, la
densidad miceliar fue abundante (Figura le-h). El sustrato AQ en tres de las cuatro cepas con indculo
solido present6 densidad moderada, con la cepa IE 986, la densidad fue escasa y con indculo liquido la
densidad fue de moderada a abundante, a excepcion de la cepa IE 984 donde fue extremadamente escasa,
con un tiempo de colonizacién de 27-29 dias (0.13-0.26 cm/dia). El crecimiento miceliar fue mas
uniforme en los sustratos inoculados con in6culo liquido, al contrario de los sustratos con indculo sélido
que presentaron sitios que no fueron colonizados por completo (Cuadro 1, Figura 1).

En el Cuadro 1, se muestran las diferencias de velocidad de crecimiento entre los dos tipos de inoculo y
diferentes sustratos de acuerdo con la prueba de rangos multiples de Tukey. La cepa IE 984 fue la tinica
que present6 la menor velocidad de crecimiento en los cuatro sustratos con indculo liquido, y la densidad
del micelio fue de extremadamente escaso a escaso (Figura 1c¢). De manera general, el indculo sélido
present6 velocidades de crecimiento menores que el indculo liquido, lo cual también estuvo relacionado
con el sustrato utilizado, presentando una interaccion entre el tipo de indculo y el sustrato que afecta la

velocidad de crecimiento (F;50=18.94, P<0.0001).
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Cuadro 1. Velocidad de crecimiento miceliar en diferentes sustratos

Cepa Sustrato Tipo de Velocidad de Densidad del
inéculo crecimiento micelio
miceliar (cm/dia)
IE 974 AQ S 0.41 defghi* ++
ASC S 0.42 cdefgh +++
RM S 0.29 fghijkl +++
ASC+RM S 0.38 defghij +++
AQ L 0.44 bedefg ++
ASC L 0.45 bedef +++
RM L 0.42 cdefgh +++
ASC+RM L 0.71 a +++
IE 984 AQ S 0.41 defghi ++
ASC S 0.46 bede +++
RM S 0.26 ijkl +++
ASC+RM S 0.27 hijkl +++
AQ L 0.26 ijkl -
ASC L 0.131 -
RM L 0.22 jkl -
ASC+RM L 0.21 kl +
IE 985 AQ S 0.41 defghi ++
ASC S 0.44 bedefg +++
RM S 0.28 ghijkl +++
ASC+RM S 0.35 efghijk +++
AQ L 0.41 defghi ++
ASC L 0.58 abc +++
RM L 0.59 ab +++
ASC+RM L 0.53 bed +++
1E 986 AQ S 0.44 bedefg +
ASC S 0.48 bede +++
RM S 0.24 jkl +++
ASC+RM S 0.38 defghij +++
AQ L 0.44 bedefg ++
RM L 0.71 a +++
ASC L 0.26 ijkl +++
ASC+RM L 0.69 a +++

AQ Aserrin de Quercus sp., ASC Aserrin de S. cinerarioides, RM Rastrojo de maiz, ASC+RM Aserrin
de S. cinerarioides y Rastrojo de maiz, L Indculo liquido, S In6culo sé6lido, - extremadamente escaso, +
escaso, ++ moderado, +++ abundante. *Letras diferentes en una misma columna indican diferencias

significativas (Tukey, P < 0.05).
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Figura 1. Crecimiento miceliar de cuatro cepas de F. mexicana: a,e) IE 986; b,f) IE 985; c,g) IE 984;
d,h) IE 974 en diferentes sustratos indculados. Indculo liquido (a-d), inoculo sélido (e-h). De izquierda
a derecha los tubos de ensayo con los sustratos corresponden a: RM (Rastrojo de maiz), AQ (Aserrin de
Quercus sp.), ASC (Aserrin de S. cinerarioides) y ASC+RM (Aserrin de S. cinerarioides y Rastrojo de

maiz).

La rapida colonizacion de sustratos y maduracion temprana del micelio con in6culo liquido también ha
sido reportada para especies como L. edodes (Kawai et al., 1996), Pleurotus ostreatoroseus (Rogéiro et
al., 2002) y P. pulmonarius (Abdullah et al., 2013). Esto se debe a que el indculo liquido se utiliza
directamente en el sustrato (Frieal y McLoughlin, 2000; Gregori et al., 2007) aumentando el numero de

puntos de invasion donde se reinicia el crecimiento miceliar, comenzando a nutrirse directamente del
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sustrato. En el indculo en trigo, por el contrario, disminuyen los puntos de invasidon ya que se inicia por
la parte superior de los tubos y en este caso, el micelio primero comenzd a nutrirse de la semilla
retrasando asi la colonizacion de los sustratos. Otra desventaja de usar indculo sélido, es que, cuando se
utiliza continuamente un medio de cultivo con una fuente simple de hidratos de carbono, los hongos se
vuelven menos eficientes en la colonizacion de sustratos y produccion de cuerpos fructiferos, ademés de
que no son viables metabolicamente (Rogéiro et al., 2002). El uso de inoculo liquido en la presente
investigacion tuvo resultados favorables desde el inicio de la colonizacion de los sustratos al tercer dia;
al contrario de la inoculacion con trigo que comenz¢ al quinto dia, tendencia también reportada para L.
edodes (Kawai et al., 1996). Sin embargo, a pesar de la eficiencia en la colonizacién de los sustratos con
in6culo liquido, Ma et al. (2016) y Silveira et al. (2008) reportan que no existen diferencias en la
eficiencia bioldgica en la produccion de cuerpos fructiferos entre diferentes tipos de indculo. El éxito en
el uso de inéculo liquido, se relaciona con la eficiencia a la hora de transferirlo al sustrato, permitiendo
una colonizacion rapida, lo que se traduce en una reduccion en la duracion del ciclo de produccion. La
distribucién mas uniforme del inoculo en el sustrato, proporciona un crecimiento homogéneo del micelio,
lo cual disminuye los costos tanto de mano de obra como de materiales; asi como la reduccion
considerable de problemas de contaminacién por organismos antagonistas (Frieal y McLoughlin, 2000;
Rog¢éiro et al., 2002; Abdullah et al., 2013; Ma et al., 2016). La aparicién de hongos antagonistas puede
inhibir el crecimiento del micelio y reducir o anular la produccién de las fructificaciones; lo que
representa una de las necesidades fundamentales en la industria del cultivo de los hongos comestibles
(Mata et al., 2011).

La capacidad de los hongos para crecer en un sustrato no s6lo esté relacionada con el indculo utilizado,
sino también con el vigor de su micelio, la habilidad de las cepas para explotar adecuadamente los
nutrientes del sustrato y tener mayor posibilidad de competir frente a los antagonistas, la produccion de
enzimas lignoceluloliticas, temperatura de incubacion, asi como el tamafio de particula, composicién
quimica y pH de los sustratos (Staments 2000; Rogéiro et al., 2002; Mata et al., 2011).

Obtencion de cuerpos fructiferos
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Los primeros sustratos que formaron primordios fueron RM y RM+ASC con in6culo liquido de la cepa
IE 986 después de 5 dias de haber inducido la formacién de fructificaciones (Figura 2), el resto de los
tratamientos tardo de 7 a 10 dias, a excepcion de los cuatro sustratos inoculados con inoculo liquido de
IE 984 y el sustrato AQ tanto con inoculo liquido como sélido en las cuatro cepas donde no hubo
formacion de primordios.

Los primordios formados presentaron crecimiento cespitoso, los pileos fueron pequeios de color
amarillo (#F2F5A09) con estipites largos, lisos de color amarillo (#F2F5A9, #F7D358) con tonalidad més
clara cerca del pileo (figura 2). La aparicion de los cuerpos fructiferos es un indicativo de que las cepas
y los sustratos utilizados son viables. La aparicion de las fructificaciones en un periodo de tiempo mas
corto con inodculo liquido también han sido reportadas para L. edodes (Kawai et al., 1996) quienes
mencionan que la aparicion temprana de primordios es un fendmeno hereditario, que podria ser inducido
con el inéculo liquido y retrasado en el sélido. El uso de indculo liquido junto con el método utilizado
en este estudio para la induccion de fructificaciones pueden ser utilizados para probar a pequeia escala
la viabilidad de las cepas, sustratos y condiciones ambientales que permitan el cultivo de hongos, antes

de ser llevados a nivel de invernadero.

Figura 2. Primordios de F. mexicana

A pesar de que, en la presente investigacion, la produccioén de biomasa en medio liquido se llevo a cabo

en sistema en Bach, este procedimiento puede ser escalado a nivel de biorreactor para su optimizacion y
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automatizacion; lo que permitiria aumentar la biomasa producida y reducir considerablemente la
produccioén inéculo y el ciclo de cultivo. Por otra parte, el uso de germoplasma nativo puede diversificar
las especies cultivadas comestibles y con propiedades funcionales, asi como trabajar con especies de
importancia cultural en cada region y utilizar los sustratos disponibles y aptos para su cultivo (Morales

et al., 2010).

CONCLUSIONES

Generalmente, el cultivo sumergido o liquido se lleva a cabo para la obtencion de sustancias bioactivas,
pero al generar altas cantidades de biomasa en periodos cortos de tiempo y espacios pequefios, esta puede
utilizarse como indculo sobre un sustrato s6lido. Los resultados fueron favorables utilizando in6culo
liquido a base de croquetas para perro adicionado con extracto de levadura y peptona de gelatina,
obteniendo en promedio 7.9 g/l de biomasa seca en las cuatro cepas utilizadas de F. mexicana. La
eficiencia entre in6culo so6lido y liquido se midi6 con base a la velocidad de colonizacion de los sustratos
y densidad del micelio. El rastrojo de maiz y rastrojo de maiz con aserrin de jara fueron los sustratos en
donde la velocidad de crecimiento fue mayor con las cepas IE 974 y IE 986 de F. mexicana con indculo
liquido. Tanto las cepas como el tipo de sustrato e indculo interfieren en la pronta colonizacion de los
sustratos y la densidad miceliar, asi como en la produccion de cuerpos fructiferos. Realizar este tipo de
investigaciones permite identificar y modificar los factores que deben ser considerados para el cultivo
de especies comerciales o determinar la viabilidad de cepas de especies silvestres, antes de ser llevados
a un cultivo a escala experimental, comercial o industrial. Tanto las cepas como el tipo de sustratos e
indculo interfieren en la pronta colonizacion y densidad miceliar asi como en la produccion de cuerpos

fruciferos.
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Abstract

The present study conducted a genetic characterization and determined growth rate and biomass
production in solid and liquid media, using strains obtained from wild edible sporomes of
Lyophyllum that grow in high mountains. Vegetative isolation was used to obtain a total of four
strains, which were divided into two clades within the section Difformia: Lyophyllum sp. and
Lyophyllum aff. shimeji. Growth rate and biomass production were influenced by both the
culture media and the strains. In a potato dextrose agar medium, the strains presented a higher
growth rate, while in a malt extract-peptone and yeast agar medium, the growth rate was lower,
but with a higher biomass production that was equal to that in the malt extract-peptone and yeast

liquid medium.

Key words: Lyophyllum section Difformia, Native germplasm, Culture, Mycelium, Pellets

Introduction

Wild edible mushrooms play an important role in natural ecosystems and have great economic
potential. Management of their natural populations should therefore be based on sustainable
development, through local knowledge and the study of species domestication techniques, that
allows long-term conservation of the wild germplasm [1-3]. Technological development
surrounding strains of wild edible mushrooms should preferentially be focused on species that
are adapted to local climatic conditions and to the existing substrates of each region in order to
be successfully cultivated [4].

There are 92 species of wild edible and medicinal mushrooms that can be cultivated [5]. The

genus Lyophyllum is of great economic, culinary and medicinal importance, as well as being
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used for auto-consumption, and some of its edible species are characterized by their excellent
flavor and texture [6-11]. These species are phylogenetically classified within the section
Difformia, although their taxonomic position can be confusing as a result of their morphological
plasticity [12, 13]. In general, they are saprobic species; however, some can be facultative
ectomycorrhizal [10].

Commercially cultivated species of Lyophyllum include L. shimeji (Kawam.) Hongo, L.
descastes (Fr.) Singer and L. fumosum (Pers.) P.D. Orton [5, 9, 11, 14-17]. Despite the fact that
L. shimeji forms ectomycorrhizae, it has been cultivated successfully in synthetic medium
thanks to the capacity of the mycelium for rapid growth in generalist media, such as potato
dextrose agar [13]. There is controversy in the case of L. decastes and L. fumosum, since both
have been reported as saprobic or ectomycorrhizal [10, 13, 14, 18, 19]. This could be related to
the geographic origin of the strains and to the habitat in which they develop. This inconsistency
could also be a consequence of incorrect species identification [10, 12]. In Mexico, both species
are considered edible and are of cultural and dietary importance. They are commonly known as
“clavitos”, “enterrados” or “macoyitas” and are rare and difficult to find. They grow in forests
of Pinus, Pinus-Alnus, Pinus-Abies and Abies religiosa [6, 7, 20-23].

Commercial cultivation of Lyophyllum spp. is a long and complex process. Most studies are
focused on the acquisition of biomass in submerged cultures, which is considered a viable
alternative for obtaining high quality mushrooms, rich in immunostimulant polysaccharides [8].
The necessity of generating knowledge regarding the genetic resources of native fungi of central
Mexico is therefore proposed. The objectives of the present study were to characterize native
high mountain strains of the genus Lyophyllum, as well as to determine their growth rate and
biomass production in both solid and liquid media. It is intended to use this information to lay

a base groundwork that help to know optimum conditions for the growth and conservation of
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germplasm (strains), for further work on fruiting bioassays.

Materials and Methods

Biological material

Strains were obtained by vegetative isolation from sporophores of the genus Lyophyllum.
Mushrooms were collected through directed sampling in forests of Pinus spp. and Abies
religiosa within the Nevado de Toluca Flora and Fauna Protection Area (APFFNT, by its
Spanish acronym) in State of Mexico, Mexico. Collections were conducted with the help of key
informants, who provided information during the fieldwork about the use of these mushrooms
as food. The specimens were herborized [24], characterized with basic mycology techniques,
identified [11, 25, 26] and deposited in the Fungi Collection of the Nacional Herbarium of
Mexico at the Institute of Biology, UNAM (MEXU), with herbarium numbers 28148, 28147
and 28149. The strains were deposited in the Strain Collection of the Institute of Ecology
(INECOL) in Xalapa, Veracruz, Mexico, with the keys IE 981, IE 982, IE 983. Along with the
strains obtained, analysis was conducted on strain IE 975, which had already been deposited in
the strain collection after being obtained in a previous study [27]. The DNA of the strains was
extracted and sequenced and their growth rate and biomass production in solid media and

biomass production in liquid media evaluated.

Genetic characterization
An XNAP kit (Sigma-Aldrich) was used to extract the DNA from the strains. A dissection
needle was used to take 1 to 2 mm” of aerial mycelium from each strain in the PDA medium.

The mycelium was incubated for 10 min at 65 °C and 10 min at 95 °C in 20 pl of extraction
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solution in a thermocycler (Bio-Rad, model T100). Following incubation, 20 ul of dilution
solution was added and the mixture incubated at ambient temperature for 30 min [28]. The
ribosomal internal transcribed spacer (ITS) region was amplified with the primers and ITS1F
and ITS4 [29], following the protocol of 1zzo et al. [30]. The quality of the PCR products was
reviewed by electrophoresis in 1% agarose gels. Good quality products were selected and
cleaned using a mixture of 1 pl of ultrapure water and 1 ul of ExoSAP-IT (USB-A ffimetrix) for
each 3.5 pul of PCR product. The sequencing reaction was conducted with a BigDye®
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems), following the manufacturer's
instructions. The DNA was sequenced in both directions, using the same primers used in the
PCR, in a sequencer ABI 3100 (Applied Biosystems) in the Laboratory of Genomic Sequencing
of Biodiversity and Health of the Institute of Biology, UNAM. The sequences were edited and
assembled in Geneious Pro R7 (Biomatters). The sequences of each strain were deposited in
GenBank with the accession numbers KY 195930, KY 195931, KY 195932 and KY195933.

The phylogenetic analyses used the DNA sequences of clade V (section Difformia) for
phylogenetic analysis of the family Lyophyllaceae [31]. Sequences of specimens of Lyophyllum
collected previously in State of Mexico were also used (Table 1). The outgroup was Lyophyllum
leucophaeatum (AF357032). The ITS sequences were aligned in Muscle [32] and analyzed
using methods of maximum likelihood and by Bayesian inference in Geneious Pro R7 (Bio-
matters). The final alignment had 573 bp and a overall nucleotide pairwise identity of 94%. The
best substitution models were chosen with MrModelTest version 2 [33]. The analyses of
maximum likelihood used the PhyML algorithms [34], searching for the tree topology with
BEST and GTR as a substitution model. Bootstrap (MLb), with 1000 replications, was used to
test the support of the branches. In the Bayesian analysis, the algorithms of MrBayes were

applied [35], using the radial of the Gamma variation and the GTR model of substitution with
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four Monte Carlo chains over 1,000,000 generations. Each 400 generations was sampled with a
temperature value of 0.2. In order to test the support of the branches, the branch length values
were stored and posterior probabilities (BPp) calculated. ITS sequences were used in the

Bayesian and the maximum likelihood analysis

Table 1. Strains and specimens of Lyophyllum studied

ID Strain Species MEXU  GenBank Vegetation Site

LyIE 975 IE 975 Lyophyllum sp. 27406  KY195930  Abies religiosa APFFNT

Ly3 IE 982 Lyophyllum sp. 28148  KY195932 Pinus sp. APFFNT

Lyl IE 981 Lyophyllum sp. 28147  KY195931 Pinus sp. APFFNT

AR09641 - Lyophyllum sp. 25876  KT875066 Pinus sp. Amanalco

CB08330 - Lyophyllum sp. 25761  KT875064  Abies religiosa Amanalco

Ly5.3 IE 983  Lyophyllum aff. shimeji 28149  KY195933  Abies religiosa APFFNT
GO-2009-278 - Lyophyllum aff. shimeji 26748  KT875068 - Amecameca

HC-PNNT-078 - Lyophyllum aff. shimeji 26594  KT875069  Abies religiosa APFFNT

HC-PNNT-246 - Lyophyllum aff. shimeji 26689  KT875070  Abies religiosa APFFNT

Culture media

Vegetative isolation was conducted in the potato dextrose agar (PDA) medium. For evaluation
of the strains (growth rate and biomass production) in solid media, malt extract- peptone and
yeast agar (ME-PYA) and PDA were used. The PDA medium was prepared with 39% w/v
potato dextrose agar BD Bioxon""; the medium ME-PYA was prepared with 33.6% w/v malt
extract agar BD Difco™, 2% w/v yeast extract BD Bioxon™™ and 1% w/v gelatin peptone BD
Bioxon". For the liquid media, malt extract with peptone and yeast (ME-PY) and potato dextrose
(PD) were used. The medium ME-PY was prepared with 33.6% w/v malt extract BD Bacto'™,
2% wi/v yeast extract BD Bioxon"™ and 1% w/v gelatin peptone BD Bioxon". The medium PD
was prepared with 39% w/v potato dextrose broth BD Difco' ™. All culture media were sterilized
in an autoclave at 121 °C, 15 Ibs psi for 15 minutes and 0.05 g of Chloramphenicol (Sigma®)

were added.
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Evaluation of strains in solid media

Strain characterization

Morphological characterization of the strains was carried out according to Cruz-Ulloa [36],
using the color key “HTML color codes” (html-color-codes.info/). For microscopic
characterization, a sample of mycelium was taken from the periphery of the strain and temporary
preparations were made with Congo red dye at 10%. In these, the presence or absence of clamps
was determined and the diameter of the hyphae measured at 100x (20 hyphae per treatment)
using a Motic® optical microscope and the software for the Motic Digital Microscope DMB3-

223 (Motic China Group Co., Ltd., 2001-2004).

Growth rate and biomass production

A cork borer was used to take a sample of agar with mycelium 5 mm in diameter. Five replicates
were taken of this agar sample per culture medium and strain and each was placed in the center
of a Petri dish (9 cm in diameter). The Petri dishes were incubated in darkness at 18 °C taken
from that reported by a previous study [27] and every third day the colony diameter was
measured with a vernier (57 metal vernier caliper, Pretul®, China). The growth rate (GR) was
obtained from the equation GR=(Fd-Id)/(Ft-It) (where “Fd” is the final diameter of growth, “Id”
the initial diameter of growth and “Ft-It” = the days of mycelial growth) [37]. At the end of the
incubation period of the strains, the agar was eliminated by immersion in boiling water and the
mycelium was then rinsed with hot water. Once washed, it was oven dried at 80 °C for 24 hours

and its dry biomass recorded [27].

Evaluation of strains in liquid medium
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Production of biomass

In 250 ml Erlenmeyer flasks, 100 ml of the ME-PY and PD media were placed with five
replicates per strain and culture medium. The media were inoculated with mycelium of each
strain of 0.5 cm in diameter and incubated in darkness for 20 days at 18 °C and at 120 rpm in a
PolyScience® agitating water bath. At the end of the incubation period, the mycelium was
filtered and washed with distilled water then oven dried at 80 °C for 24 hours and then weighed.

The pH of the medium was measured at the beginning and end of the incubation period.

Mycelial characterization

Characterization of the morphology of the mycelium was conducted prior to drying using a
Motic® stereoscopic microscope. The number of pellets formed was quantified and their
diameter measured with a vernier. For microscopic characterization, samples of the pellets were
taken at the end of the period of agitation and temporary preparations made with Congo red dye
at 10 % for observation under a Motic® optical microscope and corroboration of the presence

of clamps.

Statistical analysis

The statistical analyses were conducted with the program Statgraphics® Centurion XVI
(Statpoint Technologies, Inc., 2009). The effect of the interaction between the strains and the
culture media on the growth rate and biomass production was evaluated using a multivariate
analysis of variance (MANOVA). Significant differences among culture media were determined
with a Tukey multiple range test (p < 0.05) and correlation analysis was performed between
biomass production and growth rate in the solid medium. The data presented a normal

distribution.

Pégina8o



Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

Results

Biological material

The sporophores that were collected and different morphotypes. The sporophores of strain IE
983 (MEXU 28149) have a size of the pileus of 1.9-7 cm, convex, smooth surface and
incucurved margin or plane, dark brown (#2A1B0A) a brown-greyish (#2A1B0A-#1C1C1C).
Lamellae slightly decurrent or free, white (#FFFFFF) to cream (#FBF8EF). Stipite of 2.7-6 x
0.9-2 cm, cylindrical, fibrous-cartilaginous and white-cream (#FAFAFA-#F8ECEOQ).
Subglobose spores of 6.2 (4.5-7) x 3.8 (3.4-4.2) um and basidia of 32 (30.4-34.6) x 6.5 (5.4-7.3)
um.

The sporophores morphology of the strain IE 975 (MEXU 27406), IE 981 (MEXU 28147) and
IE 982 (MEXU 28148) is varied, the size of the pileus ranges from 2 to 9 cm across, of form
flat-convex, slightly umbonate, with smooth and incurved edge, crema-greyish (#FBF8EF-
#D8DS8DS), light brown (#61380B) to brown (#3B240B). Lamellae from free adhered to slightly
decurrent, white (#FFFFFF), cream (#FBF8EF) and greyish (#D8D8DS). Stipe cylindrical of 3-
9 cm in length, smooth or slightly striate, cream-greyish (#FBFS8EF-#D8D8DS), or brown
(#613F0B). In terms of size of the spores and the basidia, the specimens of the strains IE 981
and IE 975 are different to IE 982. The specimens of strains IE 981 and IE 975 have globose to
subglobose spores of 3.5-6.5 x 3.8-6 um with basidia of 23-36 x 5-8 um, the specimen of strain

IE 982 has spores of 4.9-7 x 5.3-7 um and basidia of 36-42 x 3.4-4.5 um.

Genetic characterization
The strains and sporophores were divided into two lineages of Lyophyllum within clade V

(section Difformia). The first was formed by the strain IE 983, by sporophores bought in the
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market of Amecameca, State of Mexico and by sporophores collected in the APFFNT (in the
zone from which all the strains were obtained). This clade was recognized both by the Bayesian
and maximum likelihood analyses with a high level of support (BPp = 0.99, MLb = 91.6). In
both cases, this is the brother clade of L. shimeji. The second clade was formed by the strains IE
981, IE 982 and IE 975, together with specimens collected in Amanalco, State of Mexico. This
clade had good support in the Bayesian analysis (BPp = 0.87) (Figure 1), but no support in the
analysis of maximum likelihood (MLb = 31.5). In both analyses, the position of this clade is
uncertain within the clade of L. decastes s.1. (L. decastes, L. fumosum, L. conglobatum). The
table 1 shows the data of the strains generated in the present research, as well as their ID was

used in the Bayesian inference analysis (Figure 1)
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AF357032 , Lyophyllum leucophaeatum

AF357059 , Lyophyllum decastes

HMS572548 , Lyophyllum decastes

HMS572549 , Lyophyllum decastes

HM572551 , Lyophyllum sp. Cultivar Jpn

KP192574 , Lyophyllum sp. PAM-2015a

KP192595 , Lyophyllum cf. conglobatum ABO8-11-422
KP192601 , Lyophyllum decastes

JX280407 , Lyophyllum loricatum f. sub h
KP192588 , Lyophyllum cf. lanzonii AB0S-11-440
99.5 KP192599 , Lyophyllum cf. conglobatum AB09-09-181

KP192663 , Lyophyllum cf. decastes LIP PAM13112212
KP192552 , Lyophyllum decastes

HMS572540 , Lyophyllum fumosum

KP192600 , Lyophyllum cf. decastes AB09-09-204
KP192615 , Lyophyllum tenebrosum

KP192602 , Lyophyllum conglob var. albidopallid
KP192546 , Lyophyllum cf. lanzonii LIP PAM060928030
AF357060 , Lyophyllum decastes

HMS572537 , Lyophyllum fumosum

JX280411 , Lyophyllum decastes

AR09641

CB08330

Ly3

Lyl

LylE97S

GO-2009-278

LyS.3

HC-PNNT-078

HC-PNNT-246

AB301604 , Lyophyllum shimeji

HMS572529 , Lyophyllum shimeji

AF357057 , Lyophyllum ambustum

KP192638 , Tephrocybe cf. carbonaria GC98041104
KP192641 , Tephrocybe cf. carbonaria GC08103106
KP192545 , Tephrocybe anthracophila

KP192636 , Lyophyllum ambustum
KP192643 , Tephrocybe cf. carbonaria GC98102502
KP192648 , Lyophyllum ambustum

0.05
Fig. 1. Analysis of Bayesian inference based on ITS sequence of Lyophyllum section Difformia
that includes the strains and specimens of Lyophyllum collected in the State of Mexico. LyIE975

(IE 975), Ly3 (IE 982), Ly1 (IE 981), Ly5.3 (IE 983).

Characterization of the strains
Four native strains of Lyophyllum were evaluated, of which three were obtained in the present
study (IE 981, IE 982 and IE 983) and one was previously deposited in INECOL (IE 975). These

strains presented morphological differences on culturing in different media (Figure 2).
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Fig. 2. Strains of Lyophyllum secc. Difformia at 18°C. a-d: strains on PDA, e-h: strains on ME-

PYA; a, e: strains IE 975; b, f: strains IE 981; ¢, g: strains IE 982; d,h: strains IE 983

The strain IE 975 presented prostrate mycelium in ME-PY A and submerged-prostrate mycelium
in PDA, while in IE 981, the mycelium was submerged in PDA and submerged-prostrate in ME-
PYA. The strain IE 982 presented differences between both media, from color to surface type.
This was also true of IE 983, where only the circular form was similar in both media. Exudates

were absent in all the cases (Table 2, Figure 2).

Table 2. Macromorphological characterization of four Lyophyllum strains

Strain Cult.ure Color Form Edge Mycelial growth Texture Surface
medium

IE 975 PDA light yellow (#FBFBEF) circular fimbriate  submerged - prostrate  velvet concave
ME-PYA light yellow (#BFBBEF) circular fimbriate = prostrate velvet concave

IE 981 PDA light yellow (#BFBBEF) circular fimbriate  submerged smooth flat
ME-PYA light yellow (#BFBBEF) circular fimbriate  submerged - prostrate  smooth flat

IE 982 PDA light yellow (#BFBBEF) circular smooth submerged - prostrate  smooth flat
ME-PYA white (#FFFFFF) circular fimbriate  prostrate - aerial cotton concave

IE 983 PDA white (#FFFFFF) circular smooth submerged - prostrate  smooth flat
ME-PYA white (#FFFFFF) circular fimbriate  prostrate - aerial cotton concave

PDA: Potato dextrose agar, ME-PY A: Malt extract-peptone and yeast agar.
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Microscopically, the four strains developed branched, septate, smooth hyphae with rotundate
hyphal termination and abundant and frequent presence of clamps. The average diameter of the
hyphae for the strain IE 975 was 1.9 pm in PDA, and 1.6 um in ME-PYA, the strain IE 983
presented an average diameter of 2.9 pm in PDA and 3.1 um in ME-PYA, the strain IE 981 was
2.4 pm in PDA and 2.2 pm in ME-PYA and the strain IE 982 was 2.3 um in PDA and 2.7 um

in ME-PYA.

Evaluation of the strains in solid medium
The mycelium presented significant differences in growth rate (F39= 128.23, p < 0.0001) in

the two culture media used, with that of the PDA medium reaching up to 0.4 cm-dia™; with a

maximum diameter of 9 cm reached in approximately 21 days, and that of the ME-PY A medium
presenting a minimum rate of 0.31 cm/day. Differences in growth rate not only depended on the
culture medium but also on the strain (£339=59.69, p < 0.0001). Table 3 shows that, according
to the Tukey multiple range test, four groups were formed; the higher growth in the medium
PDA was present in three (IE 975, IE 982 and IE 983) of the four strains, followed by IE 982
and 983 in ME-PYA with 0.37 and 0.34 cm/daylow respectively. The strain IE 981 in both
culture media and IE 975 in ME-PYA presented, on average, the lowest growth rate. The
formation of the groups is generated from the interaction (F3 30=22.00, p < 0.0001) between the
factors: culture media and strains, which affects the growth rate of the mycelium. For this reason,

each strain requires a different medium to favor its development.
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Table 3. Growth rate and biomass production in solid and liquid media

Solid medium Liquid medium
Strains
Culture Growth rate Biomass (g/ Culture Biomass (g/l)
medium (cm/day) Petri dish) medium
IE 975 PDA 0.40 a* 0.09 ¢ PD 579 cd
ME-PYA 0.32 cd 0.22b ME-PY 8.52 abced
IE 981 PDA 0.32 cd 0.38a PD 11.12 ab
ME-PYA 0.31d 0.36a ME-PY 11.98 a
IE 982 PDA 0.38 ab 0.20b PD 5.54d
ME-PYA 0.37b 0.30a ME-PY 9.62 abed
IE 983 PDA 0.40a 0.16 be PD 7.48 bed
ME-PYA 0.34c 0.18 b ME-PY 9.92 abc

PDA: Potato dextrose agar, ME-PY A: Malt extract-peptone and yeast agar, PD: potato dextrose, ME-PY: Malt
extract with peptone and yeast. *Different letters in the same column indicate significant differences (Tukey, p <

0.05).

In terms of the biomass production in the solid medium, significant differences were also
presented among the strains (F339=54.11, p <0.0001) and the culture media (F;39=19.73,p <
0.0001) and there was an interaction between both factors (F330=7.28, p <0.05) that influenced
biomass production. The highest biomass production was presented in the strain IE 981 in both
culture media (Table 3), and in IE 982 in the medium ME-PYA, with an average maximum of
up to 0.383 g / Petri dish, followed by IE 975 and IE 983 in the medium ME-PYA, IE 982 and
IE 983 in PDA and a lower production with IE 975 in PDA. There was a negative and
statistically significant correlation (p < 0.0001, r=-0.6334) between growth rate and biomass
production. That is, the strains that developed the highest biomass were generally those that

presented the lowest average growth rate.
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Evaluation of strains in liquid medium

For biomass production in liquid medium, significant differences were presented among strains
(F339=9.55, p <0.0001), with IE 982 the strain that generated the highest quantity of biomass
in both culture media, followed by IE 975, IE 982 and IE 983 in ME-PY and these latter strains,
with a lower production, in PD. These results show that there are significant differences between
the culture media (F)39 = 15.61, p < 0.05), with the ME-PY the most efficient in terms of
biomass production (11.98 g/l), which is up to double that of the PD (5.54 g/l) (Table 3). In
contrast to the biomass production in the solid medium, there was no relationship between the
culture medium and the strains in the liquid medium (F339= 1.07, p > 0.05) that would affect
biomass production.

In general, in terms of both biomass production and growth rate, the strains behaved differently
among themselves and among culture media. In PD, the strains had a higher growth rate, while
in ME-PY the rate was slow but with a greater biomass production, as was the case in ME-PY.
In the liquid media, the four strains formed pellets; however, in ME-PY, where there was greater
biomass production (Table 3) after 20 days in agitation, the pellets were saturated and formed a
conglomerate of gelatinous consistency.

In PD, the pellets were spongy with short filaments on the periphery, a characteristic known as
the “hairy length” [38]. The number and diameter of pellets differed in each strain; in IE 975, a
minimum of 2 and a maximum of 9 were formed, with diameters from 1 to 3.2 cm; in IE 982,
there were from 6 to 24, with diameters of 0.6 cm to 4.2 cm; in IE 983, from 8 to 12 with
diameters of 1.6 to 4 cm, and in IE 981, from five to 11, with diameters of 0.9 to 4.5 cm.

The initial pH of the culture media was 5 for ME-PY and 5.7 for PD. At the end of the 20 days
of incubation and agitation, this was different in the four strains and in the two culture media.

The strain IE 975 presented a final pH of 4.3 in ME-PY and 4.8 in PD, the strain IE 983 was 4.8
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in both media, IE 981 was 4.2 in ME-PY and 5.5 in PD and the strain IE 982 was 5.9 in ME-PY
and 6.1 in PD. As was the case in the solid medium, the four strains in the liquid medium

presented abundant clamps.

Discussion

The two clades into which the strains and sporophores of Lyophyllum collected in the State of
Mexico were differentiated, are found in the section Difformia, which is located in the clade Vb
that resolves 5 phylospecies, 9 morphospecies and 5 morphogenetic species [4]. Clade 1, formed
by the strain IE 983 (Ly5.3) and specimens obtained in markets and by collection in the
APFFNT (GO-2009-278, HC-PNNT-078, HC-PNNT-246), is brother to the clade /Vb-6
shimeji, which comprises one strain [31, 39] and a wild specimen associated with coniferous
forest [12, 31], with a high level of support both in the Bayesian analysis and in the maximum
likelihood. The morphological characteristics of the specimen from which the strain was
obtained, as well as its spore size, match the characteristics reported for L. shimeji [11]. The
position as a brother clade to that of L. shimeji (Figure 1) could be attributed to different
conditions such as probable recent evolution or to the geographic origin or habitat in which they
develop, since L. shimeji has been reported in association with Pinus in Asia [10, 12], while the
specimens and strains in the present study are associated with Abies religiosa. This agrees with
that reported for the clade of L. fumosum and L. decastes, who separated these into two subclades
because they develop in different vegetation types (deciduous and coniferous forests,
respectively) [12].

The position of clade 2 formed by the three other strains: IE 975, IE 982 and IE 981 and two

specimens collected (AR09641 and CB08330) is uncertain (MLb=31.5) within clade Vb, and
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the morphological characterization of the sporophores does not provide the data that would
allow a more accurate classification. The specimens of those that were obtained are genetically
similar among themselves; however, their morphology and microscopia is varied, but the size
of the spores is similar to that of L. decastes [26]. However, the basidia do not match those of
any of the other species within the section Difformia. Likewise, there are differences in terms
of habitat (Table 1), since they are found both in the forest of Abies religiosa and Pinus sp.
Confusion in the identification of the species is generated by the intraspecific plasticity of the
species classified in the complex L. decastes within the section Difformia [11, 12, 26].

The specific clades within the clade /Vb are not clearly differentiated, due to the paraphyletic
characteristic of the clade Vb-7 supported by a cryptic species (AF357060), while the clade Vb-
8 is monophyletic and phylogenetically more distant from Vb-7 [31]. Other studies have found
the same problem in delimitation of species within this clade [12]. The identification must be
accompanied by a phylogenetic analysis and examination of ecological aspects, as well as a
characterization at strain level [10, 40, 41]. For this reason, delimitation of these species requires
a comprehensive taxonomic study, in which the possibility of describing them as new species is
given consideration.

Regarding the characteristics of the strains of the two species, these are differentiated mainly by
the color of the mycelium (Table 2) while sharing some other characteristics, such as the absence
of anamorphic structures, the form of mycelium growth and the presence of abundant clamps
and a fimbriate edge. This agrees with that reported for strains of different Lyophyllum species
within the sections Lyophyllum, Difformia and Tephrophana [41]. A detailed study of the strains
could generate more accurate information for identification of the species. However, the
description of the strains in this study does not provide data regarding distinctive characteristics

that would permit differentiation among the species [40, 41]. The characteristics of the strains
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(physiology, diameter, growth rate) also provide information about the influence of temperature
or pH or even the chemical composition of the culture media on the mycelial growth and
production; these are parameters used in bioassays and in physiological studies that could
provide data regarding suitable conditions for cultivation [42, 43]. In this case, the incubation
temperature of the strains was 18 °C, taken from that reported by a previous study [27]. In this
respect, the temperature used is lower than that reported for L. decastes which grows at 20 °C
[44], L. fumosum at 25 °C [17] and Lyophyllum spp. from 20 to 25 °C [41]. Optimum incubation
temperature depends on the climatic conditions of the regions of origin of the strains [4]; for
this reason, it is logical that our strains would have lower optimal temperatures since they
develop in high mountain environments and are adapted to lower temperatures.

Regarding the growth rate, the strain IE 983, which corresponds to L. aff. shimeji and IE 975 of
Lyophyllum sp. presented a higher growth rate than that reported for L. shimeji and L. decastes,
with growths 0of 47 to 60 mm and 22 to 85 mm, respectively, after four weeks of incubation [41].
Growth rate and biomass production are related to nutrient sources and a suitable C: N ratio
[45].

In the culture media where the mycelium invaded more rapidly, biomass production was much
lower and the strains that developed more biomass were those that had, on average, a lower
growth rate. This suggests that the best nutritional conditions are provided by the medium based
on malt extract, allowing increased hyphal branching and thus a higher quantity of biomass. In
contrast, in the potato dextrose medium, the rapid growth rate shows that, under nutrient limiting
conditions, the hyphae tend to be less branched and grow at a higher rate in order to maximize
exploration of the medium in search of nutrients [45-47].

In liquid medium, biomass production, production of polysaccharides and the form of growth

(pellets) are influenced by the strain and the culture medium as well as by the method of culture
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initiation, the size of spawn of the strain and the intensity of agitation [48-51]. The culture
medium (source of carbon and nitrogen) also intervenes in the density and diameter of the pellets
[49, 52]. The strain that had the greatest biomass developed a higher number of pellets, a result
that was very similar to that of Sparassis latifolia Y.C. Dai & Zheng Wang [53]. The medium
based on malt extract supplemented by peptone and yeast was the most suitable for all four
strains of Lyophyllum. This medium is considered one of the best sources of nitrogen for high
mycelial growth. The peptone and/or yeast extract are also recognized efficient sources of
nitrogen for the production of biomass in Ganoderma lucidum (Curtis) P. Karst., Lentinula
edodes (Berk.) Pegler, Pleurotus ostreatus (Jacq.) P. Kumm. and L. decastes with maltose and
glucose serving as sources of carbon [8, 54]. In the case of L. decastes, there was a greater yield
and production of polysaccharides in glucose, as a source of carbon, and yeast [8], in contrast
to the four strains of Lyophyllum, that present greater biomass production in a medium that is
rich in nitrogen.

The biomass generated in a liquid medium can be used as a liquid spawn, as a food and dietetic
supplement, and for pharmaceutical applications and enzyme production [54.55] due to the
production of polysaccharides [8]. The pH of the media was not adjusted, but at the end of the
period of agitation it had changed in each of the strains in both culture media. This could be due
to the high biomass production and, while this was not measured, the production of metabolites;
factors that modify the pH at the end of the incubation period [52, 53].

Mushrooms cultivation using native strains, particularly of Lyophyllum, requires studies that
comprise the characterization and identification (morphological and genetic) of the sporophores
and strains utilized; knowledge of ecological aspects, life cycles, production and composition
of metabolites and identification of substrate types and environmental conditions suitable for

fructification [1, 3, 4].
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Lyophyllum is a genus with potential for commercial culture and has functional and medicinal
properties [9]. The strains IE 982 of Lyophyllum sp. and IE 983 of L. aff. shimeji, that presented
the best conditions in the in vitro culture, represent an excellent option for studies focused on
the acquisition of secondary metabolites and their experimental culture at substrate level.
Working with native strains constitutes a good alternative for the regional management of
germplasm adapted to the climatic and substrate conditions where they develop naturally,

eliminating dependence on strains from other countries.
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CAPITULO III. CULTIVO EXPERIMENTAL DE Lyophyllum secc. Difformia

En esta segunda parte de la investigacion con las cuatro cepas de Lyophyllum secc. Difformia,
el objetivo fue identificar si las cepas son capaces de desarrollar fructificaciones, asi como

identificar los sustratos y condiciones ambientales que se requieren.

Bioensayos de fructificacion de cepas nativas de Lyophyllum secc. Difformia de alta

montafna

1.- Introduccion

Las especies de hongos comestibles del género Lyophyllum son ampliamente valoradas por su
sabor, textura y produccion de sustancia bioactivas con propiedades antitumorales e
inmonumoduladoras. Lyophyllum shimeji y L. decastes son las principales especies con las que
se han realizado investigaciones para la produccion de cuerpos fructiferos en paises como Japon
y China. Una de las principales problemadticas que se tienen en la produccién de cuerpos
fructiferos es que algunas especies son micorrizicas facultativas. Al ser L. shimeji una especie
micorrizica, la obtencion de los cuerpos fructiferos se realiza en asociacion con Pinus densiflora
o en medio sintético. La obtencion de cuerpos fructiferos en Lyophyllum decastes ha sido
diferentes cultivos sintéticos enriquecidos con diversos suplementos. El cultivo comercial de
Lyophyllum spp. es considerado un proceso largo y complejo, por lo que, la mayor parte de las

investigaciones se enfocan en la obtencion de biomasa en cultivo sumergido.

2.- Materiales y Métodos

Material biologico

Se utilizaron cuatro cepas de Lyophyllum secc. Difformia: 1E 975, IE 982, IE 981 (Lyophyllum
sp.), IE 983 (Lyophyllum aff. shimeji) del Cepario del Instituto de Ecologia (INECOL) en
Xalapa, Veracruz, México; las cuales fueron obtenidas previamente a partir de cuerpos
fructiferos de la region de alta montafia del Nevado de Toluca en el centro de México. Las cepas

fueron obtenidas en medio de agar extracto de malta con peptona y levadura (EMA-PL) (33.6 g
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de Extracto de Malta Agar BD Difco™, 2 g de Extracto de Levadura BD Bioxon™ y 1 g de
Peptona de Gelatina BD Bioxon® en un litro de agua destilada) a una temperatura de incubacion

de 18°C.

Produccion de inoculo liquido

El in6culo liquido se prepar6 utilizando extracto de malta adicionado con levadura y peptona
(EM-PL) (33.6 g de Extracto de Malta Agar BD Bacto'™, 2 g de Extracto de Levadura BD
Bioxon"® y 1 g de Peptona de Gelatina BD Bioxon® en un litro de agua destilada). El medio se
esterilizo en autoclave a 121°C/15 1b de presion durante quince minutos y se le agreg6 0.05 g
de Cloranfenicol (SIGMAMR) como antibiotico.

Se prepararon muestras de 100 ml de medio de cultivo (EMA-PL) en matraces Erlenmeyer de
250 ml, cinco réplicas. Los medios se inocularon con 0.5 cm de didmetro de cepa y se incubaron
en obscuridad durante 20 dias a 18°C y 120 rpm en bafio de agua con agitacion PolyScience®.
Concluido el periodo de incubacion se filtrd la biomasa, se lavo con agua destilada estéril para
evitar que el medio de cultivo fuera un factor en la colonizacion de los sustratos y se homogenizo
en un procesador de alimentos Magic Bullet Deluxe® durante 10 segundos con 100 ml de agua

destilada estéril (modificado de Stamets, 2000).

Bioensayos de Fructificacion

Para una primera etapa se elaboraron cuatro diferentes formulaciones de sustratos dependiendo
de la especie. Los sustratos para L. aff. shimeji (IE 983) fueron: 1) Aserrin de Quercus sp.+
salvado de trigo + polvo de maiz (Ls2); 2) Trigo (Ls3); 3) Arroz (Ls4) y 4) Trigo + aserrin de
Quercus sp. + medio sintético (levadura 1:10) (Ls5) y para Lyophyllum sp. (IE 975, 1E 982, IE
981): 1) Aserrin de Quercus sp.+ salvado de trigo + polvo de maiz (Lp2) (Takaki et al., 2014),
2) Arroz + aserrin de encino (Lp3) (Ohta, 1994, 1998), 3) Trigo + aserrin de Quercus sp. (Lp4),
4) Tierra de monte + aserrin de Quercus sp. + harina de arroz (Lp5) (Yoshihama, 1994). Para
una segunda etapa se prepararon otras cuatro formulaciones diferentes de sustratos para las
cuatro cepas de las dos especies de L. secc. Difformia: 1) A2Ld, 2) A3Ld, 3) A4Ld y 4) 5Ld.
Todos los tratamientos se ajustaron a una humedad del 70 %. Se colocaron 150 g de cada sustrato

en frascos de boca ancha con capacidad de 200 g. Se realizaron 5 réplicas por tratamiento.
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Los sustratos se esterilizaron durante una hora a 121°C y 15 lb de presion en autoclave. Una vez
enfriados los frascos con sustratos, se inocularon con 5 % (peso himedo del sustrato) de indculo
liquido utilizando jerongas estériles de 10 ml. Los frascos se llevaron a incubacion a 18 °C en
oscuridad, hasta que el micelio invadi6 el sustrato. Posteriormente se trasladaron a un cuarto de
fructificacién, con las siguientes condiciones: temperatura de incubacion a 18°C
(termohigrometro Vaisala®), humedad del 90-100 % (humidificador Vitallys Plus®),
requerimientos de luz de 70-100 lux (luxémetro BK Precision®) e intercambio de aire fresco

de tres veces al dia por una hora.

3.- Resultados

Material biologico
Las cepas reaisladas en medio EMA-PL tardaron de 24-28 dias en invadir las cajas de Pertri (9

cm de didmetro), presentaron un micelio de sumergido a postrado de color blanco.

Produccion de inoculo liquido
Después de 20 dias de agitacion, las cuatro cepas desarrollaron micelio abundante formando un

conglomerado de consistencia gelatinosa, la produccion de biomasa vari6 en cada cepa: IE 975

(8.52 ¢/1), IE 981 (11.98 g/1), IE 982 (9.62 g/l) e IE 983 (9.92 g/1).

Bioensayos de fructificacion

Los sustratos propuestos para la primera
etapa no presentaron crecimiento miceliar,
Sin embargo, los sustratos propuestos para
la segunda etapa si fueron colonizados en su
totalidad (figura 1) y hubo formacioén de
cuerpos fructiferos. Los resultados no

fueron incorporados en presente escrito ya

que se pretende tramitar la patente de su
cultivo ante el IMPI (Instituto Mexicano de Figura 1. Crecimiento miceliar de Lyophyllum

la Propiedad Industrial). secc. Diffromia sobre sustrato
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CONCLUSIONES GENERALES

Flammulina mexicana

Se trabajo con cuatros cepas de Flammulina mexicana, tres de las cuales se obtuvieron por
aislamiento vegetativo a partir de diferentes cuerpos fructiferos (IE 986, IE 984 e IE 985) y una
depositada previamente en el cepario del INECOL (IE 974). Molecularmente (analisis de
Maxima verosimilitud) las cuatro cepas tienen una similitud de 99.8 % entre ellas y un 99.8 %
con F. mexicana. Las secuencias de cada cepa fueron depositadas en el GenBank con los

numeros de acceso: KY 794659, KY 794660, KY794661 y KY794662.

El crecimiento miceliar y la produccion de cuerpos fructiferos en los diferentes sustratos
empleados en el cultivo experimental dependen de la cepa y tipo de indculo utilizado, siendo
mas eficiente por el tiempo de colonizacion el indculo liquido. Las cepas IE 986 e IE 974
presentaron mayor produccion de biomasa y velocidad de crecimiento en cultivo in vitro, por lo
que, para la produccion de cuerpos fructiferos son las que presentan un ciclo de cultivo mas
corto. El ciclo de cultivo para la cepa IE 986 en RM con indculo liquido fue de 91 dias, para la
cepa IE 974 fue de 101 dias; iniciando desde la incubacion del sustrato hasta la obtencion de un
tercer corte con cuerpos fructiferos maduros, mientras que con in6culo sélido el ciclo de cultivo

es de 117 dias.

F. mexicana tiene la capacidad de degradar selectivamente los componentes celuldsicos y
hemicelulosicos y fructificar en desechos agricolas y forestales. Las cepas IE 986 ¢ IE 974
presentaron mayor eficiencia bioldgica con 34.5 % y 31.9 % respectivamente, en rastrojo de

maiz como sustrato.

La producciéon de cuerpos fructiferos de F. mexicana se da a una temperatura de 16-18 °C,

intensidad de luz d e 70-100 lux, intercambio de aire de dos veces por dia y una humedad relativa

de 90-100 %.

El andlisis nutricional de las fructificaciones obtenidas muestra un alto porcentaje de fibra

(52.51 %) y bajo contenido de carbohidratos (9.03 %).
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Lyophyllum seccion Difformia

Para Lyophyllum seccion Difformia, por aislamiento vegetativo se obtuvieron cuatro cepas, las
cuales se dividen en dos clados dentro de la seccion Difformia. Las cepas IE 981, IE 982 e IE
975 pertenecen a Lyophyllum sp. (Analisis Bayesiano=0.87, Analisis de Maxima verosimilitud=
31.5) e IE 975 (depositada previamente en el cepario del INECOL) a Lyophyllum aff. shimeji

(Analisis Bayesiano= 0.99, Andlisis de Maxima verosimilitud= 91.6).

Morfologicamente, las cepas presentaron diferencias al ser cultivadas en los diferentes medios
de cultivo. La velocidad de crecimiento y la produccion de biomasa fueron influenciadas por
los medios de cultivo y las cepas. La mayor velocidad en medio PDA estuvo presente en tres
(IE 975, IE 982 e IE 983) de las cuatro cepas con 0.4 cm/ dia; para la produccion de biomasa en
medio solido y liquido la cepa IE 981 generd la mayor cantidad de biomasa seca en ambos

medios de cultivo con hasta 0.383 g/caja de Petriy 11 g/l respectivamente.

Lyophyllum es un género con potencial de cultivo comercial, que tienen propiedades funcionales
y medicinales, por lo que, las cepas IE 982 de Lyophyllum sp. e 1E 983 de L. aff. shimeji que
presentaron mejores condiciones en cultivo in vitro, son una opcion para estudios enfocados a
los metabolitos secundarios y su cultivo a nivel de sustrato. La obtencion de cuerpos fructiferos
de Lyphyllum requiere de mds investigaciones que involucren conocer la condicién micorrizica
o saprobia de las especies, y de los parametros ambientales adecuados que permitan inducir las

fructificaciones.

Cultivo experimental
El cultivo experimental de hongos silvestres involucra la caracterizacion de cepas, medios de
cultivo, condiciones ambientales y los sustratos que se pueden utilizar y/o modificar para

optimizar el proceso de cultivo y tener mayor rendimiento.

El resguardo del germoplasma y cultivo de nuevas especies nativas es una alternativa viable
para la conservacion y diversificacion de las especies ya cultivadas y para el uso de los recursos

naturales con los que cuenta cada region.
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Con este trabajo se pretenden sentar las bases para demostrar que México cuenta con un gran
potencial de especies de hongos silvestres que pueden ser utilizadas para generar nuevas
alternativas de cultivos. Es fundamental que la investigacion en este tema se enfoque a la
busqueda de condiciones Optimas que permitan desarrollar cultivos de importancia local, en
condiciones accesibles para beneficio de las personas que llevan a cabo esta practica; ya que la
mayoria de trabajos se enfocan en el mejoramiento de cepas de especies ya comerciales como

Agaricus y Pleurotus o en eficientizar su proceso de cultivo.
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CONSIDERACIONES FINALES Y PERSPECTIVAS

El cultivo de Flammulina mexicana requiere de investigacion enfocada en identificar qué tipo
de suplementos pueden agregarse al sustrato de rastrojo de maiz, los cuales permitan aumentar
la eficiencia bioldgica; ya que en la presente investigacion se obtuvo unicamente un 34.5 %.
En cuanto a los sustratos a base de aserrin se requiere modificar el porcentaje de humedad, para
evitar que estos se compacten y permitan el crecimiento de micelio y la produccién de

fructificaciones.

Al ser la primera vez que se lleva a cabo el cultivo de F. mexicana se requiere comparar el
contenido nutricional de los cuerpos fructiferos silvestres con los cultivados, asi como un

analisis de costos.

Tanto para F. mexicana como para Lyophyllum seccion Difformia hace falta investigacion
relacionada en conocer la produccion de metabolitos secundarios, lo que podria contribuir al
conocimiento de los beneficios antimicrobianos y/o medicinales en medio liquido y en los

cuerpos fructiferos.
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ANEXOS

ANEXO 1. Cuerpos fructiferos y cepas de Lyophyllum secc. shimeji y Flammulina mexicana

Cepa de Lyophyllum secc. Difformia en medio agar extracto de malta adicionado con peptona y
levadura (EMA-PL).

L. secc. Difformia Lyphyllum sp.

Cepas de F. mexicana en medio agar croquetas (AC) y agar extracto de malta adicionado con
peptona y levadura (EMA-PL).

Medio AC Medio EMA-PL
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

a) Cepa IE 86, b) Cepa IE 984, ¢) Cepa IE 985, d) IE 974
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

ANEXO 3. Desarrollo de cuerpos fructiferos de Flammulina mexicana durante 15 dias, desde

la formacion de primordios hasta su maduracion.
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

a) Cuerpos fructiferos silvestres y b-e) cultivados de F. mexicana. b) IE 974/RM, ¢) IE
986/RM, d) IE 985/RM, e) IE 984/RM
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

ANEXO 5. Ciclo de cultivo de Flammulina mexicana

o Velocidad de crecimiento: Medio AC \
IE 986 y IE 974: 13 dias (0.65 cm/dia)
(p <0.05,r=-0.6134)

o Produccién de biomasa: Medio liquido AC
(20 dias) (p <0.05)

1E 986 (7.7g/1)
IE 984 (8.7g/1)
IE 985 (8.5g/1)

Cultivo in vitro
a nivel de cepas

Inéculo sélido: 35 dias e humedad: 77%
o Inoculo primario: 20 dias «  pH:8
o Indculo secundario: 15 dias

Indculo liquido (medio AC): 20 dias

Produccién
de in6culo

Ciclo de cultivo de F. mexicana
Crecimi |
micelial en ‘

/Factores ambientales
'+ Temperatura: 16-18 °C
* Luz: 70-100 lux
* Intercambio de aire: dos veces al dia
por una hora
* Humedad: 90-100 %

Fructificacién

Tiempo de incubacién:

+ Inoculo liquido: 91 dias

* Inoculo solido: 117 dias

* Maduracion de los esporomas: 15 dias

EB
* IE 974/RM/L= 31.9%
* IE 986/RM/L=34.5%

|

o IE 986 (RM/inéculo liquido): 30 dias
o IE 974: 40 dias

o Resto de los tratamientos: 42 dias

o Sustratos de aserrin: crecimiento
lento, problemas de contaminacion

» Degrada selectivamente
hemiceluldsa (p < 0.05)
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

ANEXO 6. Ciclo de cultivo de Lyophyllum secc. Difformia

* Velocidad de crecimiento: PDA 0.4 cm/dia (IE 975,[}
982)

* Biomasa (medio sélido): EMA-PL 0.3-0.38 g/caja de
Petri (IE 982, IE 981)

* Biomasa (medio liquido): EM-PL 9.6-11.9 g/l (IE 975,
1E 981, IE 982, IE 983)

« Correlacion (p <0.0001, r=-0.6334)

~dCultivo in vitro
a nivel de cepas

Ciclo de cultivo de Lyophyllum secc. Difformia

EM-PL, 20 dias

* Indculo liquido: medio .

humedad: 77%
pH: 8

Fructificacién

En proceso

Crecimiento
micelial
en sustratos

En proceso
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

ANEXO 7. Carta de resguardo de cepas

L o
INECOL {-".'.

®
INSTITUTO DE ECOLOGIA, A.C
CONACYT

2017, Ano del Centenario de la Promulgacion de la Constitucion Politica de los Estados Unidos Mexicanos”

Xalapa, Veracruz, México, 13 de octubre de 2017.

Dra.Cristina Burrola Aguilar

Universidad Autonoma del Estado de México
Toluca, Estado de México

México

Estimada Dra. Burrola Aguilar:

Por este medio informo a Usted que las cepas que amablemente han depositado en nuestro Cepario IE
del Instituto de Ecologia. A.C.. como parte de los trabajos de investigacion de los estudiantes César
Diaz Talamantes y Yolanda Arana Gabriel, han quedado registradas con los numeros:

Registro en Cepario IE  Especie Registro en UAEM
1E 981 Lyophillum sp Lyo-1
IE 982 Lyophillum sp Lyo-3
I1E 983 Lyophyllum aff. shimeji
IE 984 Flammulina mexicana
IE 985 Flammulina mexicana
IE 986 Flammulina mexicana
IE 987 Lycoperdon perlatum
IE 988 Gymnopus dryophilus
1E 989 Infundibulicybe gibba
1E 990 Infundibulicybe squamulosa
IE 991 Bovista aestivales

Sin otro particular, agradezco su confianza al depositar el germoplasma de sus investigaciones en
nuestra coleccion y le envio un saludo cordial.

Atentamente

Red Manejo Biotecnoldgico de Recursos

Correo electrénico: gerardo.mata@inecol.mx tel: (228) 842 18 00 ext. 3200, fax: (228) 818 78 09
Carretera antigua a Coatepec 351, El Haya, C.P. 91070 Xalapa, Veracruz, México
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Cultivo experimental de hongos comestibles silvestres: Flammulina mexicana 'y Lyophyllum secc. Difformia

ANEXO 8. Informe de analisis bromatoldégico de cuerpos fructiferos cosechados de
Flammulina mexicana

013366

INFORME DE ENSAYOS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA AMBIENTAL
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NOMBRE : YOLANDA ARANA GABRIEL
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ATENCION A: YOI ANDA ARANA GABRIEL
DATOS DE LA MUESTRA

DESCRIPCION: ALIMENTO

IDENTIFICACION: HONGO COMESTIBLE FLAMMULINA MEXICANA
DATOS DEL MUESTREO

MONITOR: CLIENTE

LUGAR: NO ESPECIFICADO

FECHA: NO ESPECIFICADA
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PROCEDIMIENTO UTILIZADO: NO ESPECIFICADO
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