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RESUMEN

Meéxico cuenta con una mega diversidad biolégica, que contrasta con el acelerado deterioro
de sus ecosistemas terrestres. Su posicion geogrédfica y diversidad en ecosistemas hace
suponer la existencia de una gran diversidad genética entre las cepas de Pleurotus. Sin
embargo, los trabajos sobre caracterizacion del germoplasma presente han sido escasos, a
pesar de la importancia y comercial de Pleurotus en México. En este trabajo, se describi6 la
diversidad morfoldgica, algunas caracteristicas fisiologicas y genéticas de 31 cepas
silvestres de Pleurotus procedentes de 11 diferentes regiones de México. Las cepas se
hicieron crecer a 26°C, en EMA, pH 5.5 y fueron cultivadas sobre substrato para su
fructificacion.

La diversidad genética fue estudiada por cruzamientos con monospdricos de referencia y
dicarién- monocarion, se analizaron sus relaciones filogenéticas usando secuencias de la
regiéon ITS 1-5.8S-ITS2 del ADNr. Se estudi6é la diversidad morfoldgica, velocidad de
crecimiento y productividad.

Las cruzas genéticas y el andlisis filogenético demostraron la presencia de las especies P.
ostreatus, P. pulmonarius, P. agaves, P. levis, P. smithii y P. djamor. P. djamor fue la
especie mds comun en la muestra estudiada, mostr6 amplia diversidad morfoldgica y fue
capaz de crecer en regiones tropicales, subtropicales y templadas. Mientras que las especies
P. ostreatus y P. pulmonarius crecieron en regiones templadas o subtropicales.

Seis cepas de P. djamor mostraron fructificacion temprana (12 dias) y cinco productividad
sobresaliente (116- 178% de eficiencia bioldgica). Una cepa de P. pulmonarius mostrd
fructificacién continua y dos buena productividad (110-140% EB). Es probable que las

cepas P. agaves y la de P. smithii, hayan perdido su habilidad para fructificar.
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ABSTRACT

Mexico is a country having great biological diversity, despite its terrestrial ecosystems are
continuously affected by human activities. High genetic diversity between native strains of
Pleurotus 1s therefore expected as a result of geographic aspects and ecosystem diversity.
However, studies on germplasm characterization of this genus are scarce, despite the social
and commercial importance of Pleurotus species in Mexico. In this work, it is described the
morphological diversity, as well as several physiological and genetic characteristics, of 31
wild Mexican strains of Pleurotus from 11 different regions. Strains were grown at 26°C,
on malt extract agar (MEA), pH 5.5 and cultivated on substrate for fruiting.

The genetic diversity was studied by crosses between monosporic isolates and di-mon
mating using reference strains, as well as analyzing their phylogenetic relationships using
sequences of the ITS 1-5.8S-ITS2 region of the rTDNA. Morphological diversity, growth
rate, and yields were also studied.

Genetic crosses and phylogenetic analyses showed the presence of the following
species: P. ostreatus, P. pulmonarius, P. agaves, P. levis, P. smithii, and P. djamor. P.
djamor was the most common species within the sample studied, showed wide
morphological diversity, and was capable of growing in tropical, subtropical and temperate
regions. P. ostreatus and P. pulmonarius grew in temperate or subtropical regions.

Six strains of P. djamor showed early fruiting (12 days), whereas other five strains of
this species showed good yields (116-178%, biological efficiency). One strain of P.
pulmonarius had continuous fruiting, and two strains showed good yields (110-140% EB).

It is possible that the strains of P. agaves and P. smithii have lost fruiting ability.
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L. INTRODUCCION

En afios recientes el cultivo de Pleurotus, fue propuesto como una alternativa de
solucion a la carencia de alimento de alta calidad en el sector rural de México, esto
ocasion¢ el surgimiento de un gran nimero de médulos de produccién en diversas dreas del
pais (Martinez-Carrera, 2002). A pesar del gran interés que existe por cultivar “el hongo
ostra”, la mayoria de estas pequefas industrias no ha logrado perdurar, debido a problemas
serios de contaminacion, dificultades para conseguir semilla de buena calidad y, a la falta
de adaptacion de las cepas comerciales a las condiciones climdticas que prevalecen en las
areas de cultivo (De Leén-Monzon et al., 2004).

El escaso nimero de cepas comerciales que se cultivan en México son de origen
americano o europeo y pertenecen a la especie P. ostreatus, y si analizamos los rangos de
temperatura a las que crece el micelio de las cepas de esta especie, encontraremos que
tienen una rango de tolerancia muy amplio pues pueden desarrollarse desde 15 hasta 27°C,
alcanzando su Optimo crecimiento a 25°C. Su velocidad de crecimiento disminuye
conforme se reduce o se incrementa la temperatura (Li, 1980). Lo anterior, sugiere que el
reducido nimero de cepas comerciales que se cultivan en México s6lo expresaria su 6ptimo
crecimiento en regiones con clima templado seco y estarfan creciendo en condiciones
subdptimas o desventajosas en regiones con clima cdlido himedo, subhimedo y seco. Algo
similar se observa al revisar la temperatura de fructificacion de las cepas, las europeas
fructifican alrededor de 15 °C, mientras que las cepas americanas pueden fructificar de 4-27
°C (Zadrazil, 1974; Li y Eger, 1978). Eger (1978) mencion6 haber recolectado cepas
tolerantes a temperaturas altas en Florida, que fructifican a 30 °C.

Es posible que el cultivo de cepas comerciales de P. ostreatus, bajo condiciones
subdptimas de temperatura en regiones tropicales o subtropicales sea el origen de una
colonizacién lenta del substrato con problemas graves de contaminaciéon y/o baja o nula
fructificacion.

La expansion del cultivo de Pleurotus hacia regiones tropicales y subtropicales, donde
la abundancia y diversidad de esquilmos agroindustriales y las condiciones de humedad
favorecen el cultivo de hongos, exige la produccién de cepas capaces de crecer y fructificar

bajo estas condiciones.



Por otro lado, la posicién geografica de México y su diversidad de ecosistemas, hace
suponer la existencia de una gran diversidad genética entre las cepas nativas del hongo
ostra. A pesar de esto, los trabajos tendientes a la caracterizaciéon de este germoplasma y a
monitorear las especies de Pleurotus, han sido escasos y aislados (Martinez Carrera et al.,
1986; Sobal y Martinez Carrera, 1988; Guzman et al., 1993, 1994, 1995). Actualmente,
s6lo algunos centros de investigacion han dedicado esfuerzos a recuperar y conservar
germoplasma nativo de cepas silvestres de hongos comestibles (Martinez-Carrera, 2002;
Mata y Salmones, 2003; Huerta, 2004). Dado el creciente interés por producir hongos en
nuestro pais, es imprescindible desarrollar estudios tendientes a la obtencién de cepas
adaptables a las diferentes condiciones climadticas, aprovechando el germoplasma nativo.
Sin embargo, para poder llevar a cabo un programa sélido de mejoramiento genético que
nos permita utilizar la diversidad genética presente en el germoplasma nativo de Pleurotus,
es indispensable contar con: a) La identificacion correcta de las especies b) Conocer las
relaciones de compatibilidad sexual entre las lineas de Pleurotus e c) Incluir cepas de
diferentes origenes geograficos, para asegurar diversidad en el material de estudio (Vilgalys
et al., 1993, 1994, 1996; Petersen, 1995a, 1995b). Con base en lo anterior, en el presente
trabajo se estudiaron las relaciones de incompatibilidad sexual y filogenéticas existentes
entre 31 cepas de Pleurotus procedentes de diferentes regiones de México y se caracterizo

la diversidad morfoldgica de las cepas procedentes de diferentes regiones.



L ANTECEDENTES

2.1. El cultivo de Pleurotus en México
P. ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm., fue cultivado por primera vez en Cuajimalpa,

Meéxico en 1974. El crecimiento de esta industria permanecid incipiente hasta los 80's,
posteriormente recibi6é un gran impulso, debido a que a las empresas productoras se les dio
un enfoque de tipo social, tendiente a resolver la falta de alimentos de alta calidad en el
sector rural de México (Martinez-Carrera et al., 1992; Aguilar, 1993). Como ejemplo de
esto, en 1992 se establecid un proyecto en Cuetzaldn, en la Sierra de Puebla, en donde se
desarroll6 un modelo de produccién que contemplé la construccion de moédulos de
produccion, la implementacion de cursos de capacitacion y la asesoria continua del Colegio
de Posgraduados. Este modelo ha demostrado ser econdmicamente factible.

En areas tropicales, especificamente en Chiapas, el cultivo de Pleurotus forma parte
del paquete tecnoldgico de produccién de mds de 100 pequeiias industrias, que lo producen
con la finalidad de capitalizarse. Estas ultimas han perdurado con mucha dificultad, debido
a la falta de adaptacion de las cepas comerciales a las condiciones climdticas prevalentes en
zonas calido hiumedas y, a fallas en la aplicacion de la tecnologia que se utiliza. Esto se
agudiza por la escasa o nula asesoria que hay para resolver los problemas que se presentan.

En todos los casos, la tecnologia que se utiliza es rustica, empleando como indculo
semilla de cereales colonizadas por el hongo, como substrato desechos agroindustriales y
como éareas para fructificacion cuartos construidos con madera, ldminas y anaqueles de
madera o metal. El sistema de pasteurizacion de substratos que utilizan las plantas rurales
consiste en sumergir el substrato seco en agua caliente (70°C) por 30 minutos (Martinez-
Carrera et al., 1992). Mientras que en el norte de Chiapas, utilizan como substrato olote,
rastrojo de maiz y cascabillo de café tratados por inmersion alcalina (pH 10.9 + 0.2) (Villa-

Cruz et al., 1999; De Leén-Monzén et al., 2004; Contreras et al., 2004).

2.2. Mejoramiento genético de Pleurotus en México

A la fecha no existe un programa de mejoramiento genético basado en el

germoplasma nativo. Sin embargo, pueden citarse algunas investigaciones valiosas sobre



genética de Pleurotus que se desarrollaron en el pais. Los primeros trabajos se efectuaron
en la UNAM con la obtencion de mutantes aceluloliticos de P. ostreatus (Leal-Lara et al.,
1986) y en el disuelto INIREB con aislamiento y entrecruzamiento de cepas nativas de P.
ostreatus (Martinez-Carrera et al., 1984). Posteriormente, se obtuvieron diversos hibridos a
partir de cepas aisladas de la region de Jalapa, Veracruz (Martinez-Carrera et al., 1986).
Algunas de estas cepas fueron posteriormente entrecruzadas con cepas procedentes de
Guatemala. Los hibridos obtenidos se estudiaron en laboratorio, pero no en planta piloto
(Martinez-Carrera, 1988). Un buen nimero de cepas nativas de esta misma region, fueron
caracterizadas fisiologicamente y ademds se describié su capacidad de entrecruzamiento
(Sobal y Martinez-Carrera, 1988). Se realizaron estudios con orientacion taxonémica que
involucran entrecruzamientos de cepas para diferenciar las especies del género Pleurotus
(Guzman et al., 1995). Posteriormente, la literatura reporta algunos esfuerzos por mejorar la
productividad de cepas de P. djamor, aun cuando se menciona que su textura y sabor son
poco agradables en fresco. Asi, Gaitdn y Salmones (1999) y Salmones et al. (2004)
reportaron la eficiencia bioldgica (EB) de 62-123% y de 99-114%, 48-70% para cruzas
seleccionadas y los parentales de P. djamor. Por otro lado Valencia et al. (2001-2003)

reportaron EB de 184.1-205.3% para una cepa llamada POROS, de origen americano.

2.3. Sistematica, conceptos de especie y especiacion

Los estudios de sistemdtica permiten clasificar a los seres vivos en unidades
distintivas llamadas especies. En la naturaleza estas pueden ser reconocidas por las
semejanzas morfoldgicas presentes en los individuos que las constituyen. La seleccion de
los caracteres que los identifican, se basa en la informacién e hipdtesis existentes acerca de
los taxa, pero la tradicion y la intuicion juegan un papel importante en la formulacién de
propuestas (Kuyper, 1988). En Micologia, frecuentemente la descripcion de una especie
estd basada en la delimitaciéon de especimenes tipo fundamentada en diferencias
morfolégicas. Es decir, las caracteristicas individuales de los organismos son comparados y
aquellos que son similares entre si, son designados como una misma especie. Este método
asume que existe aislamiento reproductivo entre los organismos no similares. Una gran

desventaja del concepto de especie morfoldgica, es que se deja a criterio del taxébnomo la



decision de definir que organismos son similares y cuales son diferentes (Smith, 1968). Por
esta razén el uso de caracteres morfoldgicos para separacion de especies en hongos ha
resultado muchas veces inadecuada (Petersen y Hughes, 1999). Segtin Hibbett et al. (1997),
y Kornelis (1999), la simplicidad de los cuerpos fructiferos de los hongos ha limitado el
nimero de caracteres que pueden utilizarse en la separacion de especies. Ademds la
evolucién convergente parece ser muy frecuente y como consecuencia de esto, linajes con
divergencia evolutiva, pueden tener caracteres morfologicos similares. Como ejemplo,
seflalaron que los hongos con laminillas no forman un grupo monofilético.

Hasta ahora la seleccion de caracteres y la importancia que se les da en la
identificacion de especies, ha originado opiniones diversas sobre la veracidad de este
criterio, dando lugar a la proliferacion de otros conceptos de especie entre los que
sobresalen: Ernest Mayr propuso el concepto de especie bioldgica (CEB), que se define
como grupos de poblaciones naturales, verdaderamente o potencialmente interfecundas y
separadas de otros grupos comparables por aislamiento reproductivo. Este concepto es muy
objetivo y condujo al descubrimiento de especies cripticas “especimenes morfolégicamente
similares pero con aislamiento reproductivo”. Se argumenta que este concepto considera
aspectos ecoldgicos, en donde la especie es una comunidad reproductiva de poblaciones
que ocupan un nicho especifico en la naturaleza. También incorpora el concepto de
poblacién como una fuerza de atraccion entre genes que la mantiene y la separa de otras,
por aislamiento reproductivo. Un argumento importante es que los grupos con aislamiento
reproductivo, han evolucionando independientemente dando origen a entidades
verdaderamente separadas (Futuyma, 1986; Ridley, 1989; Buican, 1997). Sin embargo, la
aplicabilidad de este concepto, ha sido sefialado como inoperante, debido a que el numero
de cruzas que se tienen que hacer para identificar una especie es astrondmico, no puede
aplicarse a fdsiles y es irrelevante en poblaciones asexuales. También se ha mencionado,
que es dificil definir el momento en que la habilidad para cruzarse se interrumpid, pues
aunque en algunos casos podria ser relativamente claro, en otros tendria que marcarse con
arbitrariedad (Paterson, 1985; Templeton, 1989).

Simpson (1951), citado por Wiley et al. (1991), propuso el concepto de especie

evolutiva, que es definida como linaje simple (secuencia de poblaciones de ancestro-



descendiente) que evoluciona separadamente de otros linajes, con una tendencia propia y
un destino evolutivo. El concepto es bastante vago en lo que respecta al destino y tendencia
de la unidad evolutiva.

El concepto filogenético (Cracraft, 1983), hace énfasis en que las especies son
entidades bioldgicas reales que existen en la naturaleza y no son agrupaciones construidas
por hombres. Este concepto se basa en la monofilia “grupo que comprende a todos los
taxones derivados de un Unico ancestro comun”, en los cuales hay un patrén parental de
ancestro descendiente.

La especie fenética forma grupos de organismos basdndose en la similitud global. El
método da valores a los caracteres fenotipicos y evalua el parecido de los organismos. Sin
embargo, el método no permite asegurar que los grupos resultantes sean naturales. Se le
conoce como taxonomia numérica y fue desarrollada por Sokal (1963) y Sneath y Sokal
(1973).

La especiacion o formacion de nuevas especies, es un proceso evolutivo en el que
algunas poblaciones de una especie se diferencian. Los dos principales mecanismos de
especiacion que la originan son: la hibridacién (cruce reproductivo entre dos especies
distintas que pueden producir individuos viables y fértiles) y la cladogénesis (aislamiento
reproductivo de poblaciones diferentes de una especie debido a barreras reproductivas,
precigdticas o postcigoticas).

Se conocen tres patrones bdsicos de especiacion: a) la especiacion alopétrica, también
llamada especiacion geogréfica o vicariante, se produce cuando una especie ocupa una gran
area geografica que no permite que los individuos que estdn muy alejados puedan cruzarse,
debido a la existencia de barreras geogrdficas como mares o montafas. La separacion
durante un largo periodo de tiempo, da lugar a la aparicién de novedades evolutivas en una
o en ambas poblaciones que impiden el intercambio genético entre poblaciones. b) La
especiacion simpdtrica ocurre cuando una especie pasa a ocupar un mismo territorio
geografico se diversifica en dos subpoblaciones, debido a diversos mecanismos que evitan
el apareamiento o cruza entre los individuos de las poblaciones (aislamiento ecoldgico,
estacional, etolégico, mecdnico, sexual y genético). ¢c) En la especiacion parapdtrica o

especiacion por poliploidia las poblaciones estdn distribuidas continuamente en el espacio,



pero con intercambio o flujo genético modesto, debido a la evoluciéon de aislamiento
reproductivo, que origina divergencia y un posterior aislamiento reproductivo total. Los
mecanismos que originan este tipo de especiacion son la autopoliploidia y alopoliploidia

(Ridley, 1989).

2.4. Incompatibilidad sexual
Los hongos son un grupo muy grande, que posee diversas estrategias de vida, ciclos

de vida, formas de nutricion, dispersion y ecologia. En la naturaleza la germinacién de
esporas forma unidades de micelio que interactian con otras para formar médulos que en
determinadas condiciones pueden originar cuerpos fructiferos producidos a partir de
micelio dicarién. Esto sugiere que los hongos presentan mecanismos que les permiten
reconocerse a si mismos y reconocer a otros modulos. La incompatibilidad, se ha definido
como un sistema genético que controla la competencia por cruzarse en ausencia de
diferenciacion morfoldgica. Dos tipos de incompatibilidad sexual han sido descritas: a) la
incompatibilidad homogénica, que evita la interaccién de micelios con alelos iguales,
supone la existencia de por lo menos dos tipos de sistemas de cruza (mating) y promueve el
entrecruzamiento de individuos con diferentes sistemas de cruza. Este tipo de
incompatibilidad sexual se presenta en basidiomicetos, ascomicetos, zigomicetos y en la
mayoria de los hongos heterotdlicos. b) El sistema opuesto, incompatibilidad heterogénica,
restringe o impide el entrecruzamiento entre micelios con alelos diferentes. Este sistema
regula también la compatibilidad vegetativa o somadtica, que no debe confundirse con
incompatibilidad sexual o la interesterilidad (Esser, 1965; 1971).

El estudio detallado de la estructura genética de los sistemas de incompatibilidad de
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Neurospora crassa y los
basidiomicetos Ustilago maydis, Coprinus cinereus y Schizophyllum commune, ha
mostrado que su expresion puede variar en los diferentes tipos de hongos. Los sistemas de
incompatibilidad sexual regulados por un locus con dos alelos (bipolar), han sido
reportados en ascomicetos, en algunas royas y la mayoria de los carbones. En
heterobasidiomicetos saprofitos (Auricularia, Exidia y Tremella) el control esta dado por

un locus y alelos multiples. Mientras que el sistema tetrapolar (dos locus y alelos multiples)



ha sido encontrado en la mayoria de los homobasidiomycetes (Raper et al., 1960; Koltin y
Raper, 1967; Parag, 1967; Simchen et al., 1969).

Se menciona que la condiciéon de heterocariosis en el micelio se logra cuando dos
micelios compatibles se unen, mientras que la formacién del cuerpo fructifero sélo se
produce cuando los tipos de cruza de cada uno de ellos, es diferente en todos los locus. En
ascomicetos las hifas vegetativas forman estructuras especializadas (gametos), que al
fusionarse dan origen a las hifas ascdgenas, en las cuales los nicleos con sistema de cruza
opuesto se dividen pero no se fusionan. La cariogamia, meiosis y esporulacion se da sélo
cuando se forma una célula especial (asca) en la penultima célula de las hifas ascgenas. En
basidiomicetos superiores, el sistema de cruza de las hifas vegetativas juega un papel
esencial en la formacion del heterocarion o dicarién. Este tiene una vida vegetativa
prolongada y la fusiéon de ndcleos sélo ocurre cuando en los cuerpos fructiferos se
diferencian los basidios y es seguida inmediatamente por la meiosis y esporulacion (Raper,
1983).

En el 90 % de los Homobasidiomycetes el control de la sexualidad es heterotdlica y
de esos, el 61 % es tetrapolar como en Schyzophyllum y Pleurotus y el 39 % es bipolar. En
este ultimo caso el cuerpo fructifero produce sélo dos grupos de incompatibilidad (A; y
A).

El estudio de la estructura fina y el funcionamiento de los genes de incompatibilidad
mostraron que la heterogeneidad de estos factores es producida por la recombinacién de
genes en la meiosis y la acumulacion de mutaciones. Asi mismo, se observd que cada factor
presenta formas alélicas que se distribuyen en las poblaciones de hongos en el mundo. Se
calculé que para el caso de S. commune existen alrededor de 9 alelos Aoy 32 AP y del
factor Ba. y B} 9 de cada uno. En base en esto, se estimé que en la naturaleza existen
alrededor de 288 diferentes tipos de A y 81 factores B, por lo que su potencial de cruza es
de 98.4% y la frecuencia de recombinacion de A 'y B es de 9.5% y 2.3% respectivamente
(Raper et al., 1960; Koltin y Raper, 1967; Parag, 1967; Raper, 1983).

En el caso de Pleurotus se reportdé que los factores de incompatibilidad tienen
multialelos en los factores A y B, lo que explica el alto porcentaje de intercompatibilidad

entre cepas de la misma especie y de diferente origen geografico (Bresinsky et al., 1977,



1987). Eugenio y Anderson (1968), reportaron la presencia de 17 factores A y 20 B al
estudiar 10 carpéforos de Minnesota y uno de Michigan en Estados Unidos; por lo que
estimaron que podian existir alrededor de 63 A y 190 B en esta poblacién natural de P.
ostreatus. Por otro lado Zervakis y Balis (1995), mencionaron que en Grecia, la poblacién
natural de P. pulmonarius localizada en una superficie de 5Km? estaba formada por 64
alelos A y 44 B. En México Sobal y Martinez (1988), detectaron 16 factores A y 18 B al
revisar los alelos de 10 lineas de P. ostreatus y estimaron que existian cerca de 48 A y 95 B
en la naturaleza.

El uso de técnicas de clonacion evidenci6 que las proteinas codificadas por los genes
de sistemas de cruza, son diferentes entre individuos haploides, que la expresion es afectada
directa o indirectamente por la expresion de genes que regulan el desarrollo del carpéforo,
tanto en ascomicetos como en basidiomicetos. La secuenciacion de los genes del sistema de
cruza mostré que en la mayoria de los casos, los genes codifican para una proteina y
presentan asociaciones con otras proteinas. Esto ha sido claramente demostrado en el caso

3 »

de S. cerevisiae, donde mat a y mat o. codifican para proteinas diferentes. Los locus “a” y

)

“a ,”, son factores de trascripcion de proteinas que interactian con secuencias de ADN,
para activar o reprimir la trascripcion del gen “a;” que es un operador de trascripcion tipico
de haploides. Mecanismos andlogos han sido descritos en basidiomicetos. En Coprinus
cinereus €l gen del mat A, codifica para factores de trascripcion HD; y HD, y el mat B,
para una proteina de activacion tipo feromona, necesaria para la fusion de micelios. Esta se
forma como respuesta a una proteina que funciona como feromona. Su funcionamiento es
similar en los sistemas bipolares y tetrapolares. (Kiies y Casselton, 1992; Schrick et al.,
1997; Zhong y Steffenson, 2001; Dorak, 2002). Un mapeo del genoma de P. ostreatus,
mostrd que el locus del mat B esta formado por dos subunidades mat Ba y mat Bf (Larraya
et al., 1999, 2000, 2001).

En S. cerevisiae se describe un mecanismo tipo “switch”, que puede convertir una

[13 » [{Pi]

c€lula “a” en una “a” y viceversa, cuando en la poblacion todas las células son del mismo

3

tipo de sistema de cruza. Esto permite la formacién de células “a / o” diploides, que
esporulan después de pasar por meiosis. Esta fructificacién se conoce como fructificacién

homocaridtica y ha sido descrita en Agrocybe aegerita, Agaricus bitorquis, P. ostreatus y



P. djamor (Labarere y Noé€l, 1992; Martinez-Carrera et al., 1995).

La incompatibilidad vegetativa es un evento comun en la naturaleza, que se expresa
durante el crecimiento vegetativo, es regulado por la presencia de dos nicleos diferentes en
el micelio (heterocariéon o dicarién). Se conoce como incompatibilidad somadtica en
basidiomicetos e incompatibilidad heterocaridntica o vegetativa en ascomicetos y ha sido
revisado extensamente (Esser, 1965; Prud’Homme, 1965; Glass y Kuldau, 1992; Kay y
Vilgalys, 1992; Malik y Vilgalys, 1999).

2.5. Filogenética y marcadores moleculares

La filogenética trata de encontrar y definir la historia genealdgica de grupos de
organismos y propone una clasificacion que refleje exactamente estas relaciones; de tal
manera que la historia genealdgica a nivel de especie y de taxa superiores sea la historia de
la especiacion (Wiley et al., 1991). Esto s6lo serd posible si el andlisis filogenético se basa
en caracteristicas discretas apropiadas. Tradicionalmente los caracteres morfoldgicos han
sido utilizados para reconstruir filogenias; sin embargo, para el caso de hongos la
convergencia de varios de los caracteres morfoldgicos y la falta de fésiles han limitado su
reconstruccion. Bruns et al. (1991), mostraron que es posible hacer andlisis cladistico con
datos moleculares, porque la molécula de ADN tiene homdlogos en posicion e identidad y
esta compuesto de genes con secuencias conservadas y secuencias intergénicas variables.
Algunas técnicas moleculares como: hibridaciones de ADN, isoenzimas, fragmentos de
restriccion producidos por RFLP en el ADNmt o ADNr, han mostrado que la similaridad o
la falta de similaridad (seglin sea el caso), puede usarse como criterio para reconocer los
miembros de un mismo grupo. Sin embargo, su alcance puede ser limitado, por lo que se
sugiere formar grupos genéricos en base a caracteristicas fenolégicas, como una
aproximacion preliminar. (Vilgalys y Johnson, 1987; Vilgalys et al., 1991; Avise, 1994;
Iragabal y Labarere 1994; Iracabal er al, 1995; Bunyard et al, 1996). Diferentes
marcadores han sido propuestos para resolver indefiniciones en la sistemdtica de algunos
géneros de hongos. La homologia entre las hibridaciones ADN-ADN de las especies que
forman el complejo de Collybia dryophila, demostré ser muy {til en la reconstruccion de

las relaciones filogenéticas y modelos de especiacion (Vilgalys y Johnson, 1987). La
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electroforesis de proteinas y el andlisis de isoenzimas, fue empleado para ofrecer
informacion sobre las relaciones fenéticas entre y dentro de las especies de Pleurotus (May
y Royse 1988, Zervakis y Labarere, 1992, Zervakis et al., 1994, Bunyard et al., 1996). Los
patrones producidos por enzimas de restriccion (RFLPs) sobre ITS1-5.8S-ITS2, IGS1-5S-
IGS2 o la subunidad grande del ARNr nuclear o mitocondrial, fueron usados en la
identificacion de especies, en los géneros de los taxa: Coprinus spp (Hopple y Vilgalys,
1999), Pleurotus (Sagawa et al., 1992; Iracabal y Labarere, 1994; Iracabal et al., 1995;
Matsumoto y Fukumasa-Nakai, 1995; Bunyard et al., 1996), Morchella (Bunyard et
al.,1994) y Laccaria (Sweeney et al., 1996). Hibbett y Vilgalys (1991), demostraron la
relacion evolutiva de Lentinus con la familia Poliporaceae. Estas técnicas resolvieron
algunas dificultades en la diferenciacion de especies o en caracterizacion de la variabilidad
genética de las especies. Sin embargo, algunos autores mencionaron que las diferencias en
los fragmentos de ADNr producidos por la digestién con enzimas no siempre pueden ser
interpretadas como formas alélicas, la presencia de mutaciones en los sitios de corte puede
ocasionar confusiones.

Una aproximacioén mads rigurosa pudo lograrse, al amplificar y secuenciar los genes de
ARNTr para estudios filogenéticos en hongos (White et al., 1990). E1 ADN ribosémico tiene
copias multiples formando una familia de genes. Cada gen tiene regiones conservadas que
se transcriben y no conservadas que no se transcriben (ITS) que pueden ser amplificadas
por PCR usando cebadores universales ITS. El andlisis de secuencias en la regién
espaciadora del ADNr proporciond datos apropiados para describir las relaciones
filogenéticas en los complejos: Armillaria, Rhizoctonia solani, Pleurotus, Hebeloma
crustuliniforme que concuerda con los grupos interestériles y morfolégicos identificados
(Chillali et al., 1998; Vilgalys et al., 1991; Gonzélez, 1992; Neda y Nakai, 1995; Hopple y
Vilgalys, 1999; Kornelis, 1999). Otros autores han propuesto el uso de secuencias del
ADNr de la mitocondria, para estudios de filogenética en el dmbito de especies (Gonzalez y
Labarere, 2000). El estudio de la subunidad corta (SSU) del ADNTr, ha permitido redefinir
al phylum Chitridiomycota y dio soporte a la hipétesis de que ascomicetos y basidiomicetos
son grupos evolutivamente relacionados (Bruns et al., 1991, 1993; Blackwell et al., 2003).

Por otro lado Moncalvo et al. (2000) sugiri6 que la subunidad larga (LSU) del ADNr puede
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ser utilizada como herramienta para definir los grupos monofiléticos del complejo
Agaricales.

La comparacion de secuencias de las regiones ITS e IGS del ADNr, han sido
utilizadas para describir los patrones de diversidad y distribucién geogréfica en algunos de
los complejos de hongos: Pleurotus, Armillaria mellea, Lentinula, Collybia s. str.,
Schyzophyllum comune (Coetzee et al., 1992; Vilgalys et al., 1994; Hibbett et al., 1998;
Hughes et al., 2000; James et al., 2001).

El desarrollo de la técnica de RAPD’s puede producir patrones especificos para un
tax6n o por genotipo, se ha convertido en una herramienta utilizada para detectar la
variabilidad del germoplasma en hongos, la especificidad entre hospederos y patégenos,
patrones de dispersion o la presencia de lineas especificas y la heterocariosis en el micelio
(Paran y Michelmore, 1993; Balali et al., 1995; McClelland et al., 1995; Raina et al., 1996;
Rohel et al., 1997; Roberts y Crawford, 2000).

2.6. Pleurotus, sus divisiones infragenéricas
Los criterios morfoldgicos utilizados por la taxonomia tradicional, no han permitido

definir con claridad la separaciéon taxondmica de especies en “los hongos ostra”, que se
incluyen en el género Pleurotus (Bresinsky et al., 1977, 1987; Petersen y Hughes, 1993;
Vilgalys et al., 1993).

La ubicacion del género en taxa superiores ha sido sujeta a controversias. En un
tiempo existi6 consenso en que los géneros Panus, Pleurotus y Lentinus, estaban
estrechamente relacionados. Sin embargo, al estudiar su afinidad con otras taxa superiores,
la ubicacién en Agaricales fue cuestionada por Pegler (1983), quien propuso separar estos
tres géneros de Agaricales. El sugiri6 que podian estar més estrechamente relacionados con
ciertos hongos poliporoides, por presentar una trama estructural tipicamente dimitica en
Lentinus y Panus y secundariamente monomitica en Pleurotus (Corner, 1981). La presencia
de hifas gancho (comunes en Polyporus) en algunas especies de Lentinus, hizo suponer que
este grupo tuvo un poliporoide como ancestro comun, por lo que se les ubicé en el Orden

Aphylophoralles y familia Lentinaceae (Gilbertson y Ryvarden, 1986).
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Alexopoulos et al. (1996), después de hacer un analisis y discusion de los trabajos
sobre ultra estructura celular y biologia molecular, propuso la siguiente hipétesis sobre la
posicion de Pleurotus en los taxa superiores: Phylum Basidiomycota, Clase
Hymenomycetes, Orden Agaricales y Familia Tricholomataceae.

Por otro lado, Hibbett y Thorn (1994), describen el hébito nematéfago en Pleurotus y
confirman la produccion de gotas nemostaticas en Lentinus tuberregium, apoyando en base
a esta caracteristica, su inclusiéon en el género Pleurotus. Otros autores aceptaron que el
ataque y el consumo de nematodos, sea utilizado como argumento que demuestra la
monofilia de Hohenbuehelia y Pleurotus, y por el contrario la capa gelatinizada en el
basidioma de Hohenbuehelia y Resupinatus es producto de evolucion independiente, por lo
que proponen separarlos de la tribu Resupinatae (Thorn et al., 2000). Recientemente
Moncalvo et al. (2000) usando como marcador LSU-ADNr, propusieron excluir
Hohenbuehelia y Pleurotus de Tricholomataceae; y que se agrupen en la familia
Pleurotaceae, ya que formaron un grupo monofilético soportado por 81% de bootstrap. Con
base a la informacion generada recientemente, se describe la siguiente ubicacion

taxonomica para Pleurotus: Fungi, Basidiomycota, Basidiomycetes, Agaricomycetidae,

Agaricales, Pleurotaceae (Kirk et al., 2001).

Por otro lado Petersen y Hughes (2006), mencionaron que ain en la descripcion
morfolégica del género, no se incluyen todas las especies de Pleurotus: El basidioma
pleurotoide, excluye a P. dryinus (Pers.: Fr.) P. Kumm. y P. levis (Berk. y M.A. Curtis)
Singer, que tienen estipite central; la esporada blanca a P. pulmonarius (Fr.) Quél. y P.
cornucopiae (Paulet) Rolland, cuyas esporadas tienen tintes violdceos; las laminillas
decurrentes, son dudosas en P. calyptratus (Lindblad) Sacc.; un velo parcial se presenta en
los especimenes del complejo P. dryinus, mientras que esta bien desarrollado en P.
calyptratus. Asi mismo, apoyando la sugerencia hecha por Miller (1984); sugirieron que en
la descripcién debe incluirse la formacidon de micro gotas nemostaticas, sobre estructuras
simples y cortas, como un cardcter que se presenta después que las cepas han sido
cultivadas.

La alta variabilidad genética y la plasticidad fenética que presenta el género, ha

limitado la separacion de especies usando criterios morfologicos, varios autores
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documentaron la inconsistencia de algunos caracteres al modificar las condiciones de
temperatura, luz, humedad o sustrato en las que crecen los especimenes. Entre estos se
encuentran: el color y forma del carp6foro, tamafio de esporas, presencia o ausencia de
hifas esqueléticas, tamafio y posicion del estipite etc. (Anderson et al., 1973; Bresinsky et
al., 1977, 1987; Eger et al., 1979; Petersen y Hughes, 1993; Vilgalys et al., 1993). Debido a
esta situacion una misma especie pudo haber sido identificada bajo diferentes nombres
ocasionando confusiones y controversias en el pasado, especialmente en los taxa que
incluyen los complejos: P. ostreatus formado por P. ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm, P.
colombinus (Quél) Quél., P. pulmonarius (Fr.) Quél y P. sapidus (Schulzer) Sacc.
(Anderson et al., 1973; Eger et al., 1979); las formas rosas P. salmoneostramineus
Vassiljeva, P. ostreatoroseus Singer y P. djamor (Rumph.: Fr.) Boedijn (Pegler, 1977;
Guzman et al., 1993; Petersen y Hughes, 1993); P. citriniopileatus (Lindb. Apud. Fr.)
Sacc., similar a las especies de P. cornucopiae (Paulet: Pers.) Rolland (Ohira, 1990); Las
formadoras de coremios P. cystidiosus (O. K. Mill.), P. abalonus Han, Chen y Cheng y P.
smithii Guzman, (Guzman et al., 1991; Zervakis, 1998).

Algunos trabajos basados en criterios morfolégicos y tendientes a inventariar la
riqueza micoldgica de México, sefialaron la presencia de P. cornucopiae, P. levis, P.
djamor, P. ostreatoroseus, P. ostreatus, P. flabellatus, P. smithii y P. mexicanus, entre
otras (Guzmdn, 1973; Guzmén, y Garcia-Saucedo, 1973; Herrera y Guzman, 1973;
Guzman y Jonson, 1974; Ayala y Guzman, 1984; Chac6én y Guzmadn, 1984; Guzman et al.,
1980, 1993, 1994, 1995; Hernandez-Ibarra, et al., 1995; Andrade et al., 1996).

Muchas de estas ambigiiedades taxondmicas, fueron ocasionadas por fallas en
identificacion, por ausencia de especimenes tipo, por el desconocimiento del efecto que
producian las condiciones ambientales y el substrato, sobre la morfologia de diferentes taxa
y a la escasa informacion sobre la compatibilidad (Anderson et al., 1973; Eger et al., 1979;
Bresinsky et al., 1987).

Los experimentos de sistemas de cruza, desarrollados por Ohira (1990); Petersen y
Hughes (1993); Vilgalys et al. (1993); Petersen (1995a y 1995b); Zervakis y Balis (1996);
Zervakis (1998), permitieron diferenciar 15 Grupos interestériles y describir su distribucién

geografica. Con esto se demostré que la especiacion en Pleurotus esta asociada al
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establecimiento de barreras genéticas de tipo reproductivo entre las poblaciones, sin que

ellas presenten una diferenciacion morfolégica clara (Tabla 1).
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2.7. Ciclo de vida en Agaricales
El micelio de la mayoria de los basidiomicetos heterotdlicos pasa a través de tres

diferentes etapas de desarrollo, antes de que el hongo complete su ciclo de vida:
homocarion-heterocariéon-diploide. El micelio primario u homocarién; llamado asi, porque
todos sus nucleos son idénticos, 0 monocarion, cuando se sabe que cada compartimiento
hifal contiene un s6lo nicleo. Este micelio se desarrolla a partir de la germinacién de una
basidiospora y aunque en la mayoria de los basidiomicetos parecen ser capaces tener un
crecimiento indefinido, no es comun encontrarlo en la naturaleza, pues forma casi
inmediatamente micelio secundario o heterocarién al entrar en contacto con otro micelio
homocariéon compatible. Los micelios compatibles se fusionan dando origen a un
compartimiento heterocarién que también puede ser llamado dicarién; cuando se conoce
que cada compartimiento hifal contiene dos nucleos (Alexopoulos, et al., 1996). Segun
Raper (1966), la dicariotizacion del micelio secundario se da a partir de este
compartimiento miceliar. Se menciona que ambos nucleos de la célula binucleada se
dividen y luego los nucleos hijos, migran hacia el micelio primario que pertenece al grupo
de compatibilidad opuesto ("mating type"). De esta forma el micelio resultante tiene un
nicleo de cada uno de los micelios que le dieron origen y un mosaico de mitocondrias
porque estas no migran. En la mayoria de las especies la divisiéon nuclear es regulada por
una clase especial de division celular que da origen a la formacién de conexiones grapa o
fibulas que son formadas durante la division de los nicleos, en el extremo de la hifa en
crecimiento. La presencia de conexiones grapa se considera generalmente, como indicativo
de la condicién dicaridtica; sin embargo, existen excepciones. Finalmente, el micelio
dicarién o heterocarién puede dar origen al basidioma entretejiéndose y diferenciandose en
formas especializadas como el himenio, donde se encuentran los basidios. En estos ocurre
la fusién nuclear y por meiosis se forman las basidioporas, las cuales inician de nuevo el

ciclo (Fig. 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Pleurotus
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II. CONCLUSIONES DE LA REVISION BIBLIOGRAFICA

Se han generado algunos hibridos de Pleurotus, sin embargo a la fecha no existe un
programa de mejoramiento genético basado en el germoplasma nativo.

Para llevar a cabo un programa de mejoramiento genético que nos permita utilizar la
diversidad genética presente en el germoplasma nativo, es necesaria la
identificacion correcta de las especies y conocer las relaciones de compatibilidad
sexual que hay entre las lineas de Pleurotus.

La identificacion de especies basada en criterios morfolégicos, asume que
organismos con morfologia similar pertenecen a la misma especie y que, existe
aislamiento reproductivo entre los organismos no similares.

La simplicidad morfoldgica que hay en los hongos y la alta frecuencia de evolucion
convergente, limita el nimero de caracteres que pueden utilizarse en la separacion
de especies.

La alta variabilidad genética y la plasticidad fenética del genero Pleurotus ha
limitado la separacidn de especies usando criterios morfolégicos.

Es necesario definir que caracteres morfoldgicos, fisiolgicos, ecolégicos, genéticos
y quimicos, permiten colocar a un espécimen de estudio, dentro de un grupo
monofilético. Las herramientas moleculares actuales pueden ayudar a este trabajo.
Hay evidencias moleculares que sefialan los aciertos en el uso de algunos caracteres
morfoldgicos, al identificar como grupos monofiléticos a varias familias del orden
Agaricales y Poliporales.

Los estudios sobre los sistemas de cruza en Pleurotus permitieron diferenciar 15
Grupos interestériles y describir su distribucion geografica. Con esto también se
demostré que la especiacion del hongo ostra esta asociada al establecimiento de
barreras genéticas de tipo reproductivo entre las especies, sin que ellas presenten
diferenciacién morfoldgica clara.

El control de la sexualidad en Pleurotus es heterotélica, tetrapolar y bifactorial con
multialelos. Esto explica los altos porcentajes de intercompatibilidad entre cepas

pertenecientes a la misma especie pero de diferente origen geografico.
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El andlisis de la regién espaciadora ITS1-5.8S-IT2 del ADN ribosémico,
proporcioné datos apropiados para describir las relaciones filogenéticas en el
complejo Pleurotus, que coincide con los grupos interestériles y grupos

morfolégicos.
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I. OBJETIVOS

Objetivo General

Caracterizar la diversidad morfoldgica, fisioldgica y genética de cepas mexicanas
silvestres de Pleurotus procedentes de diferentes regiones.

Objetivos Especificos

a. Identificar las especies de Pleurotus presentes en una muestra de 31 cepas
mexicanas procedentes de diferentes regiones tropicales, subtropicales y templadas
del pais, mediante la amplificacion y secuenciacion de la regién ITS1-5.8S-ITS2 del

ADN ribosémico.

b. Identificar los grupos interestériles de Pleurotus en una coleccion de 31 cepas
mexicanas procedentes de regiones tropicales, subtropicales y templadas del pais.

c. Describir las caracteristicas de productividad, diversidad morfoldgica y de
velocidad de crecimiento de los grupos interestériles de Pleurotus, presentes en la

coleccion de cepas estudiadas.

II. HIPOTESIS

a. Probar la presencia de diversidad de especies y genes en una coleccion de cepas de

Pleurotus procedentes de diversas regiones de México.
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L MATERIALES Y METODOS

A continuacién se presenta un diagrama con las metodologias que se desarrollaron para
hacer la descripcion morfologica, genética y filogenética de la coleccién de cepas de
Pleurotus nativas de México. La descripcion a detallada de estos métodos se encuentra en

los articulo ubicados en la seccidn de resultados.

Cepas mexicanas
silvestres de

Pleurotus
|
| | | | | |
Filogenia basada Incompatibilidad Diversidad
en ITS1-5.8S-ITS2 sexual morfologica
del ADNr
Multiplicacion Obtencion de Velocidad de
del micelio — monosporicos | = crecimiento —
. Separacion de Evaluacion de
Extraccion de ADN| grupos de — productividad | ==
incompatibilidad
Amplificacion Identificacién Descripcién de
de ADN por PCR | = de grupos — basidiomas -
interestériles

Secuenciacion

de ITS —
Limpieza del
producto -

secuenciado

Analisis
filogenético —_

Figura 2. Diagrama general de metodologias utilizada para la caracterizacion genética de
Pleurotus.
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VII. RESULTADOS

Capitulo 1
Identificacion de las especies mexicanas de Pleurotus empleando la region
ITS del ADNr
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Identificacion de las especies mexicanas de Pleurotus empleando la region
ITS del ADNr
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Resumen

Se identificaron, mediante criterios filogenéticos, las especies de Pleurotus presentes en una coleccion de 31
cepas mexicanas, procedentes de 11 diferentes regiones tropicales, subtropicales y templadas de México. Se
amplificod y secuencio la region ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosémico y mediante un analisis de distancia (el
vecino mas proximo) y de maxima parsimonia, se demostrd la presencia de las siguientes seis especies:
Pleurotus ostreatus (IC 65%), P. pulmonarius (IC 72%), P. agaves (IC 99%), P. djamor (IC 98%), P. levis
(IC 98%) y P. smithii (IC 100%). El analisis diferenci6 las secuencias mexicanas de las europeas para la
mayoria de los casos en P. ostreatus y P. pulmonarius.

Palabras clave: Pleurotus, ITS de ADNT, relaciones filogenéticas.

Abstract

A sample (31) of Pleurotus strains from eleven tropical, subtropical and temperate regions of Mexico were
identified by phylogenetic analysis. The ITS1-5.8S-ITS2 region from the rDNA was amplified and sequenced
in all strains studied. Six species were identified using methods of neighbor-joining and maximum parsimony:
P. ostreatus (CI 65%), P. pulmonarius (CI 72%), P. agaves (CI 99%), P. djamor (CI 98%), P. levis (CI 98%),
and P. smithii (CI 100%). Differences were found between Mexican and European sequences in most cases of
P. ostreatus and P. pulmonarius.

Key words: Pleurotus, ITS region of rDNA, phylogenetic relationships.

* . . :
Correo electronico del autor: Graciela Huerta; e-mail: ghuerta@ecosur.mx
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Introduccién

Los genes y sus espaciadores en el ADN ribosémico nuclear (ADNr) presentan
grados de conservacion diferentes a través del tiempo, y han sido utilizados para analizar
las relaciones filogenéticas en un amplio rango de niveles taxonomicos (White et al., 1990;
Bruns et al., 1991; Hibbett y Thorn, 1994). Se tienen bien documentadas las ventajas de la
secuenciacion directa de genes de la region espaciadora interna (ITS) de los genes 18S-28S
del ADN ribosémico nuclear (ADNr), para describir las relaciones filogenéticas de especies
o poblaciones. Esta region tiene tres componentes, la subunidad 5.8S altamente conservada,
y dos espaciadores ITS1 e ITS2 con alto grado de variabilidad producto de mutaciones de
punto y/o deleciones. Estas caracteristicas aseguran que soOlo secuencias de taxa
estrechamente relacionadas pueden ser alineadas (Lee y Taylor, 1992). Algunas
caracteristicas generales de la regioén ITS que promueven su uso en estudios filogenéticos
de hongos son: un tamano aproximado de 700 pares de bases y el elevado numero de copias
del gen, lo cual facilita la deteccion, amplificacion, clonacion y secuenciacion.

La presencia de regiones altamente conservadas en los flancos de los espaciadores
ha permitido la generacion de oligonucleotidos universales (Hillis, 1988). El alcance del
analisis de secuencias de la region espaciadora de ADNr se ha mostrado al describir
relaciones filogenéticas que coinciden con los grupos interestériles y morfoldgicos, en los
complejos de Armillaria, Hebeloma crustuliniforme, Laccaria, Pleurotus y Rhizoctonia
solani (Vilgalys et al., 1994; Neda y Nakai, 1995; Chillali et al., 1998; Kornelis, 1999).

La alta variabilidad genética y la plasticidad fenética que presenta el género
Pleurotus, ha limitado la separacion de especies y ha propiciado fallas en su identificacion,
0 que incluso una misma especie sea identificada bajo diferentes nombres cientificos,
ocasionando confusiones y controversias. Algunos trabajos basados en criterios
morfoldgicos y tendientes a inventariar la riqueza micologica de México, reportaron la
presencia de Pleurotus cornucopiae (Paulet: Pers.) Rolland, P. levis (Berk. y M.A. Curtis)
Singer, P. djamor (Rumph.: Fr.) Boedijn, P. ostreatoroseus Singer, P. ostreatus (Jacq.: Fr.)

P. Kumm, P. flabellatus (Berk. y Broome) Sacc., P. smithii Guzman, y P. mexicanus
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Guzman, entre otras (Guzman, 1973; Guzman et al., 1980, 1993, 1994, 1995). Por otro
lado, varios autores sefialaron que P. djamor, ha sido equivocadamente identificado en la
literatura mexicana como P. ostreatus y propusieron que en México s6lo hay dos grupos
interestériles de Pleurotus: P. djamor y P. smithii (Guzman et al., 1980, 1991,1993).
Contrario a esto, la diversidad de ecosistemas presentes en México hace suponer de entrada
la existencia de una amplia diversidad genética entre las cepas nativas del género Pleurotus.
Por otro lado, dado el creciente interés por producir hongos comercialmente en nuestro
pais, es imprescindible desarrollar estudios tendientes a la obtencion de cepas adaptables a
las diferentes condiciones climaticas, asi como a las necesidades del mercado,
aprovechando el germoplasma nativo. Sin embargo, para poder llevar a cabo programas
solidos de mejoramiento genético, es necesario primeramente conocer la diversidad de las
cepas mexicanas silvestres y su correcta identificacion taxondémica, asi como las
interrelaciones que existen entre ellas.

En el presente trabajo, se identificaron las especies de Pleurotus presentes en una
muestra de 31 cepas mexicanas procedentes de diferentes regiones tropicales, subtropicales
y templadas del pais, mediante la amplificacion y secuenciacion la region ITS1-5.8S-1TS2

del ADN ribosémico.

Materiales y métodos

Origen de las cepas

Se estudiaron 31 cepas procedentes de distintas colecciones, donde estan
consideradas como silvestres y pertenecientes al género Pleurotus. Los registros de las
cepas indicaron procedencia de los siguientes estados de: Chiapas (8), Hidalgo (1), Jalisco
(3), Morelos (4), Michoacan (1), Nuevo Leon (2), Puebla (3), Tabasco (1), Tlaxcala (1),
Veracruz (5) y Yucatan (2), [Tabla 1].

Extraccion del ADN y amplificacion
El micelio de las 31 cepas se cultivo sobre almidon soluble - extracto de levadura -

fosfato (YPSS), pH 5.5, por 10 dias, a 26° C y bajo condiciones de oscuridad. Este fue
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cosechado, raspando cuidadosamente con una espatula la superficie del medio y
colocandolo en tubos eppendorf de dos ml. Se deshidratdo en un concentrador (Speed-vac,
Savant instrument, Farmingdale, N.Y., E.U.A.) y se congel6é a —20° C. Se hicieron mini-
preparaciones del ADN usando como buffer de extraccion CTAB (2X), y la metodologia
descrita por Zolan y Pukkila (1986). El ADN se resuspendi6 en 25-50 ul de agua
bidestilada estéril y se guardo a —20° C. Las regiones ITS1 e ITS2, incluyendo el gen 5.8S,
fueron amplificadas utilizando los iniciadores ITS1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e
ITS 4 (TCCTCCGCTTATT GATATGC (White et al., 1990). La mezcla de reaccion de
PCR incluy6: 3.75 pl de agua bidestilada estéril, 2.5 ul buffer de PCR 10X, con 10 mM
MgCl,, 2.5 pl de BSA (albumina de suero de bovino), 4 ul dNTPs (2mM de cada dNTP), 1
pl de cada iniciador (1 uM), 0.25 pl de Taq polimerasa (5 u / pl), 2 ul de DNA (10 ng) y
una gota de aceite mineral para evitar la evaporacion (Vilgalys et al., 1994). Se usaron las
condiciones estandares para amplificacion de ADNr: 94°C por 3 minutos y 35 ciclos de (1
min a 94°, 50° C por 30 seg., 72° C por 1 min.), enlazados entre si por 7 minutos a 72° C. La
presencia de productos de PCR fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(Fig. 1). Los productos PCR fueron secuenciados usando la reaccion y condiciones
siguientes: 4.0 ul de Big Dye Kit con ampliTaqg DNA polimerasa, 20 pl de iniciador ITS1 o
ITS4, 4.0 ul producto PCR de ITS y una gota de aceite mineral, para evitar la evaporacion
de la muestra. Para procesarlas se utiliz6 un secuenciador automéatico (modelo ABI1373
Perkin-Elmer, E.U.A.) Dye terminador sequencing chemestries (ABI Perkin-Elmer),
usando 2 min., para desnaturalizacion a 96° C, seguidos por 25 ciclos (96°C por 30 seg.,
50° C por 15 seg., y 60° C por 4 min.). El producto fue liberado de impurezas al hacerlo
pasar por columnas de cefadex. Los cromatogramas fueron recopilados usando el software

Genes Codes Corp., secuenciador version 2.0.

Andlisis filogenético

Ademas de las 31 secuencias generadas en este trabajo, se incluyeron 22 secuencias
provenientes de la coleccion de secuencias del laboratorio de micologia de la Universidad
de Duke, N.C., E.U.A., pertenecientes a P. agaves (2), P. calyptratus (1), P. cornucopiae
(2), P. cystidiosus (1), P. djamor (5), P. dryinus (1), P. eryngii (2), P. ostreatus (2), P.
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pulmonarius (3), P. levis (1), P. smithii (1) y Hohenbuehelia (1) como grupo externo (Tabla
2). Las secuencias fueron alineadas con el programa Clustal X, usando los parametros
estandares para alineamiento multiple y posteriormente fueron revisadas y optimizadas
visualmente (Thompson et al., 1997). Las regiones con alineamientos ambiguos fueron
removidas y se uniformizé la longitud de las secuencias eliminando los extremos.
Posteriormente, fueron importadas al software PAUP version 4.0b 10x para su analisis
(Swofford, 2000). Se consideraron los siguientes parametros en el analisis filogenético: 1)
los vacios existentes en el alineamiento fueron considerados como un caracter adicional de
estado. 2) Cuando el tamafio de los vacios fue mayor de uno, fueron recodificados como
una Unica insercion/delecion, la cual fue considerada como un quinto caracter de estado.
Las inferencias filogenéticas se hicieron usando el criterio del vecino més cercano,
estimando la distancia entre secuencias por Tamura-Nei (1993). Se hizo una busqueda
heuristica, con el fin de encontrar la filogenia con mayor parsimonia, adicionando una
secuencia al azar al arbol inicial, hasta encontrar el algoritmo para cambio en la reconexioén
a una rama, biseccion del arbol (TBR) (Swofford, 2000). Los valores de “bootstrap” para
los nodos fueron calculados en base a 1000 replicas de remuestreo para cada busqueda

heuristica con TBR. Los 100 arboles mas parsimoniosos fueron respaldados.

Resultados

Filogenia de las cepas mexicanas de Pleurotus

El ITS1, ITS2 y el gen 5.8S del DNAr fueron completamente secuenciados en
ambas direcciones. Las secuencias obtenidas fueron alineadas y con insercién de espacios
dieron un total de 790 caracteres alineados. De los cuales so6lo 667 caracteres fueron
incluidos en el analisis. El resto, localizados en la parte inicial y final de las secuencias
fueron eliminados para uniformizar el tamafio de las secuencias y por presentar alineacion
no clara. Las secuencias presentaron 171 caracteres constantes, 185 no informativos y 311
parsimoniosamente informativos. El analisis filogenético basado en una matriz de distancia
calculada por el modelo de Tamura- Nei (1993), usando el algoritmo de agrupacion de

vecinos mas cercanos (‘“neighbor joining”), gener6 un arbol consenso de 1104 mejores
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arboles. Tuvo una longitud de 1128 pasos, un indice de consistencia de (IC) 0.69, 0.31 de
indice de homoplasia (HI), 0.87 como indice de retencion (RI) y un indice de consistencia
reescalado de (RC) 0.60 (Fig. 2). La hipotesis filogenética, separa con claridad los
siguientes complejos morfoldgicos: el primero incluyd a P. djamor (Rumph.: Fr.) Boedijn,
P. agaves Dennis y P. calyptratus (Lindblad) Sacc. y el segundo a P. ostreatus (Jacq.) P.
Kumm., P. pulmonarius (Fr.) Quél., P. eryngii (DC.) Gillet, y los separa claramente de P.
dryinus (Pers.: Fr.) P. Kumm., P. levis (Berk. y M.A. Curtis) Singer, P. cornucopiae
(Paulet: Pers.) Rolland y del grupo formador de coremios, P. smithii (Guzméan) y P.
cystidiosus (O. K. Mill.). Las secuencias D478 y CP-18 de Xalapa, Veracruz (P. smithii),
formaron un grupo monofilético muy cercano a P. cystidiosus de origen europeo, con el
cual tuvieron 56 % de similitud en cuanto a la posicion de sus bases y la consistencia de la
agrupacion fue de 100% y 99%, respectivamente. La secuencia CP-30 form6 un grupo
monofilético consistente con P. levis (D2269) y tuvo una similitud de 58%.

Las secuencias de las cepas identificadas morfoldogicamente y por tipo de
apareamiento como P. djamor formaron un grupo monofilético no resuelto (C 98%), que
mostré dos unidades de vicarianza geografica, una de ellas agrupd las secuencias
provenientes de Tabasco (D1847 y D234) y una de Yucatan (CP-171) y la otra incluyo
secuencias ECS-0174 y -0176 de Jalisco y Veracruz (ECS-0176). La similitud entre las
secuencias del grupo P. djamor fue de 60-63%.

Las secuencias de las cepas CP-98, CP-194 y ECS-0165, formaron un grupo
monofilético con las secuencias de referencia pertenecientes a P. agaves, (C 99%) y
presentaron de 66 a 68 % de las bases en la misma posicion.

Los grupos monofiléticos correspondientes a las especies P. calyptratus, P. djamor
y P. agaves, fueron agrupadas en un solo clado, sugiriendo que las especies antes
mencionadas son especies hermanas de separacion reciente, evolutivamente hablando.

Las secuencias de las cepas ECS-0191, -0158, -0183, -0110, -0170, -0156 y las
referenciales de P. pulmonarius (D2347 y D2349), formaron un grupo monofilético con
una consistencia de 72%, donde cinco secuencias mexicanas formaron un grupo que
sugiere vicarianza geografica y es soportado por un 87% de remuestreo. El analisis muestra

que se trata de una especie hermana de P. ostreatus y P. eryngii.
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La secuencia de la cepa de Nuevo leon ECS-0184 y la de referencia ECS-01102
formaron un grupo monofilético junto con las referenciales de P. ostreatus, y lo separa de
P. eryngii (IC 80). Las secuencias referenciales P. eryngii (IC 96) formaron grupos
internos. La similaridad en este grupo fue de 72-73%.

El analisis de las secuencias heuristico por maxima parsimonia generé 1089 arboles
de los cuales se presenta el arbol consenso (Fig. 3), el cual no presenta ninguna
controversia con el obtenido por el método del vecino mas cercano. El indice de
consistencia fue de 0.69, el de homoplasia de 0.31, el de retencion de 0.87 y el de

consistencia reescalado fue de 0.60.

Discusion

Se considera que la identificacion de especies filogenéticas por secuenciacion de la
region ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosomico, es un método muy confiable ya que mostrd
concordancia total con los grupos interestériles identificados mediante apareamiento sexual.
Los resultados obtenidos concuerdan con los trabajos de Vilgalys et al. (1994), y Neda y
Nakai (1995) para el caso de Pleurotus, y de Chillali et al. (1998) y Kornelis (1999) en los

casos de los complejos de Armillaria y Hebeloma crustuliniforme.

Andlisis filogenético

El analisis diferencié claramente seis linajes soportados por altos porcentajes de
remuestreo (70% o >), donde se encuentran incluidas las especies: P. smithii, P. levis, P.
djamor, P. agaves, P. pulmonarius y P. ostreatus. Separ6 las secuencias mexicanas de las
europeas que se utilizaron como referencia en las agrupaciones correspondientes a P.
ostreatus y P. pulmonarius. Esto fue observado con anterioridad al estudiar la especiacion
en Pleurotus y Grifola frondosa en Norte América (Vilgalys et al., 1994; Shen et al., 2002).
Estas particiones filogeograficas no estan correlacionadas con formacién de barreras de
inter esterilidad, segun los resultados obtenidos al aparear las cepas de referencia de origen
europeo con las mexicanas, en cada uno de los casos. La excepcion a este patron, fue la

secuencia ECS-0156 proveniente de Veracruz, que fue agrupada con las secuencias
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europeas. Una explicacion a esta relacion, es el flujo de genes de cepas europeas hacia las
cepas mexicanas, propiciado por la introduccion de cepas extranjeras, con fines de
investigacion y/o comerciales.

Las secuencias de P. smithii (CP-18 y D478) formaron un grupo monofilético muy
cercano a P. cystidiosus. Estos resultados, coincidieron con lo reportado por Zervakis et al.
(2004), quien los considera como especies diferentes debido a que su distribucion
geografica evita cruzas ocasionales que pudieran revertir la barrera reproductiva incompleta
que existe entre estas especies. Contrario a esto Capelari y Fungaro (2003), mencionaron
que P. smithii y P. cystidiosus pertenecen a una misma especie, por presentar
incompatibilidad parcial (17.5%) al confrontar aislamientos monospdricos procedentes de
ambas cepas y patrones de RAPD similares. Zervakis et al. (2004) sugirieron la existencia
de barreras reproductivas incompletas que se manifiestan como una incompatibilidad
parcial poco frecuente entre dos especies evolutivamente cercanas y sefala que la
separacion geografica de las especies evita que compartan el mismo pool de genes y limita
la formacion de hibridos. Otros casos de incompatibilidad parcial entre especies fueron
reportados entre lineas de P. pulmonarius y P. ostreatus provenientes de Nueva Zelanda y
P. calyptratus y P. djamor (Petersen y Ridley, 1996; Shian-Ren, 2000).

Las secuencias pertenecientes a las especies P. calyptratus, P. djamor y P. agaves
formaron un grupo monofiletico en donde P. calyptratus es considerada como especie
hermana de P. djamor, segin Vilgalys et al. (1996). Segun Shian-Ren (2000), algunas
poblaciones de estas dos especies, mostraron compatibilidad parcial, sugiriendo que la
interesterilidad entre estas especies es resultado de especiacion alopatrica. Se puede
considerar que P. agaves es especie hermana de P. djamor y P. calyptratus con barreras
reproductivas completas. La distribucion geografica de P. djamor y P. agaves se
sobreponen y presentan una morfologia muy parecida que puede ser confundida, mientras
que la presencia de velo en P. calyptratus permite una clara diferenciacion.

Se confirma que las cepas rosas ECS-0127, -0130, -0174, -0175 y -0176 (P.
salmoneostramineus Lj N. Vassiljeva, P. ostreatoroseus Singer) y blancas de P. djamor
(Rumph.: Fr.) Boedijn, identificadas anteriormente como diferentes especies pertenecen a

una misma especies al ser agrupadas en un solo clado del arbol y al mostrar compatibilidad
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en los ensayos de apareamiento (datos no presentados en este articulo). Esto coincide con lo
reportado por Guzman et al. (1993, 1994); Neda y Nakai (1995) y Nicholl y Petersen
(2000).

Diversidad genética de Pleurotus en México

El analisis filogenético de secuencias ITS1-5.8S- ITS2 del ADN ribosoémico, reveld

la existencia de diversidad de especies y de diferentes poblaciones en las especies mejor
representadas. Ratifico la presencia de P. djamor y P. smithii reportadas por Guzman et al.
(1980, 1991, 1993, 1994, 1995), y reveld la presencia de cuatro especies mas: P.
pulmonarius, P. ostreatus, P. levis y P. agaves. Evidencio6 fallas en la identificacion de la
especie de algunas cepas, INIREB 8 y 20, reportadas como P. ostreatus, por Martinez-
Carrera (1988) y Martinez-Carrera et al. (1986), y HEMIM 32 reportada como P. djamor
por Navarro et al. (1996), las cuales fueron identificadas este trabajo como P. pulmonarius,
con base a sus relaciones de filogenéticas y apareamiento sexual (datos no presentados en
este articulo).
P. djamor muy probablemente sea la especie de mas amplia distribucion en México, capaz
de desarrollarse en regiones tropicales, subtropicales y templadas. Mientras que la
distribucion de P. ostreatus y P. pulmonarius parece estar restringida a regiones templadas
o subtropicales. Con el fin de complementar la informacion sobre la distribucién de
geografica de las especies de Pleurotus y la posible existencia de otras especies, se
recomienda intensificar las recolectas en las regiones centro, oeste y norte de México y
continuar con los estudios filogenéticos que permitan generar hipdtesis mas robustas.

La identificacion correcta de las especies de Pleurotus en la coleccion de cepas
estudiadas, aumenta la eficiencia de las pruebas de cruzamientos en un programa de
mejoramiento, y reduce la cantidad de trabajo requerido para seleccionar las cepas que se
usaran como progenitoras en un programa de mejoramiento, tendiente a generar cepas de
alta productividad capaces de desarrollarse en regiones tropicales y con buenas cualidades

culinarias.
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Tabla 1. Cepas de Pleurotus provenientes de diferentes regiones de México, y la especie a

que pertenecen de acuerdo con los resultados del presente estudio.

Region |  Codigo Estado Localidad Especie
ECOSUR

Norte |ECS-0183 |Nuevo Leon |F. C. Forestales, UANL, Linares | P. pulmonarius
ECS-0184 | Nuevo Ledn | F.C. Forestales, UANL, Linares P. ostreatus

Sur ECS-0122 | Chiapas Talquian, Union Juarez P. djamor
ECS-0123 | Chiapas Talquian, Union Juarez P. djamor
ECS-0127 | Chiapas El Aguila, Cacahoatén P. djamor
ECS-0128 [ Chiapas CAE Rosario Izapa, Tuxtla Chico | P. djamor
ECS-0130 | Chiapas CAE Rosario Izapa, Tuxtla Chico | P. djamor
ECS-0143 | Chiapas Km. 1.5, Carr. Tap., - P. Madero | P. djamor
ECS-0150 | Chiapas Fracc. Los Laureles, Tapachula P. djamor
ECS-0151 | Chiapas Yajalon P. djamor
CP-253 Tabasco Centla, Tabasco P. djamor
CP-170 Yucatan Mérida, Yucatan P. djamor
CP-171 Yucatan Mérida, Yucatan P. djamor

Centro [ ECS-0158 | Puebla Xonacatlan P. pulmonarius
CP-30 Puebla Autopista Puebla-Cholula Km 1 | P. levis
CP-120 Puebla Presa conegjillo, col. Rev., Atlixco | P. djamor
CP-194 Tlaxcala San Isidro Buensuceso, Tlax P. agaves
CP-98 Hidalgo P. agaves
ECS-0165 | Morelos UAEM P. agaves
ECS-0159 | Morelos UAEM P. djamor
ECS-0162 | Morelos Sta. Catarina de Tepoztlan P. djamor
ECS-0170 | Morelos Acatlipa de Temixco P. pulmonarius

Este CP-18 Veracruz Jardin botanico F.J Clavijero, P. smithii

Jalapa
ECS-0110 | Veracruz Instituto de Ecologia, Jalapa P. pulmonarius
ECS-0156 | Veracruz Km. 7 Carr. Coatepec-Jalapa via | P. pulmonarius
las trancas

ECS-0191 | Veracruz Instituto de Ecologia, Jalapa P. pulmonarius
ECS-0176 | Veracruz Coatepec P. djamor

Oeste [ECS-0172 | Michoacan Gtz. Zamora P. djamor
ECS-0174 | Jalisco Guadalajara P. djamor
ECS-0175 | Jalisco Guadalajara P. djamor
ECS-01130 | Jalisco Guadalajara P. djamor
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Tabla 2. Secuencias de Pleurotus del laboratorio de micologia de la universidad de Duke,
N.C. USA, incluidas en el andlisis filogenético, como referencia

Cepa Especie Origen Fuente bibliografica Ndmero en el
banco de genes
D261 P. ostreatus RV83.233, TN, Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04073
D403 1994
RLG9960, AZ, Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04081
1994
D700 WC152 Columbia, Brit. Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04093,
P. 1994 U04131
D2347 pulmonarius RHP4203.1 1, Suiza Vilgalys,R, Lab. S/N
D2349 RHP4203.10, Suiza Vilgalys,R, Lab.
D1847 Cultivar, Japon Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04071,
1994 U04110
D2324 RHP4326.8, Tabasco México | Vilgalys,R, Lab. S/N
D2325 RHP4326.14,Tabasco, Vilgalys,R, Lab. S/N
——1P. djamor Mexico — :
D2334 RHP6270.6, Jalapa, México | Vilgalys,R, Lab. S/N
D2335 RHP6270.1, Jalapa, México | Vilgalys,R, Lab. S/N
F94.4 P. caliptratus |F9%4.4 Vilgalys,R, Lab. S/N
D2320 | P. agaves RHP6241.8, Vilgalys,R, Lab. S/N
D2321 RHP6241.6, Vilgalys,R, Lab. S/N
D625 MWSS5, Europa, Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04089
D1822 P. eryngii ATCC 58080, Asia, 1994 U04067
' Vilgalys,R. and Sun,B.L.,
1994
D383 CBS276.33, Inglaterra Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04079,
————1 P. cornucopiae . 19.94 V04118
D1166 ATCC38547, Alemania Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04059,U04098
1994
D420 P. cystidiosus | ATCC28599, IN Vilgalys,R. and Sun,B.L., U04083,U04122
1994
D478 P smithii ATCC46391, Mex., }fgilg%‘alys,R. and Sun,B.L, U04123
MF91 P. dryinus MF91.1116, Alemania
D2269 | P. levis RV94.161.1 NC Vilgalys,R, Lab. S/N
OKM2393 [ Hohenbuhelia Vilgalys,R, Lab. S/N
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Figura 2. Arbol consenso basado en el analisis filogenético de las secuencias ITS1-
5.8s-ITS2 del DNA ribosomal nuclear para 31 cepas mexicanas de Pleurotus
usando el método del vecino mas cercano (Neighbor-joining) (longitud 1128, IC
0.69, IR 0.87). Sobre las ramas se indica el valor relativo que soporta las relaciones
indicadas (valores de bootstrap basados en 1000 réplicas). El codigo ECS equivale
al codigo de las cepas en la base de datos del cepario de Hongos Comestibles
ECOSUR y el de CP al Centro de Recursos Genéticos de Hongos Comestibles del
COLPOS. Las secuencias marcadas con (*) sirvieron de referencia y fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Micologia de Duke University, E.U.A., a
cargo del Dr. Rytas Vilgalys.
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7.2. CAPITULO 2

Grupos interestériles y productividad de cepas nativas de Pleurotus

procedentes de regiones tropicales y subtropicales de México
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Grupos interestériles y productividad de cepas nativas de Pleurotus

procedentes de regiones tropicales y subtropicales de México
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Bl Colegio de la Frontera Sur, Unidad Tapachula, Km. 2.5 Carr. Ant. Aeropuerto,
Tapachula, Chiapas 30700, México

*Colegio de Posgraduados campus Puebla. Km.1.5 Ant. Carr. Cholula, Puebla, México
3Facultad de Quimica, Conjunto E Lab. 324, UNAM Cd. Universitaria, México, D.F.

Resumen

Se caracterizaron cepas mexicanas silvestres de Pleurotus djamor (19), P. pulmonarius (6), P.
ostreatus (1) y P. levis (1) en medio de cultivo y sobre pulpa de café. Se describe la variedad en formas,
tamafio, color, textura y sabor de los basidiomas en fresco. Se encontraron cinco cepas de P. djamor con
fructificacion temprana (12 dias) y cinco con productividad sobresaliente (Eficiencia Biologica 116-178%).
Para P. pulmonarius una de las cepa con fructificacion continua y dos con productividad sobresaliente (EB
110-140%). Tres cepas de P. agaves no fructificaron a 26°C y so6lo la ECS-0165 produjo unos cuantos
basidiomas deformes al cambiar la temperatura de fructificacion a 21°C. Es probable que las cepas antes
mencionadas y la de P. smithii hayan perdido su habilidad para formar la fase sexual, por el manejo que se da
a las cepas en los bancos de germoplasma mexicanos.

Palabras clave: Desarrollo micelial, cultivo de hongos, Pleurotus, México.
Abstract

Wild Mexican strains of Pleurotus djamor (19), P. pulmonarius (6), P. ostreatus (1), and P. levis (1) were
characterized in culture medium and coffee pulp substrate. Variations of shape, size, color, texture, and taste
from fresh basidiomata are described. Six early fruiting strains (12 days) were found in P. djamor, as well as
five strains showing good yields (116-178%, biological efficiency). In P. pulmonarius, one strain showed
continuous production of fruit bodies, whereas two strains had good yields (BE 110-140). Three strains of P.
agaves did not fruit at 26°C, and only the strain ECS-0165 produced several abnormal fruit bodies when
temperature was changed to 21°C. It is possible that these strains, as well as that of P. smithii, have lost
fruiting ability.

Key words: Mycelial growth, mushroom cultivation, Pleurotus, Mexico.

" Corresponding author: Graciela Huerta; e-mail: ghuerta@ ecosur.mx
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Introduccion

El cultivo de Pleurotus en México es considerado una opcion para aumentar la
produccion de alimento por unidad de superficie en las regiones rurales. Su tecnologia de
produccion se basa en el uso de residuos agroindustriales como substrato. Esto permite
aprovechar la energia que estos contienen, en la produccion de alimento y evita los
problemas que ocasiona su acumulacion (Martinez-Carrera et al., 1984, 1992).

En afios recientes, el cultivo de este Hongo, fue propuesto como una alternativa para
resolver la falta de alimento de alta calidad en el sector rural. Esto produjo el surgimiento
de un gran numero de modulos de produccion en diversas areas del pais. Por lo que la
produccion de hongos frescos pasd de 27825 toneladas en 1995 a 38708 en el 2001,
correspondiendo el 5% a Pleurotus (Martinez-Carrera, 2002).

En el Estado de Chiapas la Secretaria de Desarrollo de los Pueblos Indios reporta 100
modulos rurales de produccion. En el municipio de Tenejapa hay 53 moddulos manejados
por mujeres de origen Tzeltal, que producen alrededor de 63.14 Kg. de hongos por ciclo de
cosecha, con eficiencias biologicas de apenas 67.7 %. Utilizan cepas de P. ostreatus y
como substrato olote, rastrojo de maiz y cascabillo de café tratados por inmersion alcalina,
pH 10.9 = 0.2 (De Leon-Monzon et al., 2004). La baja produccion puede deberse a la falta
de técnicas de cultivo bien estandarizadas, baja calidad de la semilla y a escasa adaptacion
de las cepas comerciales a las condiciones climaticas que predominan en estas regiones,
entre otras.

Hasta este momento el cultivo de Pleurotus en México ha tenido un éxito limitado, en
zonas de clima tropical y subtropical por lo que el desarrollo de cepas adaptadas a crecer y
fructificar en estas condiciones utilizando el germoplasma nativo, permitiria que las
regiones tropicales y humedas, en donde abundan los desechos agricolas, pudieran
adjuntarse a la produccion de hongos.

Es innegable que las especies silvestres del género Pleurotus poseen informacion
genética que puede ser aprovechada para generar nuevas cepas comerciales, pero que hasta
ahora ha sido poco estudiada. Muchas de ellas presentan una serie de caracteristicas
favorables tales como una alta competitividad por substrato con bacterias, levaduras y otro

tipo de hongos, se desarrollan y fructifican a altas temperaturas, algunas tienen alta
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productividad, fructificacion temprana y otras caracteristicas que podrian aumentar la vida
de anaquel de esta seta (Martinez-Carrera et al., 1986; Hernandez-Ibarra et al., 1995;
Salmones et al., 1997, 2004; Benitez-Camilo, 1998; Gaitan-Hernandez y Salmones, 1999;
Martinez-Carrera, 2002; Valencia et al., 2001-2003). Por otro lado, se ha mencionado que
algunas producen basidiomas muy pequefios, de textura correosa y el sabor algunas veces
no es agradable.

El desarrollo de investigaciones tendientes a caracterizar el germoplasma silvestre
podria mostrar las alternativas que permitirdn mejorar el tamafio, el sabor, etc., mediante
métodos de mejoramiento genético.

Esta investigacion forma parte de una propuesta mas amplia, que tiene como objetivo
la caracterizacion genética y fisiologica de cepas silvestres mexicanas de Pleurotus que
servird como base para desarrollar un programa de mejoramiento genético del hongo ostra.
Aqui se describen las caracteristicas de productividad, diversidad morfolégica y de
velocidad de crecimiento de cepas silvestres de Pleurotus pertenecientes a cuatro especies

diferentes.

Materiales y Métodos

Origen de las cepas

Se estudiaron 31 cepas silvestres del género Pleurotus procedentes de los estados de:
Nuevo Leoén (2), Chiapas (8), Yucatan (2), Tabasco (1), Morelos (4), Puebla (3), Tlaxcala
(1), Hidalgo (1), Michoacén (1), Jalisco (3) y Veracruz (5). [Tabla 1].

Velocidad de crecimiento
Se estimd, la velocidad de crecimiento utilizando las mediciones diarias del didmetro
micelial de cepas, crecidas sobre 17 ml de extracto de malta agar (EMA), pH 5.5 ¢
incubadas a 26°C. Se prepararon cinco replicas y se utilizo la formula de McNeil y Harvey
(1989).
Velocidad de crecimiento= (Df-Di)/ (T{-Ti)
En donde:
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Df = Diametro final de crecimiento
Di = Diametro inicial de crecimiento

T{-Ti=Dias de crecimiento micelial

Compatibilidad sexual de cepas silvestres mexicanas de Pleurotus

Para separar los grupos de compatibilidad sexual, 12 monospdéricos obtenidos a partir
de una esporada procedente de un mismo cuerpo fructifero, fueron apareados en cajas con
extracto de malta agar (EMA), pH 5.5. Se hicieron todas las confrontaciones posibles y
evitando las cruzas recurrentes (Eger et al., 1979). Después de 3 a 5 dias de incubacion a
26° C, se determino el tipo de reaccion observando una fraccion del area de fusion de los
micelios al microscopio compuesto. Se considerd reaccion positiva, aquella que presentd

fibulas y como negativa la ausencia de éstas.

Identificacion de grupos interestériles entre las cepas mexicanas silvestres de Pleurotus
Representantes de cada grupo de incompatibilidad de 10 cepas catalogadas bajo
criterios morfoldgicos como afines a P. djamor y a P. ostreatus fueron apareadas entre si,
para separar los grupos interestériles (Mon x Mon). Posteriormente, los grupos
interestériles identificados entre las cepas silvestres mexicanas fueron apareados con el
juego de monosporicos de referencia [Tabla 2]. Las 21 cepas restantes se identificaron por

apareamiento de dicarion x monocarion de cepas de referencia.

Evaluacioén de la productividad

El potencial productivo de las cepas, se determiné al cultivarlas sobre pulpa de café
estéril, proveniente de beneficio himedo, con pH 5.5 a 5.7 y secada al sol. La pulpa fue
mojada hasta alcanzar 70% de humedad, se esterilizé e indculo posteriormente con micelio
crecido sobre 50 g de semilla de sorgo por kilo de substrato (Villa-Cruz et al., 1999). Se
evaluo la produccion de las cepas a dos cosechas y los dias transcurridos desde la siembra
del substrato hasta la cosecha y con estos datos se calcul6 la eficiencia bioldgica (EB), tasa
de produccién (TP) y rendimiento (R) por cepa (Sanchez y Royse, 2001). Se establecieron

cinco replicas por cepa.
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EB= (Peso de basidiomas frescos/ Peso de substrato en base seca) x100
TP= Eficiencia Bioldgica/ No de dias transcurridos desde la siembra del substrato
hasta la cosecha

R= (Peso de los basidiomas en base seca/ Peso de substrato en base seca) x 100

Descripcion morfologica de los basidomas

Se describi6 la diversidad de formas en los basidiomas, color, olor, sabor en fresco,
textura, el color de la esporada, el tipo de estipite y su posicion con relacion al pileo,
usando los basidiomas obtenidos en la primera cosecha. Los colores se describieron usando
las cartas de color de suelo Munsell (2000).

Con un microscopio Nikon Y S2alpaphot con reglilla calibrada en ocular alphaphot,
se hicieron medidas de esporas, basidios, queilocistidios y se determino el tipo de sistema

hifal cerca del estipite.

Resultados

Grupos interestériles

Los resultados obtenidos de los apareamientos monocariéon - monocarion,
provenientes de cepas con afinidad morfologica a P. djamor, se presentan en la tabla 3 y
las que se agruparon como afines a P. ostreatus se muestran en la tabla 4. Estas y las cruzas
entre monocarion y dicarion [Tabla 5] permitieron diferenciar 3 grupos interestériles que
fueron identificados como P. pulmonarius (ECS-0110, -0156, —0158, -0170 y -0191), P.
ostreatus (ECS-0184) y P. djamor (19 cepas). La falta de cepas de referencia o la
similaridad en alelos de compatibilidad, no permiti6 identificar la especie de algunas cepas.
Estas fueron identificadas mediante criterios filogenéticos usando la region ITS1-5.8S-ITS2
del ADN ribosémico, como: P. agaves (ECS-0165, CP-194, -98), P. levis (CP-30), P.
smithii (CP-18) y P. pulmonarius (ECS-0183), esta informacion se presentd como parte de
la publicacion “Identificacion de las especies mexicanas de Pleurotus empleando la region

ITS del ADNr”.

47



Sistema de apareamiento sexual y relaciones de compatibilidad

Las autocruzas de monospdricos revelaron un sistema de apareamiento bifactorial
heterotalico, con alelos multiples, para todas las cepas examinadas. Corroborando toda la
informacion generada en estudios de compatibilidad de Pleurotus, previos a este trabajo

(Eger et al., 1979, Vilgalys et al., 1993, Petersen, 1995a, 1995b, Petersen y Hughes, 1993).

Las pruebas de compatibilidad entre 26 monosporicos provenientes de 7 cepas de P. djamor
mostraron porcentajes de cruzas de 25 a 100%, y el 29% del total de los apareamientos
dieron 100% reaccién positiva. Se identificaron 5 alelos A y 6 B [Tabla 3]. Mientras que en
P. pulmonarius, se encontré un nimero balanceado de alelos diferentes en el control de la
compatibilidad tres alelos A y B al aparear 11 monospdricos provenientes de 3 cepas [Tabla
4]. Los ensayos de apareamiento entre dicaridn x monocarioén de referencia agruparon 12
cepas mas en P. djamor, dos en P. pulmonarius, una en P. ostreatus y seis no pudieron ser
identificadas debido a la falta de monocarion de referencia o la similaridad entre los alelos

[Tabla 5].

Velocidad de crecimiento

Se determind el crecimiento micelial en medio de cultivo y la productividad de 19
cepas mexicanas silvestres de P. djamor, 6 de P. pulmonarius, 1 de P. ostreatus, 1 de P.
levis en pulpa de café. Las cepas ECS-0165, -0194, CP-98 de P. agaves y CP-18 de P.
smithii no se incluyen, debido a que a pesar de colonizar el substrato no fructificaron a
26°C y solo en el caso de ECS-0165 form6 un reducido numero de basidiomas deformes,
cuando se bajo a 21°C la temperatura de fructificacion. Es probable que las cepas de P.
agaves y de P. smithii, hayan perdido su habilidad para formar la fase sexual, por la
manipulacion continua a la que se someten las cepas conservadas en los bancos de
germoplasma.

Las cepas formaron micelio blanco, con o sin radios de crecimiento, bien ramificado,
con fibulas conspicuas, vacuolas abundantes y estructuras atrapadoras de nematodos.

Algunas diferencias fueron observadas en el crecimiento del micelio de las especies:
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micelio poco denso, pegado al medio y con cristales de oxalato de calcio en P. djamor,
crecimiento denso, subaéreo, aéreo para P. ostreatus y P. pulmonarius. Denso pero pegado
al medio, con bordes de crecimiento irregulares, con cerdas sobre el micelio y obscurece el

medio al envejecer, pero no produce clamidosporas, en el caso de P. levis.

Las cepas estudiadas mostraron rangos muy amplios en velocidad de crecimiento, en
el caso de P. djamor, las cepas ECS-0123, -0128, -0151, -0162, -0174, -0175 y —0176, CP-
170, mostraron la mayor velocidad de crecimiento con 11.4 a 12.6 mm por dia. Entre las
cepas de mas lento crecimiento estuvieron CP-120 (1.4 mm/dia), ECS-01130 (3.8 mm/dia)
y ECS-0172 (4.9 mm/dia). En P. pulmonarius la comparacion de medias por Tukey a 0.05,
incluyo las cepas ECS-0158 y -0156 con 13.9 y 11.8 mm/dia, en el primer y segundo grupo
y a las ECS-0170, -0183 y -0191 con 8.4, 7.1 a 8.5 mm/dia en el cuarto. Las cepas unicas
de P. ostreatus y P. levis mostraron velocidades medias de 9.6 y 2.8 mm/dia,
respectivamente [Tabla 6]. Cabe sefialar que la ECS-0123 y —0122 de P. djamor formaron
primordios en el medio de cultivo, como respuesta al dafio mecanico, ocasionado al cortar

discos de micelio para resiembra.

Productividad y diversidad biologica
1.) P. djamor (Rumph.: Fr.) Boedijn

Capacidad productiva

El micelio de la mayoria de las cepas colonizd el substrato en 7-10 dias, formando
una cubierta algodonosa poco densa y fructificaron 5-7 dias después de someterlos a 26-28
°Cy 95% de humedad relativa. Sin embargo, seglin las temperaturas que prevalecen en los
sitios de recolecta, hace suponer que las cepas que pertenecen a esta especie pueden
fructificar de 30 a 35 ° C.

La produccion de basidiomas fue intermitente, con flujos de produccion separados por
7-10 dias. Con relacion a su capacidad productiva, las cepas mas sobresalientes segin
Tukey (a0 0.05) fueron: ECS-0175, -01130 y -0174 con 178.3, 148.1 y 138.4 de EB
respectivamente. El segundo mejor grupo estuvo formado por las cepas ECS-0176 y —0170

con 126.5y 116.3 % de EB. Las cepas CP-120, ECS-0122, -0127, -0143, tuvieron un rango
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de EB media entre 79.5 - 84.9% y las de menor produccion fueron: ECS-0128 (64.4%) y —
0150 (63.0%). EI tiempo requerido para alcanzar la fructificacion fue variable, cinco de las
cepas originarias de Chiapas y una de Morelos, llegaron a produccion en 12 dias, las cepas
ECS-01130, CP-171, -253, y -120 produjeron su primera cosecha en 45, 35, 25 y 25 dias,
respectivamente, y las restantes requirieron de 15 a 18 dias. Con relacion a la tasa de
produccion, las cepas ECS-0175, -0174 y CP-170 mostraron los valores mas altos (10.5, 8.1
y 7.8 %, respectivamente), fueron seguidas por ECS-0122, -0123, -0127, -0143, -0151, -
0162 y -0176, con tasas de producciéon de 6.1-7.4%. Las cepas con valores mas bajos

fueron las cepas CP-171 y ECS-0159 [Tabla 7].

Morfologia del basidioma

Basidioma de (30) 45-85 (100) mm de didmetro y (3) 4-8 mm de grosor, estipitado a
subestipitado en posicion lateral y muy raramente central, sélido, coridceo, superficie
aterciopelada a glabra, blanco de (8) 15- 38 x 2.5- 4.0 mm. Olor y sabor del basidioma
harinoso, rancio o agradable a hongo. Habito de crecimiento imbricado [Fig. 1].

Pileo flabeliforme, conchado, con colores que pueden ir de blanco con tonos
amarillentos en la base (7.5YR 8/1, 8/2), blanco grisaceo (Gley 2 8/10B, 7/10B, 8/5B, Gley
1 8/1), primordios rosa claro (10R 8/2), que al madurar pasan a blanco (10R de 8/1) o a rosa
palido (10R 7/2, 7/3). Superficie lisa a finamente tomentosa con la edad, con margenes
enteros, ondulados o lobulados. Himenio con laminas decurrentes que se anastomosan
hacia la base del estipite, delgadas, con bordes enteros, de color blanco amarillento (10R de
8/1) a rosa palido (10R 7/2, 7/3). Contexto blanco, blanco amarillento o rosa palido,
delgado. Textura subcoriacea, coridcea y muy raramente subcarnosa [Tabla 8].

El color de la esporada varia de blanco cremosa (2.5Y 8/1), amarillo palido (2.5Y 8/3,
7/3), o a rosa palido a rosa (7.5YR 8/2, 7/3). Esporas cilindricas con apice hilar, lisas, de
pared delgada, hialinas, no amiloides, de (6.4-) 7.2-9.6 x 3-2.4 um. Sistema hifal dimitico,
basidios de (17.7-) 18.9- 23.6 (-25) x (3.5-) 4.7- 7 (-8.2) y queilocistidios (17.7-) 20-24 um.
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Habitat y distribucion

Esta especie se colectd durante los meses lluviosos del verano. Creci6 sobre troncos y
ramas muertas de diversos arboles y arbustos: madera de cazahuate Ipomoea arborescens
(Humb. y Bonpl.) G. Don., Theobroma cacao L., Coffea arabica L. y C. canephora Pierre:
Froehner, Yucca sp, Ricinus comunis L., laurel de la India Ficus microcarpa, o sobre
pseudotallos vivos de platano (Musa AAA subgrupo Cavendish, cultivar enano gigante),
platano macho (Musa AAB), palma africana Elaeis guineensis Jacq., tulipan africano
Spathodea campanulata. Su habito de crecimiento fue principalmente imbricado. Estuvo
representada por aislamientos provenientes de zonas tropicales y subtropicales del Sur
(Chiapas, Tabasco, Yucatan), Centro (Puebla, Morelos), Oeste (Jalisco, Michoacan) y Este
(Veracruz) de México. Fue reportada con anterioridad en el valle central de México por
varios autores, quienes ademas sefialaron su amplia distribucion en el pais y algunos otros

hospedantes (Guzman et al., 1993, 1995).

2.) P. pulmonarius (Fr.) Quél.
Capacidad Productiva

Todas las cepas cubrieron el substrato en 7-13 dias, formando una capa de micelio
algodonoso muy densa y fructificaron 5-7 dias después de retirar las bolsas. La formaron
flujos de produccion separados entre si por periodos de 8 a 10 dias. Sélo la cepa ECS-0156
mostrd produccidon continua. Las cepas mas sobresalientes en cuanto a su EB y tasa de
produccion fueron ECS-0170, -0191con 140.1% y 110.5% de eficiencia bioldgica y una
tasa de produccion de 7.4%, 5.8% respectivamente. El tiempo requerido por las cepas para
llegar a fructificacion fue de 17 a 19 dias, s6lo la cepa ECS-0156 fructificé en 12 dias y su

fructificacion fue continua [Tabla 7].
Morfologia del basidioma

Basidiomas de (20) 55-80 (100) mm de didmetro y 4-10 mm de grosor, con estipite

excéntrico a lateral, raramente central, sélido, coridceo a subcoriaceo, superficie
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aterciopelada a glabra, blanquecino de 18-25 (35) x 7-19mm. De olor suave a anis y sabor
rafinoide, agradable a hongo. Habito de crecimiento cespitoso (Fig 1).

Pileo umbonado, flabelado o conchado, blanco hacia el centro (2.5 YR 8/1, 5YR 8/1 a
10R 8/1) y tonos café grisaceos, café rojizo o café amarillento en los bordes (5YR 6/1 a 4/1,
2.5YR 6/1, 10R 7/1). Superficie lisa a finamente tomentosa con la edad, con margenes
enteros, ondulados o lobulados. Himenio con laminas decurrentes hacia la base del estipite,
con lamélulas que rara vez se anastomosan. Delgadas, con bordes enteros, de color blanco
amarillento (10R de 8/1). Contexto blanco a marfil, delgado. Textura carnosa y quebradiza.

Esporada de color blanco cremosa (2.5Y 8/1), con tonos lila grisaceo, blanco cremoso
con tonos lilas, violacea con tonos grises, o gris con tonos cremosos, gris con tonos
violaceos. Esporas cilindricas con apice hilar, lisas, de pared delgada, hialinas, no

amiloides, de (4.72-) 5.9 — 9.84 (-10.62) x (3.24-) 3.54-4.8 um. Sistema hifal monomitico,
basidios de (21.6-) 25.2-26.4 x (-5.2) 7.2- 9.12 pum.

Habitat, distribucion y algunas caracteristicas fisiologicas

Fructifica en los meses lluviosos del verano. Crecen sobre troncos y ramas muertas de
diversos arboles y arbustos: madera de cazahuate (Ipomea wolcottina), pulpa de café
(Coffea arabica). Tiene habito de crecimiento cespitoso. Esta especie estuvo representada
por aislamientos provenientes de zonas subtropicales del Norte (Nuevo Leon), centro
(Morelos) y Este (Veracruz) de México. Fue identificada con anterioridad como P.
ostreatus por la similitud morfoldgicas que se existe entre ambas especies (Martinez-

Carrera, 1988, Martinez- Carrera et al., 1986, Guzman et al., 1994).

3.) P. ostreatus (Jacq.: Fr.) P. Kumm.
Capacidad productiva

Colonizo un kilo de pulpa de café y fructificé en 17 dias a 21°C y 95% de humedad

relativa. Su eficiencia biologica fue de 74.6%, la tasa de produccion de 4.4% y el
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rendimiento fue de 0.07. A diferencia de las demas esta cepa presentd fructificacion

continua.

Morfologia del basidioma

Basidiomas de (20) 50- 70 mm de didmetro x 4-8 mm de grosor, con estipite
excéntrico a central, solido, subcoriaceo, superficie aterciopelada a glabra, blanquecino de
18-20 (25) x 7-9mm. De olor agradable a hongo y habito de crecimiento cespitoso a
solitario (Fig. 1).

Pileo de forma conchada a subumbilicada, de color gris azul claro (Gley 2 8/5PB)
cuando joven a blanco. Superficie lisa, con bordes enteros, ondulados. Laminas
decurrentes, delgadas, de bordes enteros y blancas. Textura carnosa y quebradiza (Fig. 1).

Esporada de color blanco cremosa (2.5Y 8/1) con tonos lila grisaceo. Esporas
cilindricas con apice hilar, lisas, de pared delgada, hialinas, no amiloides de (7.67-) 8.26-
8.85 (-9.44) x (2.95-) 3.54-4.13 um. Sistema hifal monolitico, basidios de (25-) 27.6-33 x
6.2-8 pm.

Habito y distribucion

Es posible que esta especie se encuentre principalmente en el norte del pais, asociada

a bosques caducifolios y con fructificaciones en otofio.

4.) P. levis (Berk. y M.A. Curtis) Singer
Capacidad productiva

Requiri6 de 44 dias para colonizar el substrato y 21 para producir basidiomas,
fructifica a 21°C y 95% de humedad. Su eficiencia biologica fue de 71.34% al crecer sobre

substrato de paja de Digitaria decumbens (70%) y pulpa de café (30%).
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Morfologia del basidioma

Basidiomas de 30-100 mm de diametro y 4-10 mm de grosor, con estipite central a
excéntrico, adelgazdndose hacia la base, duro y fibroso, con superficie tomentosa a
subescuamulosa por los remanentes del velo, blanquecino de 30 a 70 mm x 7-10 mm.
Cuando joven presenta velo parcial de color blanco, que desaparece al madurar. Con olor

suave a fruta y sabor a hongo. Hébito de crecimiento cespitoso (Fig. 1).

Pileo convexo a infundibuliforme, con margenes enrollados de color blanco
amarillento (Hue5Y 8/2) cambiando a amarillo palido al dafarlo (Hue 5Y 8/6). Superficie
tomentoso a fibriloso, subescuamuloso en los margenes, algunas veces apendiculado.
Laminas decurrentes, enteras, densas, delgadas, que se anastomosan en el area cercana al
estipite, pero no forman red. Contexto blanco, delgado (4 mm de ancho). Textura carnosa y

quebradiza.

Esporada de color blanco cremoso con tonos amarillentos (Hue 5Y 8/2). Esporas
cilindricas con apéndice hilar, lisas, de pared delgada, hialinas, no amiloides de (10) 10.4-
12 x 3.0- 5.50 pum. Sistema hifal dimitico, basidios de (16.8) 18-21.6 (22.8) um y
queilocistidios 25.2-28 x 9.8-11.2 um.

Habitat y distribucion

Crece formando basidiomas simples en otofio, sobre madera en descomposicion en
Cholula, Puebla. Esta especie fue reportada con anterioridad en las localidades de Cartago y
Chontla en Costa Rica, sobre Quercus copeyensis, Q. seemanii y se encuentra depositada en
el NYBG The New York Botanical Garden e INBio Instituto Nacional de Biodiversidad en
Costa Rica (Punta arenas). En México fue citado como Lentinus levis por Sobal et al.

(1997), pero no ha sido descrito con anterioridad.
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Discusion

Grupos Interesteriles

Todas las cepas estudiadas presentaron un sistema de cruza bifactorial y ninguna de ellas
mostrd capacidad excepcional para cruzarse con monospdricos provenientes de diferentes
grupos interestériles, contrario a lo reportado por Petersen y Ridley (1996). El anélisis de
sistemas de cruza reveld la presencia de los grupos interestériles I P. ostreatus, II P.
pulmonarius, V P. djamor, VIII P. levis, XI P. agaves, en México, anteriormente
establecidas por Vilgalys et al. (1996). El nombre de P. agaves fue sinénimizado con P.
opuntia por Petersen y Hughes (2006) aduciendo la antigiiedad del nombre, sin embargo el
tipo de esta especie no corresponde al material con el que fue descrito el GI XI. Ellos
proponen asignar un lectotipo, debido a las condiciones precarias en las que se encuentra el
tipo. La situacion no clara de esta especie sugiere la necesidad de desarrollar estudios mas
detallados tendientes a esclarecer si P. opuntia y P. agaves son la misma especie con
diferente origen geografico o son dos especies diferentes. Asi mismo una revision mas
amplia de los especimenes presentes en los herbarios mexicanos y nuevas recolectas
permitiria describir la distribucién geografica de esta especie. En este estudio no se logro
obtener reaccion positiva al confrontar P. smithii con los monospdricos referenciales de P.

cystidiosus.

Diversidad Infraespecifica

La diversidad en color del basidioma, velocidad de crecimiento, eficiencia bioldgica y
las caracteristicas de sabor y textura en fresco, estuvieron bien representadas en la muestra
de cepas identificadas como P. djamor. Los datos de colecta y literatura generada en
México mostraron que esta especie tiene una amplia distribucién en regiones tropicales,
subtropicales y bosques mesoéfilos de regiones templadas. Su presencia fue reportada en
Campeche, Quintana Roo, Yucatan, Tabasco, Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Colima, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Estado de México, Distrito Federal, Zacatecas y Nuevo Ledn

(Guzman y Garcia-Saucedo, 1973; Guzman et al., 1993, 1995; Chacoén y Guzman, 1984;
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Guzman y Guzman-Davalos, 1984; Andrade et al., 1996; Nicholl y Petersen, 2000). Esta
especie fructifica durante el verano a temperaturas entre 25-35 ° C.

La mitad de los especimenes presentaron basidiomas con sabor y olor harinoso en
fresco, una cuarta parte olor agradable a hongo y con sabor harinoso y el resto con olor y
sabor a pescado o de aceite. La textura de los basidiomas, fue subcoridcea a coriacea, s6lo
una cepa produjo basidioma subcarnosos (ECS-0172).

Sin considerar las diferencias en cepas y substratos, se puede observar que cinco de
las cepas evaluadas (EB 116-178%) superaron la eficiencia bioldgica reportada por Gaitan
y Salmones (1999) y Salmones et al. (2004), para cruzas seleccionadas y los parentales de
P. djamor (99-114%, 48-70% y 62-123% de EB, respectivamente), pero fueron inferiores a
las eficiencias reportadas por Valencia et al. (2001-2003) para POROS (184.1-205.3%).
Las 15 cepas restantes tuvieron una productividad semejante a la reportada en otros trabajos
(Hernandez-Ibarra et al., 1995; Salmones et al., 1997).

Las tasas de produccion obtenidas en este trabajo fueron mayores a las reportadas en
todos los trabajos anteriormente mencionados, debido a que las cepas que se incluyeron en
este trabajo requirieron de un menor nimero de dias para llegar a fructificacion. Con
relacion a la textura subcoridcea que se observd en algunos especimenes nativos, se
considera que esta puede ser una cualidad a conservar, pues permite mantener el volumen
de los hongos después de ser cocinados, puede ayudar a resistir la manipulacion durante el
empaque y podria alargar su vida de anaquel. En cuanto al sabor harinoso, aceitoso o a
pescado de los basidiomas en fresco, se pudo observar que este se pierde durante la
coccion.

Aun cuando se encontr6 variabilidad en velocidad de crecimiento y eficiencia
biologica entre las cepas de P. pulmonarius, la morfologia y el color de las cepas fue muy
similar entre ellas. El nimero reducido de recolectas incluidas en este trabajo y las
incongruencias ocasionadas por el uso exclusivo de caracteres morfologicos para la
identificacion de esta especie limitd el uso de los reportes bibliograficos, para describir su
distribucion geografica en México. Solo se puede reportar su presencia en Nuevo Ledn,

Veracruz, Puebla, y Morelos.
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La cepa ECS-0110 proveniente de Veracruz ha sido cultivada a nivel semicomercial
en moddulos de produccion rural, con buenos resultados. Esta, al igual que el resto de las
cepas estudiadas tienen excelentes cualidades organolépticas y las mejores cepas
alcanzaron eficiencias bioldgicas de 110-140%, coincidiendo con lo reportado por la

literatura [Tabla 7] (Martinez-Carrera, 1988; Martinez-Carrera et al., 1986).
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Tabla 1. Cepas de Pleurotus provenientes de diferentes regiones de México, con el nombre

de la especie asignada en este trabajo

Codigo
ECOSUR Estado Localidad Especie
ECS-0184 |Nuevo Leon | F.C. Forestales, UANL, Linares P. ostreatus
CP-30 Puebla Autopista Puebla-Cholula Km 1 P. levis
ECS-0110 | Veracruz Instituto de Ecologia, Jalapa P. pulmonarius
ECS-0156 [ Veracruz Km. 7 Carr. Coatepec-Jalapa via las trancas | P. pulmonarius
ECS-0158 [Puebla Xonacatlan P. pulmonarius
ECS-0170 | Morelos Acatlipa de Temixco P. pulmonarius
ECS-0183 |Nuevo Leon | F. C. Forestales, UANL, Linares P. pulmonarius
ECS-0191 [ Veracruz Instituto de Ecologia, Jalapa P. pulmonarius
ECS-0122 | Chiapas Talquian, Union Juérez P. djamor
ECS-0123 | Chiapas Talquian, Union Juarez P. djamor
ECS-0127 | Chiapas El Aguila, Cacahoatan P. djamor
ECS-0128 | Chiapas CAE Rosario Izapa, Tuxtla Chico P. djamor
ECS-0130 [ Chiapas CAE Rosario Izapa, Tuxtla Chico P. djamor
ECS-0143 | Chiapas Km. 1.5, Carr. Tap.-P. Madero P. djamor
ECS-0150 [ Chiapas Fracc. Los Laureles, Tapachula P. djamor
ECS-0151 | Chiapas Yajalon P. djamor
ECS-0159 | Morelos UAEM P. djamor
ECS-0162 | Morelos Sta. Catarina de Tepoztlan P. djamor
ECS-0176 | Veracruz Coatepec P. djamor
ECS-0172 |Michoacan |Gtz. Zamora P. djamor
CP-120 Puebla Presa conegjillo, col. Rev., Atlixco P. djamor
CP-170 Yucatan Mérida, Yucatan P. djamor
CP-171 Yucatan Mérida, Yucatan P. djamor
CP-253 Tabasco Centla, Tabasco P. djamor
ECS-0174 | Jalisco Guadalajara P. djamor
ECS-0175 |Jalisco Guadalajara P. djamor
ECS-01130 | Jalisco Guadalajara P. djamor
CP-194 Tlaxcala San Isidro Buensuceso, Tlax P. agaves
CP-98 Hidalgo P. agaves
ECS-0165 | Morelos UAEM P. agaves
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Tabla 2. Cepas monosporicos de Pleurotus usadas como referencia

E%(glé%)R Cc())(:ilggnde Genotipo Especie 1:;;;35 Referencia
ECS-01102 | RHP 6689 2(A,B))

- ECS-01103 | RHP 6689 8(AB)) P. ostreatus ex. .

é ECS.01104 | RHP 6689 3(A;By) epitypus Austria Petersen et al., 2006

- ECS-01105 | RHP 6689 36(AB;)
ECS-0192 RHP 4203 10(AB,) Petersen y Hughes, 1993;
ECS-0193 RHP 4203 9(A,B)) P. pulmonarius Suiza Petersen, 1995a,1995b;
ECS-0194 RHP 4203 14(A,B,) ' Petersen y Ridley, 1996;
ECS-0195 RHP 4203 1(AB)) Petersen et al., 2006
ECS-01107 | RHP 7947 MA 2*
ECS-01108 | RHP 7947 MA 6* P. dryinus Petersen et al., 2006
ECS-01116 | RHP 7947 MA 1*
Egg:gi?? 4 ﬁﬂllz jj;g iggiﬁ;) P. levis Puerto Rico | Petersen et al., 2006
ECS-01100 | RHP 8763 1(A2B1) P. cornucopiae Austria Petersen et al., 2006
ECS-0174-2 | IBUG7, 2(AB,)
ECS-0174-3 | IBUG7, 3(A,B))
ECS-0174-4 | IBUG7, 4(AB)) . .
ECS-0176-1 | 1BUG39 1(A,B)) P. djamor México Petersen, 1995b
ECS-0176-10 [ IBUG39 10(A;B»)
ECS-0176-15 | IBUG39 15(A;B))

*Monosporicos al azar
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Tabla 3. Alelos de incompatibilidad sexual en cepas silvestres mexicanas de P. djamor

#ECS-0127 ECS-0175 ECS-0176 ECS-0162 | ECS-0172 ECS-0174
ECS-0122] 38 51 35 5009 2 3 2001 10 6 1504 9 111 15 3 4 3 2
aA; Ay Ay As|Ar As As Ay[As Ay As AylAs Ay AlAy As Ay As|As A, As

B; By, B; Bs|Bs B¢ Bs Be¢|Bs Bs B¢ Bs|B¢ Bs B¢|Bs B¢ Bs Bs|Bs Bs Bs

7l AB ]+ + + +]+ 4+ + +|+ + + |+ + A+ 4+ o+ + + o+
9TAB | + + + +]|- + + |+ - + -|+ - -|- + + + -+
8TAB |+ + + +|+ + + +|+ + + +|+ + +[+ + + + + o+
20FAB |+ + + +|- + + |+ - + |+ - |- + - + -
381A; B+ + + +[|+ + + + |+ + +|+ + + + + 4+

ECS-0127 |51|Ay By + + + +|+ + + +|+ + + |+ + + + + 4+
351A By + + + +|+ + + + |+ + +|+ + + + + +

50|A; B4+ + + +|+ + + + |+ + +|+ + + + + +

9(A, Bs| - +2 + - |+ - -|- + - + - -

ECS-0175 | 2 |As Bg| - - - -+ - - - - =77

3(As Bsf - + - - |- - - - - - -

20| A, Be - - - + -1- - - -+

1|As Bs]- - +]- - + - - -

ECS-0176 [10|A; B¢} - - -] - - - - -+

6 |[As Bg|] - + -+ - - -+ -

15 A2 B5 + - - - + - + - -

4 1As Bg| + - - -+ -

ECS-0162 | 9 |A;, Bs| - + - + - -

1 A2 B(, - - - - - +

1 (A, Bs|+ - -

ECS-0172 [15|As Bg| - + -

3 1A, Bgl - - +

6 [As Bs] - - -

+Codigo de la cepa, ¢ Niimero de monosporico, A Nimero de alelo,+ Con fibulas, - sin fibulas, ? reaccion

dudosa

Tabla 4. Alelos de incompatibilidad sexual entre cepas silvestres mexicanas de P. ostreatus
y P. pulmonarius.

P. ostreatus .:.IIECSQOISj 3
. .

ex. epitypus AT T
B, | B, | B, | By

QAlBl *8 - - + -
A,B; 3 + - - +

ABy, [36] + - - -

AyB, 2 - + 4+ -

% Codigo de la cepa, ¢ Numero de monosporico, 4 Numero de alelo,+ Con fibulas, - sin fibulas

ECS-0156 ECS-0158

P. 5 4 1141 8 4 1 5
pulmonarius [ A, [A, A A A | A | A
B3 Bz B1 Bz Bz Bl B3
AlBl 1 - + - - - - +
A;B, 4+ - - - |- + +
AB, 0o |- - + -|[- + +
AsB, o 1+ - - 4+ - +
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Tabla 5. Grupos interestériles de Pleurotus (3) identificados por cruzas dicarion x moncarion en una coleccion de cepas
silvestres mexicanas

P. ostreatus| P. pulmonarius P. djamor P. dryinus P. levis
Estado Dicarion | 1103 | 110501920193 |0195]0176-1{0176-6|0174-21107 (111601970198
A1B1 Ale A1B1 A1B2 A2B2 A5B5 A5B6 A4B4 A1B1 Ale A1B2 A2B2

Nuevo Leon | ECS-0183 - - - - - - - - - - -
ECS-0184 + + - - - - - - - - -

Hidalgo CP-98 - - - - - - - - - - -
Chiapas ECS-0123 - - - - + - + - - - -
ECS-0128 - - - - + + - - - -

‘ECS-0130 - - - - + - + - - - -
ECS-0143 [ - | - | - - |+ .

ECS-0150 [ - | - | - |- |+ N .

ECS-0151 - - - - + - + - - - -

Tabasco  |CP-2s3 | - | - [ - - S I I I I
Yucatin __|CP-170 [ - [ - [ - - N I I I A
CP-171 - - - - + - + - - - -

Puebla CP-30 - - - - - - - - - - -
CP-120 - - - - + - - - - - -

Morelos ECS-0159 - - - - + + - - - - -
ECS-0162 - - - - + + - - - - -

ECS-0170 - - + + + - - - - - - -

ECS-0165 - - - - - - - - - - -

Tlaxcala CP-194 - - - - - - - - - - -
Jalisco ECS-01130| - - - - - + - - - -
Michoacan |ECS-0172 | - | - | - [ - A I
Veracruz__|[ECS-0110 [ - | - | - |~ |+ [ - | - | 1T -1°"
ECS-0191 - - - + - - - - - - - -

CP-18 - - - - - - - - - - -
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Tabla 6. Velocidad de crecimiento de cuatro especies de Pleurotus provenientes de

diferentes regiones de México

Velocidad de
Especie Cepa crecimiento en mm/dia

ECS-0176 126 +£0.5
ECS-0151 126 +0.6
ECS-0174 125 +1.0
ECS-0128 123 +0.5
ECS-0123 12.1 +£0.7
ECS-0175 12.0 +£0.5
CP-170 11.8 +1.0 ab
ECS-0162 114 +1.0 ab
ECS-0143 103 +0.2 bc
P. djamor ECS-0130 10.1 +04 bc
ECS-0127 99 +04 c
ECS-0159 93 £02 ¢
CP-253 92 +£1.1 cd
ECS-0122 89 £04 cd
ECS-0150 7.7 +£0.8 de
CP-171 6.6 £1.0 de
ECS-0172 49 +04 ef
ECS-01130 | 3.8 +£0.5 f
CP-120 1.4 +03

g
ECS-0158 139 +08 a
b
C

ECS-0156 11.8 +04

P. pulmonarius | ECS-0110 93 +0.7
ECS-0191 8.5 +0.2 cd
ECS-0170 84 +04 cd
ECS-0183 7.1 +0.1 d
P. ostreatus ECS-0184 9.6 +0.3

P. levis CP-30 2.8 +0.5

*letras iguales en columnas indican similaridad entre cepas




Tabla 7. Productividad media de cepas mexicanas de Pleurotus djamor, P. pulmonarius, P.

ostreatus y P. levis, calculados a dos cosechas y comparados por el método de Tukey

(0. 0.05)
Dias a Eficiencia Tasa de
Especie Cepa cosecha bioldgica . Rendimiento
sk (%) produccion

CS-0175 17 1783 a* | 0.149 a 1049 a
ECS-01130 | 45 148.1 ab | 0.097 bcd 329 fg
ECS-0174 17 1384 ab |[0.117 ab 8.14 ab
ECS-0176 17 126.5 bc |[0.105 bc 744 b
CP-170 15 116.3 bed | 0.116 a 7.81 ab
CP-120 25 849 cde | 0.074 cdef |3.10 fg
ECS-0122 12 82.0 cde | 0.055 ef 6.83 bc
ECS-0143 12 81.2 cde | 0.063 def 6.76  bc
ECS-0127 12 79.5 cde | 0.068 cdef | 6.62 bcd

P. djamor ECS-0159 45 783 de | 0.066 def 1.73 g
ECS-0130 16 783 de | 0.056 def 4.89 cde
ECS-0162 12 77.5 de | 0.076 cde 6.46  bcd
ECS-0151 12 76.0 de | 0.057 ef 6.33  bcd
ECS-0172 18 73.8 de |[0.074 cdef |[4.1 def
ECS-0123 12 73.7 de | 0.067 cdef | 6.13 bcde
CP-253 25 66.8 e 0.059 def 2.67 fg
ECS-0128 17 644 e 0.06  def 3.78 efg
ECS-0150 15 63.0 e 0.04 f 420  def
CP-171 35 53.6 e 0.053 f 1.53 g
ECS-0170 19 140.1 a 7.4 a 0.11 a
ECS-0191 19 1105 ab | 5.8 ab 0.11 a
ECS-0156 12 88.1 b 7.3 a 0.07 bc
ECS-0110 18 813 bc |45 bc 0.09 ab

P. pulmonarius | ECS-0158 17 72.8 bc |43 bc 0.06 bc
ECS-0183 19 625 ¢ 3.3 C 005 ¢

P. ostreatus ECS-0184 17 74.6 0.07 4.38

P. levis CP-30 65 71.4 0.07 1.1

*letras iguales en columnas indican similaridad entre cepas, ** tiempo transcurrido desde la
inoculacion de substrato hasta la primera cosecha
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Tabla 8. Variacion en el color de los basidiomas de Pleurotus djamor

Color del Basidioma

Cepas

Gris azulado claro (Gley 1 8/N, Gley 2 7/10B, 8/10B,
8/5B), blanco (2.5YR 8/1) con tonos amarillentos
hacia la base (2.5YR 7/1, 7.5YR 8/1, 7.5YR 8/3).

ECS-0122, -0123, -0128, -0143, -
0150,-0151, -0162, -01130, CP-
170, -171, -253, -120, -0172

Con primordios de color rosas (10R 8/2, 10R &/3),
basidioma al madurar blancos (10R 8/1, 2.5YR &/1) a
rojo palido (10R 7/2).

ECS0-127, -159, -0175

Primordios rosas (10R 8/3), basidoma al madurar rosa
claro (2.5YR 8/2), blanco rosado (2.5YR &/1, 10R
8/2), rojo palido (10R 8/3, 7/3).

ECS-0130, 0174, -0176
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Figura 1.- Diversidad morfoldgica v genética de cepas mexicanas de Pleurotus
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VIIL. DISCUSION GENERAL

8.1. Aspectos generales

Las seis especies de Pleurotus que se identificaron en este trabajo son el 40% del total
de especies reportadas a nivel mundial y son una muestra de la mega diversidad presente en
Meéxico.

La identificacion de especies usando métodos filogenéticos para el analisis de
secuencias de la region ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosdémico, permitiéo generar hipdtesis
objetivas y replicables sobre las relaciones de parentesco filogenético existentes entre los
taxa de Pleurotus. Las especies filogenéticas que se proponen en este estudio: P. ostreatus,
P. pulmonarius, P. agaves, P. djamor, P. levis y P. smithii, mostraron una total
concordancia con los grupos interestériles identificados mediante los ensayos de
apareamiento sexual. Mientras que el uso de criterios morfoldgicos solo confirmaron la
presencia de las especies P. djamor y P. levis. El resto de las cepas fueron agrupadas por
afinidad morfologica en los complejos P. ostreatus, P. djamor y en el de coremiopleurotus.
Vilgalys et al. (1991), Vilgalys et al. (1994), y Neda y Nakai (1995) para el caso de
Pleurotus, y Chillali et al. (1998) y Kornelis (1999); en los casos de los complejos de
Armillaria y Hebeloma crustuliniforme también encontraron una completa concordancia
entre las especies filogenéticas y los grupos interestériles, lo que indica la veracidad de los
métodos filogenéticos.

Las autocruzas de monocariontes, revelaron un sistema de apareamiento bifactorial
heterotalico, con alelos multiples, para todas las cepas examinadas, corroborando toda la
informacion generada en estudios de compatibilidad de Pleurotus, previos a este trabajo
(Eger et al., 1979; Vilgalys et al., 1993; Petersen y Hughes, 1993; Petersen, 1995a, 1995b).
Esto explica los altos porcentajes de intercompatibilidad entre cepas pertenecientes a la
misma especie pero de diferente origen geografico. Contrario al reporte de Petersen y
Ridley (1996), que menciona que una cepa de P. pulmonarius de Nueva Zelanda presenta
compatibilidad sexual con multiples especies, ninguna de las cepas mexicanas mostrd
capacidad excepcional para cruzarse con monospoéricos provenientes de diferentes grupos

interestériles.
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8.2. Diversidad genética de Pleurotus en México

Las diferencias en tipos de vegetacion y climas predominantes entre las regiones de
origen de las 31 cepas silvestres mexicanas de Pleurotus, incluidas en este estudio, permitio
detectar variabilidad genética en el material estudiado. El analisis filogenético de
secuencias ITS1-5.8S- ITS2 del ADN ribosémico, reveld la existencia de diversidad de
especies y de diferentes poblaciones en las especies mejor representadas. Ratificd la
presencia de P. djamor y P. smithii reportadas por Guzman et al. (1980, 1991, 1993, 1994,
1995) y reveld la presencia de cuatro especies mas: P. pulmonarius, P. ostreatus, P. levis y
P. agaves. Evidenci¢ fallas en la identificacion de la especie de algunas cepas, INIREB 8 y
20, reportadas como P. ostreatus, por Martinez-Carrera (1988) y Martinez-Carrera et al.
(1984, 1986), y HEMIM 32 reportada como P. djamor por Navarro et al. (1996), las cuales
fueron identificadas en este trabajo como P. pulmonarius, con base a sus relaciones de
apareamiento sexual y filogenéticos.
P. djamor muy probablemente sea la especie de mas amplia distribucion en México, capaz
de desarrollarse en regiones tropicales, subtropicales y templadas. Mientras que la
distribucion de P. ostreatus y P. pulmonarius parece estar restringida a regiones templadas
o subtropicales. Con el fin de complementar la informacién sobre la distribucion geografica
de las especies de Pleurotus y la posible existencia de otras especies, se recomienda
intensificar las recolectas en las regiones centro, oeste y norte de México y continuar con

los estudios filogenéticos que permitan generar hipdtesis mas robustas.

8.3. Grupos interestériles

Todas las cepas estudiadas presentaron un sistema de cruza bifactorial y ninguna de
ellas mostr6 capacidad excepcional para cruzarse con monosporicos provenientes de
diferentes grupos interestériles, Petersen y Ridley (1996). El analisis de sistemas de cruza
reveld la presencia de los grupos interestériles I P. ostreatus, II P. pulmonarius, V P.
djamor, VIII P. levis, XI P. agaves, en México (Vilgalys et al., 1996). El nombre de P.
agaves fue sinonimizado por P. opuntia por Petersen y Hughes (2006) aduciendo la
antigiiedad del nombre, sin embargo el tipo de esta especie no corresponde al material con
el que fue descrito el GI XI. Ellos proponen asignar un lectotipo, debido a las condiciones

precarias en las que se encuentra el tipo. La situacion no clara de esta especie sugiere la
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necesidad de desarrollar estudios mas detallados tendientes a esclarecer si P. opuntia y P.
agaves son la misma especie con diferente origen geografico o son dos especies diferentes.
Asi mismo una revision mas amplia de los especimenes presentes en los herbarios
mexicanos y nuevas recolectas permitiria describir la distribucion geografica de esta
especie. En este estudio no se logrd obtener reaccion positiva al confrontar P. smithii con

los monosporicos referenciales de P. cystidiosus.

8.4. Analisis filogenético

El andlisis diferencié claramente seis linajes soportados por altos porcentajes de
remuestreo (70% o >), donde se encuentran incluidas las especies: P. smithii, P. levis, P.
djamor, P. agaves, P. pulmonarius y P. ostreatus. Separé las secuencias mexicanas de las
europeas que se utilizaron como referencia en las agrupaciones correspondientes a P.
ostreatus y P. pulmonarius. Esto fue observado con anterioridad al estudiar la especiacion
en Pleurotus y Grifola frondosa en Norte América (Vilgalys et al., 1994; Shen et al., 2002).
Estas particiones filogeograficas no estdn correlacionadas con formacion de barreras de
inter esterilidad, segtn los resultados obtenidos al aparear las cepas de referencia de origen
europeo con las mexicanas, en cada uno de los casos. La excepcion a este patron, fue la
secuencia ECS-0156 proveniente de Veracruz, que fue agrupada con las secuencias
europeas. Una explicacion a esta relacion, es el flujo de genes de cepas europeas hacia las
cepas mexicanas, propiciado por la introduccion de cepas extranjeras, con fines de
investigacion y/o comerciales.

Las secuencias de P. smithii (CP-18 y D478) formaron un grupo monofilético muy
cercano a P. cystidiosus. Estos resultados, coincidieron con lo reportado por Zervakis et al.
(2004), quien los considera como especies diferentes debido a que su distribucion
geografica evita cruzas ocasionales que pudieran revertir la barrera reproductiva incompleta
que existe entre estas especies. Contrario a esto Capelari y Fungaro (2003), mencionaron
que P. smithii y P. cystidiosus pertenecen a una misma especie, por presentar
incompatibilidad parcial (17.5%) al confrontar aislamientos monospdricos procedentes de
ambas cepas y patrones de RAPD similares. Zervakis et al. (2004) sugirieron la existencia
de barreras reproductivas incompletas que se manifiestan como una incompatibilidad

parcial poco frecuente entre dos especies evolutivamente cercanas y sefala que la
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separacion geografica de las especies evita que compartan el mismo pool de genes y limita
la formacion de hibridos. Otros casos de incompatibilidad parcial entre especies fueron
reportados entre lineas de P. pulmonarius y P. ostreatus provenientes de Nueva Zelanda y
P. calyptratus y P. djamor (Petersen y Ridley, 1996; Shian-Ren, 2000).

Las secuencias pertenecientes a las especies P. calyptratus, P. djamor y P. agaves
formaron un grupo monofiletico en donde P. calyptratus es considerada como especie
hermana de P. djamor, segun Vilgalys et al. (1996). Segiin Shian-Ren (2000), algunas
poblaciones de estas dos especies, mostraron compatibilidad parcial, sugiriendo que la
interesterilidad entre estas especies es resultado de especiacion alopatrica. Se puede
considerar que P. agaves es especie hermana de P. djamor y P. calyptratus con barreras
reproductivas completas. La distribucion geografica de P. djamor y P. agaves se
sobreponen y presentan una morfologia muy parecida que puede ser confundida, mientras
que la presencia de velo en P. calyptratus permite una clara diferenciacion.

Se confirma que las cepas rosas ECS-0127, -0130, -0174, -0175 y -0176 (P.
salmoneostramineus Lj N. Vassiljeva, P. ostreatoroseus Singer) y blancas de P. djamor
(Rumph.: Fr.) Boedijn, identificadas anteriormente como diferentes especies pertenecen a
una misma especies al ser agrupadas en un solo clado del arbol y al mostrar compatibilidad
en los ensayos de apareamiento (datos no presentados en este articulo). Esto coincide con lo
reportado por Guzman et al. (1993, 1994); Neda y Nakai (1995) y Nicholl y Petersen
(2000).

8.5. Diversidad Infraespecifica

La diversidad en color del basidioma, velocidad de crecimiento, eficiencia bioldgica y
las caracteristicas de sabor y textura en fresco, estuvieron bien representadas en la muestra
de cepas identificadas como P. djamor. Los datos de recolecta y literatura generada en
M¢éxico mostraron que esta especie tiene una amplia distribucion en regiones tropicales,
subtropicales y bosques mesoéfilos de regiones templadas. Su presencia fue reportada en
Campeche, Quintana Roo, Yucatan, Tabasco, Veracruz, Chiapas, Oaxaca, Colima, Jalisco,
Michoacan, Morelos, Estado de México, Distrito Federal, Zacatecas y Nuevo Ledn

(Guzman y Garcia-Saucedo, 1973; Guzman et al., 1993, 1995; Chacoén y Guzman, 1984,
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Guzman y Guzman-Davalos, 1984; Andrade et al., 1996; Nicholl y Petersen, 2000). Esta
especie fructifica durante el verano a temperaturas entre 25-35 °C.

La mitad de los especimenes presentaron basidiomas con sabor y olor harinoso en
fresco, una cuarta parte olor agradable a hongo, con sabor harinoso y el resto presentd olor
y sabor a pescado o de aceite. La textura de los basidiomas, fue subcoridcea a coriacea, solo
una cepa produjo basidiomas subcarnosos (ECS-0172).

Sin considerar las diferencias en cepas y substratos, se puede observar que cinco de
las cepas evaluadas (EB 116-178%) superan la eficiencia bioldgica reportada por Gaitan y
Salmones (1999) y Salmones et al. (2004), para cruzas seleccionadas y los parentales de P.
djamor (99-114%, 48-70% y 62-123% de EB, respectivamente). Pero fueron inferiores a
las eficiencias reportadas por Valencia et al. (2001-2003) para POROS (184.1-205.3%).
Las 15 cepas restantes tuvieron una productividad semejante a la reportada en otros trabajos
(Hernandez-Ibarra et al., 1995; Salmones et al., 1997). Las tasas de produccion obtenidas
en este trabajo fueron mayores a las reportadas en todos los trabajos anteriormente
mencionados, debido a que las cepas que se incluyeron en este trabajo requirieron de un
menor numero de dias para llegar a fructificacion. Con relacion a la textura subcoridcea que
se observo en algunos especimenes nativos, se considera que esta puede ser una cualidad a
conservar, pues permite mantener el volumen de los hongos después de ser cocinados,
puede ayudar a resistir la manipulacion durante el empaque y podria alargar su vida de
anaquel. En cuanto al sabor harinoso, aceitoso o a pescado de los basidiomas en fresco, se
pudo observar que este se pierde durante la coccion.

Aun cuando se encontr6 variabilidad en velocidad de crecimiento y eficiencia
bioldgica entre las cepas de P. pulmonarius, la morfologia y el color de las cepas fue muy
similar entre ellas. El nimero reducido de recolectas incluidas en este trabajo y las
incongruencias ocasionadas por el uso exclusivo de caracteres morfologicos para la
identificacion de esta especie limitd el uso de los reportes bibliograficos, para describir su
distribucion geografica en México. So6lo se puede reportar su presencia en Nuevo Leon,
Veracruz, Puebla, y Morelos.

La cepa ECS-0110 proveniente de Veracruz ha sido cultivada a nivel semicomercial
en moddulos de produccion rural, con buenos resultados. Esta, al igual que el resto de las

cepas estudiadas tienen excelentes cualidades organolépticas y las mejores cepas
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alcanzaron eficiencias biologicas de 110-140%, coincidiendo con lo indicado por la

literatura [Tabla 7] (Martinez-Carrera, 1988; Martinez- Carrera et al., 1986).

8.6. Propuesta de mejoramiento genético

Si consideramos que la temperatura alta (>26°C) es una de las limitantes para que las
cepas comerciales expresen su maximo potencial y que el 76.8% del territorio nacional
presenta clima célido en sus variantes himedo, subhimedo y muy seco, con temperaturas
medias anuales de 22 a 26°C, y regiones que superan los 26°C. Podemos asegurar que es
urgente generar cepas de Pleurotus para regiones con clima calido. Por otro lado si se
quiere lograr que Pleurotus sea una alternativa real para resolver los problemas de falta de
alimento de alta calidad en el sector rural, es necesario:

e Generar cepas comerciales para clima templado-frio capacidad para crecer y
fructificar a una temperatura media de 10 a 18°C. Cepas para clima templado que muestren
buen crecimiento y alta productividad de 22 a 25°C y cepas para clima calido con buen
desarrollo y alta productividad entre 25°C y 30°C. Esto se puede lograr siguiendo
cualquiera de las siguientes estrategias: a) Establecer un programa utilizando el
germoplasma nativo y aquellas especies de Pleurotus que tengan la habilidad de crecer y
fructificar bajo dichas condiciones b) Introducir germoplasma de P. ostreatus con
capacidad para crecer y fructificar a 30°C y generar cepas que puedan cultivarse en
regiones con clima calido y templado.

e Un andlisis de las caracteristicas de crecimiento y distribucion geografica de las
especies del hongo ostra, permite definir que P. ostreatus y P. pulmonarius deberian ser
incluidas en un programa de mejoramiento tendiente a generar cepas comerciales para
regiones con clima templado y templado frio y P. djamor para regiones tropicales y
subtropicales.

A continuacion se describe una propuesta de mejoramiento tendiente a mejorar la
productividad y el tamafio de los basidiomas, utilizando de cepas nativas de P. djamor y
siguiendo la estrategia de mejoramiento genético para hongos heterotalicos propuesta por
Raper (1985).

El objetivo de este programa es incorporar los alelos recesivos de una linea con

morfologia deseada (S) en los genomas que determinan la productividad (S y™ © -). Se
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considerd que una cepa tiene morfologia deseada, cuando produce basidiomas con pileo > 7
cm, textura subcoridcea o subcarnosa, sabor a hongo y con morfologia no deseada cuando
forma pileos de 5 cm o menos, textura coridcea, sabor desagradable. La productividad
deseada en una cepa es que alcance EB>150% +£10 al ser cultivada sobre un kilo de 70:30
paja de Digitaria decumbens y pulpa de café secada al sol, pH 9, estéril y a 28°C. Como
productividad no deseada serda EB< 70+10%, bajo la mismas condiciones de cultivo.

Esta propuesta plantea los siguientes supuestos: a) La morfologia deseada estd
determinada por alelos alternos de un gen, b) Los alelos de la morfologia no deseada son
dominantes sobre la deseada y ¢) La productividad esta determinada por alelos alternos de
varios genes. La verificacion de dominancia de alelos para pileo pequefio se hara en F1,
esta debe presentar una segregacion 1:1 y la evidencia poligénica de productividad se
demostrar3 si la curvas de distribucion son ideales bajo condiciones de cultivo idénticas.

Los pasos a seguir en el programa se presentan en la figura 2 y son: a) Obtencion de
homocariones a partir de cada uno de los heterocaridones, b) Seleccion de homocarion con
gen de pileo grande y baja productividad, c) dos series de retro cruzas del homocarion de
pileo grande con el de pileo pequeno y alta productividad. d) cruzar los productos de las
series de retrocruzas una con otra.

En cada generacion cruzar con homocariénes parentales con un homocarion con
sistema de cruza conocido, para identificar el sistema de cruza del homocarion que va a ser
retrocruzado. También las cruzas pueden llevarse a fructificar para probar la presencia de
los alelos “s”, en el homocarion de sistema de cruza compatible. Se seleccionaran 20 lineas

de la progenie de cada cruza.
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Basidioma grande y baja Basidioma pequefio y alta
productividad productividad

A: Generar homocariones a partir de basidiomas heterocariones

Obtencion de parentales o deheterocariotizacion  Obtencion de parentales 6 progenie F1

\

B. Dos series de Retrocruzas

I 11
X syn" °~ Cruzas X syn" ©~
Seleccion de progenie S retrocruza 1 Seleccion de progenie S
de S de S
Seleccidén como arriba retrocruza n Seleccidon como arriba
Seleccion como arriba retrocruza 2 - Seleccidon como arriba
Y Yo

Cruza de seleccion

| Sy1+Y2+Y3'Y4+“‘ X | Syl'Yz'Y3+Y4'M
4

Heterocarién mejorado

Figura 2. Estrategia de mejoramiento genético para Pleurotus (Raper, 1985)
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CONCLUSIONES

El anélisis filogenético de las secuencias ITS1-5.8S- ITS2 del ADN ribosémico,
ratifico la presencia de Pleurotus djamor y P. smithii en México y revelo la
existencia de P. pulmonarius, P. ostreatus, P. levis y P. agaves en México.

El anélisis de sistemas de cruza revel6 la presencia de los grupos interestériles: 1 P.
ostreatus, 11 P. pulmonarius, V P. djamor, VIII P. levis, XI P. agaves, en México.
Ninguna de ellas mostré capacidad excepcional para cruzarse con monosporicos
provenientes de diferentes grupos interestériles.

Las especies que se citan en este trabajo representan el 40% del total de especies de
Pleurotus sefialadas a nivel mundial y son una muestra de la mega diversidad que
hay en México.

Se considera que la identificacion de especies filogenéticas por secuenciacion de la
regién ITS1-5.8S-ITS2 del ADN ribosémico, es un método confiable ya que mostré
concordancia total con los grupos interestériles identificados mediante apareamiento
sexual.

Pleurotus djamor fue la especie mejor representada en la muestra de estudio, con
una amplia distribucién en regiones tropicales, subtropicales y templadas. Presentd
la mayor diversidad en color del basidioma, velocidad de crecimiento, eficiencia
bioldgica y caracteristicas de sabor y textura en fresco.

Se requiere establecer al menos dos programas de mejoramiento genético tendientes
a generar cepas comerciales de alta productividad y basidiomas grandes (7 a 10 cm
de didmetro). Uno basado en el germoplasma nativo e introducido de las especies P.
ostreatus y P. pulmonarius, que produzca cepas para ser cultivadas en regiones con
climas templado-frio (temperatura media de 10 a 18°C) y templado (22 a 25°C), y
otro basado en el germoplasma de P. djamor, que crear cepas cultivables en

regiones tropicales y subtropicales (25°C a 30°C).
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X. APENDICE

Al. Caracterizacién morfolégica de basidiomas de cepas silvestres mexicanas de Pleurotus djamor

Estado Cepa Color del pileo * Olor Sabor Textura Forl.na del Crecimiento Color de P051c10n’ . del
pileo esporada | geudoestipite
Chiapas | ECS-0122 Gris azulado claro (Gley 2 Fingico | Fungico | Subcoridcea | Flabelado Imbricado Cremosa} con Lateral
8/10B) tonos grises
ECS-0123 Gris azulado claro (Gley 2 Fingico | Picante | Subcoridcea | Conchado [ Imbricado Blanco Lateral
7/10B) cremosa
Primordios blanco rosado (10R Café grisdceo
ECS-0127 | 8/2), madurosblancoarosapdlido [ Rancio | Aceitoso Coridcea Conchado | Imbricado |con tonos Lateral
(10R 8/1a7/2) violaceos.
ECS-0128 Gris azulado claro (Gley 2 Harinoso | Harinoso | Subcoriacea | Conchado Imbricado Blango Lateral
8/5B) amarillento
Blanco rosado (2.5YR . L. . . 1
ECS-0130 8/2) a Blanco (2.5YR 8/1) Rancio | Fungico Coridcea Flabelado Imbricado | Rosa pélido Lateral
ECS-0143 Gris azulado claro (Gley 2 Rancio | Aceitoso | Subcoridcea | Conchado Imbricado Blango Lateral
8/5B) amarillento
ECS-0150 Gris azulado claro (Gley 2 Harinoso | Harinoso | Subcoridcea | Conchado Imbricado Blanco Lateral
8/5B) Cremosos
Blanco (2.5YR 8/1) y gris Blanco
ECS-0151 | rojizo claro cerca del Harinoso | Harinoso | Subcoridcea | Conchada | Imbricado Cremoso Lateral
estipite (2.5 YR 7/1)
Tabasco | CP-253 Blang:o (10R &/1), con tonos Harinoso | Harinoso | Subcoridcea | Flabelado Imbricado | Blanca Lateral
amarillentos (7.5YR 8/3)
Yucatan | CP-170 Blang:o (10R &/1), con tonos Harinoso | Harinoso | Subcoridcea | Flabelado Imbricado Blanco Lateral
amarillentos ( 7.5YR 8/1) Cremoso
CP-171 Blanc?o(IOR 8/1), con tonos Harinoso | Harinoso | Subcoridcea | Flabelado Imbricado Blanco Lateral
amarillentos (7.5YR 8/1) Cremoso
Blanco (10R 8/1), con Blanco
Puebla CP-120 |[tonos amarillentos ( Harinoso | Harinoso | Subcoriacea | Flabelado Imbricado Cremoso Lateral

7.5YR 8/1,8/2)

* Munsell soil color charts, 2000
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A2. Continuacién de Apéndice 1

Estado Cepa Color del pileo * Olor Sabor Textura Forx.na del Crecimiento Color de Posncnon} d.e !
pileo esporada seudoestipite
Primordios blanco
rosado (10R 8/2), Cremosa con
Morelos ECS-0159 | maduros blanco ( 10R | Pescado | Rancio | Subcoridcea | Conchado Cespitoso . Lateral
o tonos grises
8/1) a rosa pélido
(10R 7/2)
Blanco (10R 8/1)con Cremosa con
ECS-0162 | tonos amarillentos Rancio | Rancio | Subcoridcea | Conchado Imbricado | tonos Lateral
(7.5YRS/3) violaceos
Jalisco ECS-0174 R9§a (10R 8/3) a rojo Fungico | Harinoso | Subcoridcea | Conchado | Imbricado Blanco Lateral
palido (10R 7/3) cremosa
Primordios rosas (10R Blanco
ECS-0175 | 8/3), al madurar Harinoso | Rancio | Subcoridcea | Conchado Imbricado cremosa Lateral
blancos ( 2.5YR 8/1)
ECS-01130 |Blanco (Gley 1 8/1) Rancio | Rancio | Subcoridceae | Flabelado Imbricado ljrljri((:):a Lateral
Blanco cremoso con Gris con
Michoacdn | ECS-0172 P Fangico | Dulce subcarnosa | Flabelado Cespitoso | tonos Lateral
tonos cafés .
violdceos
Primordios rosas (10R
Veracruz ECS-0176 8/3), al madurar Fungico | Harinoso | Subcoridcea | Flabelado Imbricado Cremosa con Lateral

blanco rosado (10R
8/2)

tonos rosas

* Munsell soil color charts, 2000
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A3. Caracterizacion morfoldgica de basidiomas de cepas silvestres mexicanas de Pleurotus pulmonarius

Estado Cepa Color del pileo * Olor Sabor Consistencia Forr.na del Crecimiento Color de POS]CEOP del
pileo esporada estipite
Blanco (2.5YR 8/1) a Gris con
Morelos | ECS-0170 | gris rojizo claro Fingico | Rébano Coridcea Umbonado | Cespitoso | tonos Lateral
(2.5YR 7/1) Cremosos
Blanco (5YR 8/1) a . Ligero a Carnosa, . Gris con L
Puebla ECS-0158 oris claro (SYR 7/1) Rébano anis quebradiza Flabelado Cespitoso tonos lilas Excéntrico
Al centro blanco (5YR Crema con
8/1), bordes gris (SYR Anis, , . tonos grises | Excéntrico a
Veracruz | ECS-0110 6/1) a gris obscuro dulce Rabano Carnosa Conchado Cespitoso (Hue 10YR | lateral
(5YR 4/1) 8/2,7/2)
Al centro blanco (SYR Flabelado a t\(;;?)l:wiwon Excéntrico a
ECS-0156 | 8/1) y con bordes gris | Fingico | Fingico Carnosa Imbricado SIS
.. conchado (I0YR®&/1,82, |lateral
rojizo (2.5 YR 6/1) )
. Crema con tonos P
ECS-0191 Blanco (10R 8/1) a gris Fungico | Rébano Carnoso Conchado Cespitoso | lilas(10YR 82, Excéntrico a
claro (10R 7/1) ) lateral

* Munsell soil color charts, 2000

A 4. Caracterizacion morfoldgica de basidiomas de cepas silvestres mexicanas de Pleurotus ostreatus y P. levis

Estado Cepa Color del pileo * Olor Sabor Consistencia Forr.na del Crecimient Color de POSICEOP del
pileo o esporada estipite
Nuevo Gris azulado claro L. , Conchada, . Gris con Central a
Ledn ECS-0184 (Gley 2 8/5PB) Fiingico | Rébano Carnosa umbilicada Cespitoso tonos lila excéntrico
Amarillo pélido Carnosa Aclitocibado | Cespitoso |Cremosa con Central a
Puebla CP-30 | (HueSY 8/2), al raspar | A fruta | Fdngico uebradiza de borde primor con | tonos exCENtrico
(Hue5Y 8/6) q incorbado** | velo fugaz |amarillos

* Munsell soil color charts, 2000

** con restos de velo semejando estrias
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AS. Tamafio de esporas, estructuras cistidiales y tipo de sistema hifal en el estipite de
cepas mexicanas silvestres de Pleurotus djamor

Queilocistidios Sist. hifal
Estado Cepa Esporas en pm en pm en estipite

. 8.26-9.44 (-10.03) ] .

Chiapas | ECS-0122 X 3.54-4 48 21.2-23.6 x 5.3-5.9 Dimitico

ECS-0123 |8.26-9.44 x 3.5-4.13 %7577) 621 2-23.6x(5.9) Dimitico

ECS-0127 |7.0-8.26 x 3.5-4.13 (2152)7 297‘1' 29.5x(3.9) Dimitico
(6.48) 7.56-8.4 (9.6) (18) 21.6-2.2 x (6.6) .

FES-O0128 |3 6-4.08 7.893 (11) Dimitico

ECS-0130 |7.67-9.44x3.54-4.13 20-21.2 x 6.5-7.8 Dimitico
9.44-10.62 (-11.8) 20.0-25.9 (28.3) x (5.9) .

BCS-OI | 354413 4.72) 7-8.26 Dimitico

ECS-0150 |9.44-10.26 x 3.54-4.13 17.7-20.0 x 6.7-8.0 Dimitico
(7.2) 7.8-9.36 (9.6) ] .

ECS-0151 X (3.6) 3.96-4.56 16.8-18 (19.2)x 5.04-6.36 (7.2) | Dimitico

Tabasco |CP-253  |9-11 (13) x 4-5 22-24 x 6-8 Dimitico

Yucatin | CP-170 | (6) 7-9 x 2.3- 3.0 32-36 (40) x 9-10 Dimitico

CP-171  |9-12x 2.8-3 22-27.6 x 7.2-8.4 Dimitico

Morelos | ECS-0159 [(5.9) 7.08-9.44 x 2.36-3.54 | (23) 24-26.4 x 12-14.4 Dimitico

ECS-0162 |9-9.6 (10.8) x 4-4.4 ((292)6)24’27 x 7484 Dimitico

Puebla CP-120 7.2-8.4x24-3.6 Dimitico
_ 7.08-9.44 (11.8) x (2.95) [(24) 25.2-27.6 x (6.6) o

Jalisco ECS-0174 354413 7896 Dimitico
5.9-7.67 (8.26) x (2.36) ] ] .

ECS-0175 5 05.3 54 (21.6) 28.8-32.4 x 6.9-8.2 Dimitico

ECS-01130 | (6.44) 7- 8.4 x 2.8- 3.36 19.6- 25 x 7-8.4 (11.2) Dimitico

Michoacdn | ECS-0172 [(6.72) 7-8.4 x 4-4.2 22.4-25.2 x 8.96-14 Dimitico

Veraorwz | Ecs-o176 |(H72)9:31-8:26 0441 35 6y 35 39 5 9.6-10.8 Dimitico

x (2.36) 2.95-3.54
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A6. Tamaio de esporas, estructuras cistidiales y tipo de sistema hifal en el estipite de
cepas mexicanas silvestres de Pleurotus pulmonarius, P. ostreatus, P. levis, P. agaves 'y

P. smithii
Especie Estado Cepa Esporas en pm Queilocistidios | Sist. l}lf'al en
en pm estipite
Nuevo Leén | ECS-0183 |6.8-9.8 x 2.8-3.3 *SQ Monomitico
Morelos ECS-0170 |(4.7)5.9-8.2(9.4) *SQ Monomitico
x 4.2-4.4 (4.8)

P. Puebla ECS-0158 |8.2-10 (10.6) x 3.5-4.7 *SQ Monomitico
pulmonarius | Veracruz ECS-0110 |(6.8) 8.7-9.8 (10.8) x *SQ Monomitico
(3.24) 3.84-4.44

ECS-0156 |(5.9) 8.2-10.6 x 3.54-4.72 | *SQ Monomitico

ECS-0191 ]| (4.8)6-8.4x2.4-3.6 *SQ

P. ostreatus Nuevo Leén | ECS-0184 23833852_4818 9.4) x *SQ Monomitico

P. levis Puebla CP-30 (10) 10.4- 12 30-38.4 x 7.2-8.4 | Dimitico
x 3.0- 5.50

P. agaves Hidalgo CP-98 (7)8-9x3.0 *SQ Monomitico
Tlaxcala CP-194 9.0)11-12.0x Dimitico

P. smithii | Veracruz |CP-18 12-16 x4 -4.2 *SQ Monomitico

*SQ sin queilocistidios
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