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1 Resumen

En el presente estudio se trabajé con siete especies de hongos silvestres comestibles con
distribucion en el pais: Clitocybe gibba, Lyophyllum decastes, Morchella angusticeps,
Morchella conica, Morchella crassipes, Morchella elata y Sparassis crispa. Posteriormente
al proceso de aislamiento, con ellas se realizaron diferentes experimentos en los que se
probaron distintos medios de cultivo liquidos, semisdlidos y sélidos para determinar si
serian ttiles en la produccién de micelio, que es una fase inicial muy importante en el
cultivo de cualquier hongo. Algunos de los medios utilizados son empleados comunmente
en metodologias para producciéon de micelio, pero otros fueron ideados y probados por
primera ocasion en este trabajo. Se encontraron desde medios en los que el crecimiento
micelial no fue favorable hasta medios en los que fue muy favorable. También se

determinaron caracteristicas del crecimiento de dichos hongos en ellos.



2 Introduccion

El cultivo de hongos comestibles ha tenido largos afios de experiencia en todo el mundo,
particularmente en las dos tltimas décadas ha habido una gran expansion en esta industria.
En la década de 1970 la produccion mundial de hongos estaba representada
predominantemente por la especie Agaricus bisporus con un 70%, situacion que cambio
notablemente ya que en la década de 1990 la produccién mundial de esta especie
representaba unicamente el 37% y otras especies comenzaron a adquirir importancia, entre
ellas Lentinula edodes y Pleurotus spp. representando totales de un 16.8% y un 16.3%,
respectivamente (Royse, 1997). Ademas de las especies ya mencionadas, las especies mas
cultivadas actualmente a nivel mundial son: Auricularia fuscosuccinea, A. polytricha,
Flammulina velutipes, Grifolia spp., Laetiporus sulphureus, Lentinula boryanus, L.
lepideus, Pholiota nameko, P. mutabilis, Stropharia rugoso-annulata, Tremella fuciformis,
y Volvariella volvacea (Royse, 1997). En total son mas de S0 las especies de hongos
comestibles 0o medicinales que se cultivan en el mundo; sin embargz, tal nimero puede
incrementar ya que muchas otras, tanto especies saprofiticas como micorricicas, son
susceptibles de ser cultivadas segiin se hagan investigaciones sobre ellas (Guzman ef al.,
1993; Danell y Camacho, 1997; Dahlstrom et al., 2000 y Yamada et al., 2001). En lo
referente a hongos comestibles con distribucion en México, hay un trabajo en el que los
autores sostienen que existe un total de 204 especiés, de las cuales 112 son comerciadas en
los mercados del centro del pais (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989). Del total de especies
comestibles conocidas en 1989, el 49% de ellas pertenece al grupo trofico saprofitico, el
46% al micorricico y el resto son parasitas (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989). Una manera

de contribuir al proceso de aprovechamiento de los hongos comestibles nacionales es



comenzar a generar informacion acerca de algunos de ellos. Debido a la basta gama de
especies mexicanas es necesario establecer criterios de seleccion que permitan abordar de

manera viable este problema.

Para elegir las especies con las que se realizaron los experimentos de este trabajo, se
consultaron diferentes referencias (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989; Villarreal, 1994 y
Montaiiéz, 1999) en las que se registran hongos comestibles que tienen distribucion en
localidades pertenecientes al territorio nacional y los grupos tréficos a los que pertenecen.
Con esta informacion se elaboré la Tabla 1. Se puso especial atencion en el subgrupo de
hongos saprobios ya que por sus propias cualidades tréficas es considerado por el autor de
esta tesis como el grupo artificial en el que se encuentran especies con mayor potencial para
ser cultivadas. Sin embargo, en los iltimos afios se han realizado cultivos de hongos
micorricicos en distintas condiciones experimentales (Danell y Camacho, 1997; Dahlstrom
et al., 2000 y Yamada et al., 2001) por lo que no se le resta importancia a los estudios en

los que se pfetenda cultivar especies de este segundo subgrupo de hoﬁgos comestibles.



Tabla 1. Hongos silvestres saprobios con distribucion en México

Especie Division Sustrato Fuente

Aleuria aurantia Ascomycota [Mantilo y Humus 1
Cookeina sulcipes Ascomycota |Sobre madera 1
C. tricholoma Ascomycota  |Sobre madera 1
Helvella acetabulum Ascomycota  |Terricola 3
H. crispa Ascomycota  |Terricola 3
H. lacunosa Ascomycota  |Mantillo y Humus 1
H. macropus Ascomycota  |Mantillo y Humus 1
Morchella costata Ascomycota  |Mantillo y Humus 1
M. crassipes Ascomycota  |Mantillo y Humus 1
M. elata Ascomycota  |Mantillo y Humus 1
Peziza badia Ascomycota  [Mantillo y Humus 1
Sarcosphaera eximia Ascomycota Mantillo y Humus 1
Agaricus arvensis Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
A. augustus Basidiomycota |Mantillo y Humus 1y2
A. bitorquis Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
A. campeslris Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
A. placomyces Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
A. silvaticus Basidiomycota |Mantillo y Humus 1y2
A. silvicola Basidiomycota |Mantillo y Humus 1y2
A. subperonatus Basidiomycota |Fimicola 1
A. subrutilescens Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Arachnion album Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Armillaria luteovirens Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
A. mellea |Basidiomycota |Sobre madera 1
Auricularia auricula Basidiomycota |Sobre madera 1
A. delicata Basidiomycota |Sobre madera 1
A. fuscosuccinea Basidiomycota |Sobre madera 1
A. mesenterica Basidiomycota |Sobre madera 1
A. polythicha Basidiomycota |Sobre madera 1
Boletellus ananas Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
B. betula Basidior..ycota |Mantillo y Humus 1
B. russellii Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Boletus barrowsii Basidiomycota |Mantillo'y Humus 1
B. piperatus Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Chlorophylium molybdites IBasidiomycota Mantillo y Humus 1
Clavaria vermicularis Basidiomycota |Sobre madera 1
Calvatia cyathiformis Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
C. gigantia |Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Clavulina cinerea Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
C. cristata Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
C. rugosa Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Clitocybe clavipes Basidiomycota |Sobre mantillo 2
C. gibba Basidiomycota |Mantillo y Humus 1y2
C. nebularis Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
C. suaveolens Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Collybia acervata Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
C. butyracea Basidiomycota |Mantillo y Humus 2y3
C. confluens Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
C. dryophila Basidiomycota |Mantillo y Humus 1, 23
C. polyphyila Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Coprinus comatus Basidiomycota |Fimicola 1
Favolus alveolaris Basidiomycota |Sobre madera 1
F. brasiliensis Basidiomycota |Sobre madera 1
Flammulina velutipes Basidiomycota |Sobre madera 3

1 = Villareal y Pérez-Moreno, 1089
2 = Villareal, 1994
3 = Montafez, 1999



Continta

Sparassis crispa
Strobilomyces floccopus
S. confusus

Stropharia coronilla
Suillus americanus
Vascellum curtisii

V. intermedium

V. gudenii

Volvariella bombycina

V. volvacea

Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

Sobre madera

Mantillo y Humus
Mantillo y Humus
Mantillo y Humus
Mantillo y Humus
Mantillo y Humus
Mantillo y Humus
Mantillo y Humus
Mantillo y Madera

Sobre madera y Fimicola

Especie Division Sustrato Fuente
Gomphus clavatus Basidiomycota Mantillo y Humus 1
Hericium caput-ursi Basidiomycota |Sobre madera 1
H. coraloides Basidiomycota |Sobre madera 1
H. erinaceus Basidiomycota |Sobre madera 1
Hohenbuehelia petaloides Basidiomycota |Sobre madera 1
Hydnopolyporus fimbriatus Basidiomycota |Sobre madera 1
Hydnum imbricatum Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Hygrophoropsis aurantiaca  |Basidiomycota |Sobre madera 1y2
Laccaria bicolor Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
L. farinacea Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Lentinula boryana Basidiomycota |Sobre madera 1
Lentinus lepideus Basidiomycota |Sobre madera 1y2
Lepista irina Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Lycoperdon candidum Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
L. oblongiosporum Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
L. pertatum Basidiomycota |Humicola y Terricola 2y3
L. imulatum Basidiomycota JMantillo y Humus 1
L. umbrinum Basidiomycota |Sobre humus 2
Lyophyllum decastes Basidiomycota |Mantillo y Humus 1y3
L. immundum Basidiomycota |Terricola 3
Macrolepiota procera Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Marasmius albogriseus Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Melanoleuca evenosa Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Mycena pura Basidiomycota |Mantillo y Humus 1y2
Omphalotus mexicanus Basidiomycota |Sobre madera 3
Panus conchatus Basidiomycota |Sobre madera 1
P. crinitus Basidiomycota |Sobre madera 1
Pleurotus comucopiae Basidiomycota |Sobre madera 1
P. dryinus Basidiomycota |Sobre madera 1
P. levis Basidiomycota |Sobre madera 1
P. ostreatoroseus Basidiomycota |Sobre madera 1
P. ostreatus Basidiomycota |Sobre madera 1y3
P. smithii Basidiomycota |Sobre madera 1
Pluteus atricapillus Basidiomycota |Sobre madera 3
Psathyrella spadicea Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
Pseudohydnum gelatinosum |Basidiomycota |Mantillo, Humus y Madera 1y2
Ramaria aurea Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
R. concolor Basidiomycota |Humicola 3
R. botryris Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
R. flavobrunescens Basidiomycota |Mantillo y Humus 1
R. stricta Basidiomycota |Sobre madera 1
Schizophyllum commune Basidiomycota |Sobre madera 1
S. fasciatum Basidiomycota |Sobre madera 1

Y
1
1
1
1
1
1
1
1
1

T = Villareal y Pérez-Moreno, 1989
2 = Villareal, 1994
3 = Montanez, 1999




2.1 Antecedentes

En las dltimas décadas, ademas de aparecer especies de hongos comestibles tales como
Lentinula edodes y Pleurotus spp. en los porcentajes de la produccién mundial superiores
al 10% (Royse, 1997), también ha habido avances en cuanto al cultivo de especies nuevas
en distintas partes del mundo. En 1978 Hashioka y Arita publicaron un trabajo en el que se
obtuvieron fructificaciones de 11 especies silvestres japonesas incluidas en los siguientes
géneros: Coprinus, Lyophyllum, Oudemansiella, Panellus, Pholiota y Pleurotus. En su
estudio se empleé la paja de arroz como componente principal del sustrato y se
complementaron los nutrientes del medio con excrementos de pollo, también se registra que
la produccién de basidiocarpos de la especie Pholiota adiposa fue probada como la mas
practicamente aplicable entre las especies incluidas. En 1981 Samajpati publicé un estudio
en el que se propone y comprueba tanto un método de cultivo para micelio en medio
liquido como el desarrollo de basidiocarpos de la especie india silvestre Tricholoma cassum
en composta sintética. Guinberteau y Olivier en el a*o 1991 publicaron una investigacién
en la que se-desarrollaron métodos para la produccién de basidiomas de especies silvestres
francesas del género Lepista utilizando compostas como sustratos. Kinuta en 1991 publicé
un trabajo en el que se propone un método para la fructificacion de Lyophyllum decastes
utilizando diferentes proporciones de rocas pulverizadas, paja y harinas de maiz y arroz, en
dicho trabajo no se menciona el origen de las cepas utilizadas. Finalmente Stamets en el
afio 2000 presenta un trabajo en el que se pueden encontrar numerosas técnicas de cultivo
de hongos comestibles y medicinales que incluyen a 31 especies distintas. Los trabajos

antes mencionados muestran que el numero de especies saprofiticas cultivadas puede



incrementar de acuerdo a los estudios que se realicen con ellas, es decir de acuerdo a la

acumulacion de informacion que se genere en nuevos estudios.



2.2 Justificacion

El conocimiento popular ancestral generado a lo largo de cientos de afios y el acumulado
durante varias generaciones de micélogos, referente al uso de los hongos comestibles con
distribucién natural en México, es explotado sélo parcialmente, reduciéndose el
aprovechamiento de 204 especies solo a la recoleccion para autoconsumo y para la
comercializacion local a baja escala exclusivamente en el periodo en el que se presentan de

manera natural, es decir la temporada de lluvias.

Estos recursos podrian ser utilizados para proveer alternativas de produccién de alimentos
de alto valor nutricional que contribuyan a la solucion de problematicas tanto locales, a
nivel nacional, como globales. Por otro lado, el incremento del conocimiento de los hongos
silvestres susceptibles de ser cultivados, ademas de proveer nuevas vias para el
aprovechamiento de este importante recurso natural mexicano, de alguna forma reitera la

importancia de los esfuerzos de conservacion tanto ¢r'tural como de la biodiversidad.

Por lo tanto es importante incrementar la cantidad de estudios que se enfocan al
conocimiento de la domesticacion y a las diferentes fases del cultivo de nuevas especies,
debido a que de esta manera aumenta el potencial de aprovechamiento de este importante
recurso y se tendrian nuevas alternativas para aplicar a algunos problemas en los que los
hongos son de gran utilidad, como la biotransformacion de desperdicios de procesos
agronomicos y domésticos, manejo de bosques y desarrollo de lineas de produccion de

alimentos de alto valor nutricional y ecologicamente sostenibles.
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2.3 Objetivos

Realizar aislamientos de cepas silvestres de hongos comestibles con distribucion natural en
Meéxico.
Explorar la posibilidad de producir micelio de los hongos aislados en diferentes medios de
cultivo.

Conocer algunas caracteristicas del crecimiento micelial de los hongos seleccionados en los

medios utilizados.



2.4 Hipotesis

Debido a las caracteristicas particulares de cada especie aislada, relacionadas con su
desarrollo, morfologia y fisiologia; al comparar aspectos relacionados con su crecimiento
micelial se encontraran diferencias entre ellas, estas diferencias deben tomarse en cuenta al

desarrollar métodos especificos de cultivo para produccién de micelio en gran escala.



3 Materiales y Métodos

3.1 Material fingico

Se realizaron tres recolecciones en dos tipos de vegetacion durante el mes de septiembre del
. ano 2002, es decir uno de los tltimos meses de la temporada de lluvias en el Valle de
Meéxico. Los sitios visitados fueron:

1 Desierto de los Leones, D.F. (bosque de coniferas)

2 Ajusco, D.F. (bosque de coniferas)

3 Inmediaciones del Cerro Tepozteco, Morelos. (bosque mixto)

El material recolectado fue identificado con base en las caracteristicas morfologicas y
utilizando claves de identificacién. Este material no incluia ninguna especie saprobia (Tabla
2). En total se identificaron 8 especies pertenecientes a 7 géneros, todas estan reconocidas
como micorricicas (Villarreal y Perez-Moreno, 1989) por lo que se descartaron para

efectuar aislamientos.
3.1.1 Material fingico aislado

Con la finalidad de obtener material fiingico para aislar cepas de hongos pertenecientes al
grupo de hongos saprobios comestibles, durante el mes de octubre del afio 2002 se
realizaron visitas a tres mercados: Jamaica y Merced de la Ciudad de México y Santiago
Tianguistenco del Estado de México. De esta manera fue posible adquirir especimenes a
precios que variaron entre $30 y $150 /kg. Se obtuvo informacion referente a su

procedencia, acerca de los nombres comunes que usan los vendedores, y se revisaron las



Tabla 2. Especimenes micorricicos recolectados
(no saprobios)

Especie

Division

Nombre comun

Amanita rubescens

-\ Tricholoma equestre
Clavariadelphus truncatus
Lactarius rubrilacteus
Russula brevipes
Gomphus floccosus
Hygrophorus russula
Hygrophorus cossus

Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota
Basidiomycota

mantecoso
no obtenido
no obtenido
enchilados
trompa
corneta
no obtenido
no obtenido
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caracteristicas morfologicas. Las determinaciones taxonomicas de este material se
efectuaron con base en cuatro claves de identificacion (Guzman, 1977; Hansen y Knudsen,
1992, 1997 y 2000). El material comprende a 10 cepas pertenecientes a 7 especies ubicadas
en 4 géneros (Tabla 3, pag 27). Las descripciones de dichas especies se presentan en la

primera seccién del capitulo 4 Resultados y discusion.

Con la intencién de facilitar la relacion de las secciones del presente capitulo y del capitulo
4 Resultados y Discusion, las siguientes secciones se organizaron de acuerdo a la estructura
de este 1ltimo, es decir, los titulos aqui presentados corresponden con los respectivos de

las secciones de dicho capitulo.

3.2 Aislamiento de las cepas de hongos silvestres

Se utilizaron dos medios semisolidos de agar cuya preparacién se describe a continuacion:
Agar agua (A-A): 20 g Agar +11H,0y

Extracto de malta agar (EMA): 15 g de extracto de malta + 20 g agar + 1 1 H,O

Los medios se esterilizaron en autoclave durante 30 minutos a una temperatura de 121 °C
y 15 libras x pulg’ de presion. Los aislamientos se efectuaron colocando trozos muy
pequenios del contexto de los cuerpos fructiferos en el centro de las placas de agar. Se
utilizé una campana de flujo laminar para reducir los problemas de contaminacion. En el
caso del género Morchella se procedid separando cuidadosamente las dos capas que
compones a los cuerpos fructiferos: himenio y adhimenio. Posteriormente, con ayuda de

una navaja filosa fria previamente esterilizada a la flama directa, se realizaron pequeiios
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cortes de la parte recientemente expuesta del himenio y se colocaron en las placas de agar.
En el caso de Morchella conica una de las cepas obtenidas se aislé a partir de una esporada,
el procedimiento utilizado fue el siguiente: se obtuvo una esporada en papel aluminio, se
cortd una seccion de éste y se sumergié en un frasco pequefio con 5 ml de agua,
previamente esterilizado y enfriado, se agité el trozo de aluminio y se retiré cuando el agua
se notaba turbia, se hicieron tres diluciones de este frasco transfiriendo sucesivamente 100
pl a frascos con 4.9 ml de agua, cada transferencia se hizo posteriormente a la agitacién del
frasco anterior. Se inocularon 50 pl de cada dilucién en placas de EMA. Se desecharon las
cajas contaminadas. Las que presentaron crecimientos miceliales con caracteristicas

consistentes con las del micelio de Morchella (Stamets, 2000) se transfirieron a nuevas

cajas de EMA.

3.3 Crecimiento micelial de 6 especies en medios de agar

Para la realizacion de este experimento, en los casos de las especies con las que sélo se
contaba con una cepa se eligieron las que presentaron mejor crecimiento en los medios de
agar utilizados en la etapa del aislamiento, por lo que no se incluy6 a Morchella conica. En
el caso de las especies Lyophyllum decastes y Clitocybe gibba, especies de las que se

contaba con dos cepas de cada una, se eligid la cepa con crecimiento mas vigoroso en la

misma etapa.

Medios de cultivo y sus componentes:

- Extracto de malta agar (EMA): 15 g de extracto de malta + 20 g agar+ 1 1 H,O destilada.
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- Papa dextrosa levadura agar (PDLA): A 1 1 H,O destilada en ebullicion se agregaron 300
g de papa pelada, el calentamiento a temperatura de ebullicién se mantuvo durante 30 min.
Se separd la fase liquida de la s6lida por filtracion y se afiadio H,O destilada para completar
a1l lporel agua perdida por evaporacion. A este extracto se agregaron 20 g de dextrosa,

20 g de agar y 2 g de levadura.

- Agar composta inmadura (A-Compln): A 1 1 de HO destilada se agregaron 15 g de
composta inmadura deshidratada, la mezcla se mantuvo en agitacion toda una noche, por
filtracion se separaron las particulas solidas, se completo el volumen a 1 1 con H;O

destilada y se anadieron 20 g de agar.

- Agar composta avanzada (A-CompAv): A 1 | de H,O destilada se agregaron 15 g de
composta avanzada deshidratada, la mezcla se mantuvo en agitacion toda una noche, por
filtracion se separaron las particulas solidas, se completé el volumen a 1 1 con H,0

destilada y se afiadieron 20 g de agar.

- Agar humus (A-Humus): A 1 1 de H;O destilada se afiadieron 15 g de tierra negra
deshidratada, la mezcla se mantuvo en agitacion toda una noche, se complet6 el volumen a

1 1 con H;O destilada y se anadieron 20 g de agar.

Los dos primeros medios mencionados en esta seccion son medios utilizados comunmente
en la produccion de micelio, los tres restantes fueron ideados y probados por primera vez en
este experimento. Todos los medios se esterilizaron en autoclave durante 30 min., a una

temperatura de 121 °C y 15 libras x pulg: de presion.



Procedimiento experimental:

Placas de agar en cajas Petri se inocularon en el centro con bloques de 5 x 5 mm de agar
obtenidos de los bordes de colonias previamente desarrolladas, dichos bloques se realizaron
con asas de siemba rigidas frias, esterilizadas a la flama directa continuamente. El inoculo
fue colocado en el centro de las cajas Petri de incubacion con la ayuda de una base de caja
Petri vacia que estaba marcada con la posicion en la que debia quedar el inéculo, esta base
se invertia y se alineaba debajo de cada caja a inocular. Se realizaron 3 réplicas de cada
medio de cultivo para cada cepa. Entre las mediciones, las cajas con los diferentes medios
correspondientes a cada cepa fueron colocadas en bolsas de plastico alargadas para evitar
contaminaciones. Las cajas fueron incubadas a 23 °C. Se realizaron las mediciones en una
campana de flujo laminar. Se midi¢ el radio maximo de cada colonia en diez ocasiones
durante un periodo de 29 dias, los dias de medicion fueron: 1°,2°, 3°, 5°, 6°, 8°, 11°, 17°,
19° y 29° contados a partir de la inoculacion. También se registraron caracteristicas
morfolégicas del micelio; los resultados se presentan en forma de graficas de crecimiento
radial por unidades de tiempo (dias), los puntos intermedios entre las mediciones se
obtuvieron graficamente dibujando el intervalo para cada dia de medicion a partir del
promedio del radio de las réplicas + la desviacion estandar y uniendo los intervalos de las
mediciones subsecuentes con una curva, que es la que se presenta (seccion 4.3). Debido a
que no todos los registros de los datos se efectuaron en dias consecutivos. para evitar
interpretaciones incorrectas de las curvas de crecimiento, en cada caso se elimind el ultimo
dato de las mediciones, es decir aquel en el que el micelio ya habia alcanzado el radio

maximo de la caja Petri.



3.4 Evaluacion de la produccion de esclerocios por especies del género Morchella

3.4.1 Produccion de esclerocios por Morchella angusticeps, M. conica, M. crassipes y M.

elata

Medio de cultivo:

Mezcla suelo trigo 1:5: El trigo se cocié en agua en ebullicion durante 30 minutos
aproximadamente. Se prepard una mezcla en proporcion 1:5 de tierra negra y trigo cocido.
Se colocaron 450 g de la mezcla en frascos de 860 ml de capacidad, se taparon con hule
espuma y aluminio y se esterilizaron en autoclave durante 1:30 hrs. a 121 °C y 15 Libras x
pulg2 de presion. Posteriormente al enfriamiento del medio, se inoculé cada frasco con un
disco de agar con el micelio del hongo deseado, dichos discos se obtuvieron presionando, a
manera de sacabocados, la placa de agar con la boca de tubos de 2.5 cm de didmetro
previamente esterilizados. Se agregaron 60 ml de H,O a los frascos en la primera y

segunda semana posteriores a la inoculacion. Se realizaron 4 replicas por cepa.

Procedimiento experimental:

Los frascos fueron colocados en cajas de carton e incubados a 23 °C, se hicieron
observaciones entre las hidrataciones del sustrato. Se registro la abundancia de esclerocios
a la 11* semana en términos semicuantitativos de acuerdo a cuatro categorias: ningin

esclerocio, pocos esclerocios, abundancia media y esclerocios abundantes.
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3.4.2 Formacion de esclerocios de Morchella elata en medio EMA con suplementos

Medios de cultivo:

El medio EMA fue preparado de manera independiente con varios suplementos no
convencionales, es decir, no encontrados en métodos comunes para el cultivo de hongos: 5
extractos, una mezcla de ellos y pastillas comerciales de vitaminas y minerales maceradas.
Los 5 extractos fueron hechos a partir de: trigo y sorgo crudos; basura organica doméstica
deshidratada (que incluia cascaras de aguacate, naranja, limon, papaya y platano, asi como
restos de pan, tortilla, masa de tamal, hoja de maiz, cascaron de huevo, cebolla, semillas de
aguacate y ramas de racimos de uvas); aserrin de encino; aserrin de encino prchidratado y
extracto vegetal (ver seccion 3.5.2). De cada ingrediente o grupo de ingredientes 200 g
fueron licuados en 1 1de H,O destilada, se separaron las fases liquidas de las sélidas por
filtracion, estas ultimas se desecharon en todos los casos y a las primeras se les adicionaron
los componentes habituales del EMA en las proporciones normales utilizadas en todos los
experimentos en los que se empled este medio (secciones 3.1 y 3.2). El medio que fue
preparado mezclando los extractos se obtuvo combinando 100 ml de cada uno de los
extractos anteriormente descritos y adicionando los componentes habituales del EMA
proporcionalmente al volumen. El medio EMA con vitaminas y minerales se preparé de la
siguiente manera: se maceraron 5 comprimidos de un producto vitaminico, cuyo nombre
comercial es Centrum, en 200 ml de H,O destilada, se mezcld el macerado con 800 ml de

H,0 destilada y se agregaron los componentes habituales del EMA.
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Procedimiento experimental:

Se inocularon las placas de los medios con discos de agar obtenidos a partir de placas
previamente invadidas por la cepa de Morchella elata, los discos se obtuvieron presionando
directamente, a manera de sacabocados, dichas placas con la boca de tubos de 1.5 cm de
didmetro previamente esterilizados y enfriados. Para facilitar la colocacion central del
indculo se utilizé una base de caja Petri invertida marcada en el centro, en cada inoculacién
dicha base se alineaba invertida debajo de la caja a inocular. Se compararon dos
condiciones de incubacién del cultivo: por un lado, iluminacién diuma natural y
temperatura ambiente oscilante; y por otro, oscuridad y temperatura constante a 23 °C. Se
realizaron dos réplicas para cada medio en cada condiciéon de incubacion. Se evalué la
abundancia de esclerocios a la tercera semana de acuerdo a cuatro categorias
semicuantitativas: ningin esclerocio (0), pocos esclerocios (1), abundancia media (2) y

esclerocios abundantes (3).

3.5 Produccion de inoculo

3.5.1 Invasion de granos de cereal por Morchella crassipes, M. elata 'y por Sparassis

crispa

Medios de cultivo:

Se describira la preparacion de estos sustratos de sorgo y trigo utilizando el caso del sorgo,
ya que el procedimiento fue el mismo en el caso de ambos granos exceptuando la parte de
la preparacion en la que se afiadio el doble de la concentracion de sales, que se realizo

inicamente en el caso del sorgo. Se cocio el grano aproximadamente durante 30 min en
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agua previamente en ebullicion, se enfrié con agua corriente y se permitio que escurriera el
agua atrapada entre los granos, posteriormente se peso el grano cocido, se adicionaron las
sales de acuerdo al peso en la siguiente proporcién: Ca;SO4 1.3% y CaCO; 0.3%, para la
preparacion del sustrato con doble contenido de sales se adicionaron 2.6 % de Ca,SOq y
0.6 % de CaCOj. Se prepararon tubos de 2.5 em de didmetro por 20 cm de largo colocando
35 g de cada mezcla. Los tubos fueron tapados con hule espuma y aluminio y se
esterilizaron durante 30 min a 121 °C y 15 libras x pulg® de presién. Los tubos fueron
inoculados con discos de agar previamente colonizado, que se obtuvieron presionando las
placas de agar, a manera de sacabocados, con la boca de tubos de 1.5 cm de diamétro
previamente esterilizados y enfriados. Los tubos fueron incubados a 23 °C. Se realizaron

cuatro réplicas de cada sustrato.

Procedimiento experimental:
Se revisaron periodicamente los tubos y se registré el dia en que fueron totalmente

invadidos por la cepa en cuestion, los datos se presentan como el promedio de los dias de la

invasion total del sustrato + la desviacion estandar.

3.5.2 Produccidn de biomasa de Morchella elata en medios liquidos de extracto vegetal

Medios de cultivo:
Extracto vegetal: Este medio se prepard licuando y filtrando 400 g de ramas y hojas de
Schinus molle (pirul) y de Cupressus sp. (ciprés) en 1 1 de H;O destilada. La fase solida se

desech y la liquida se esterilizé en autoclave durante 30 min a 121 °C y 15 libras x pulg’

de presion.
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Extracto vegetal + extracto de malta: Este medio se preparé utilizando el extracto vegetal
anteriormente descrito, al cual se le agregaron 15 g de extracto de malta / 1 H;O antes de la

esterilizacion.

Procedimiento experimental:

Se colocaron en un vaso homogeneizador 50 ml de agua estéril previamente enfriada y una
placa de agar previamente invadida por Morchella elata. La homogeneizacion se realizé
durante intervalos de tiempo subsecuentes y acumulados de 20, 40, 60 y 80 segundos, en
cada tiempo se obtuvieron cuatro alicuotas del homogeneizado y se inocularon dos
matraces de 150 ml con 50 ml de cada medio, es decir 4 en total. Posteriormente los
matraces se incubaron en agitacion a 23 °C durante dos semanas, se separd el micelio del
medio por filtracion, se peso el micelio hidratado y finalmente se deshidraté para obtener

la biomasa seca.

3.5.3 Efecto de la homogeneizacion del micelio en el crecimiento de Lyophyllum decastes

en medios liquidos

Medios de Cultivo:
Medio Peptona glucosa: Los componentes de este medio y sus proporciones fueron: 2 g de

peptona + 2 g de glucosa anhidra + 50 mg agar /100 ml H,O.

Extracto de malta (EM): Los componentes y las proporciones de este medio son las
anteriormente descritas para el medio extracto de malta agar (EMA) exceptuando el agar

(secciones 3.1 y 3.2).
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Procedimiento experimental:

Se realizé la homogeneizacion del micelio colocando en un vaso homogeneizador 50 ml de
H,O destilada estéril previamente enfriada y una placa de agar colonizada por la especie
Lyophyllum decastes. La homogeneizacion se hizo en intervalos subsecuentes y
acumulados de 30, 45, 60, 75 y 90 segundos, después de cada intervalo se obtuvieron
alicuotas de 50 pl que se distribuyeron en seis matraces de 120 ml con 50 ml de cada medio
(dos réplicas por medio). Los matraces fueron incubados a 23 °C. Cuatro de ellos en
agitacion, dos de cada medio, y dos sin agitacion correspondientes al medio EM. Se
verificé el crecimiento del micelio a la segunda semana de incubacién utilizando dos

categorias: con crecimiento y sin crecimiento.



4 Resultados y Discusion

4.1 Descripcion de las especies aisladas

Clitocybe gibba (Pers.: Fr) Kumm.

Cuerpo fructifero de mediano a grande 3-10 cm de alto, al inicio convexo, posteriormente
aplanado y finalmente deprimido profundamente, mamiforme al centro, color crema, paja,
beige palido o cuero. Margen al inicio enrollado y posteriormente incurvado; contexto
delgado, de color blanco, sabor dulce; especimenes maduros higrofanos. Consistencia
ligeramente elastica o subcorreosa. Laminas decurrentes, aserradas, blancas o palidas.
Estipite 4-10 cm de largo x 0.5-1.2 cm de ancho, concolor al pileo; sélido, algunas veces
algo excéntrico y ensanchado en la base, glabro o fibriloso, en ocasiones estriado. Esporas:

blancas, 5-8 x 3-5 um, ovovales o lacriformes. Presente en bosques de coniferas.

Lyophyllum decastes (Fr.: Fr) Sing.

Pileo de 2-10 cm de diametro, liso, de convexo a plano, algunas veces deprimido; color
café grisaceo claro, café amarillento claro, grisaceo, amarillento o blanquecino-paja.
Laminas adheridas al pie o un poco continuadas hacia este; blancas, blanquecinas o
amarillentas, base carnosa prominente de la cual emergen los cuerpos fructiferos formando
un conglomerado. Estipite: 5-10 cm de largo x 0.6-1.5 cm de ancho, color blanco o
amarillento, a veces es excéntrico. Esporas: blancas, 5-7 um, globulares o elipsoides, lisas,

no amiloides. Crece en el suelo en bosques de encinos y pinos.
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Morchella angusticeps Peck.

Cuerpo fructifero semejante a un panal, 5-10 cm de alto x 1-3 cm de ancho, hueco. Presenta
costillas con bordes negros que separan a alveolos de formas cuadradas o rectangulares
dispuestos en filas verticales. Estipite: 2-8 cm de alto x 2-6 cm de ancho. Color blanco, con
textura granular, 5-12 cm de largo x 2.4 cm de ancho. Fuertemente surcado o lacunoso,

furfuraceo o glabro. Esporas amarillentas, elipsoides, 18-25 x 11-15 pm, lisas.

Morchella conica Pers.:Fr.

Cuerpo fructifero delgado y alargado, 3-8 cm de alto x 2-3 cm de ancho, hueco, oval u
obtusamente coénico, costillas longitudinales relativamente paralelas, color gris pardo o
negruzco pardo, usualmente formando lineas subparalelas, las costillas horizontales son
cortas, color café negruzco. Estipite: 2-4 cm de largo x 1-1.5 cm de ancho, blanquecino
después amarillento pardusco, forma cilindrica. Esporas amarillentas, 20-24 x 12-14 pum

elipticas. En areas abiertas de bosques de coniferas.

Morchella crassipes Peck.

Cuerpo fructifero ]afgﬁ y ancho, 7-15 c¢cm de alto x 7-10 cm de ancho, hueco, ovoide o
campanulado, algunas veces puntiagudo con depresiones angulares profundas e irregulares
café olivaceas, costillas amplias color café oscuro. Estipite: 10-11 cm de alto x 5-6 cm de
ancho. La parte inferior engrosada con pliegues profundos longitudinales color crema.
Esporas de 20-22 x 12-14 um, elipsoides, lisas. Este hongo ha sido encontrado en suelos

enriquecidos.
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Morchella elata Bull.: Fr.

Cuerpo fructifero mayor a 8 cm de alto, hueco, obtusamente conico, costillas profundas
mas o menos paralelas, delgadas y mal definidas, raramente bifurcadas o anastomosadas,
costillas transversales delgadas, mas cortas que las principales, color café amarillento
palido. Estipite mas o menos lacunoso, furfuraceo, blanco. Esporas de 19-25 x 14-15 pm,

elipticas, lisas. En bosques de coniferas y encinos.

Sparassis crispa (Wulf.: Fr.) Fr.

Cuerpo fructifero de 10 a 30 cm de alto, camoso, como un conglomerado redondeado de
muchos lébulos anastomosados de forma petaloide con margenes delgados ondulantes,
color crema a amarillo palido, frecuentemente emergiendo desde las raices de alguna planta
perenne, pseudoesclerocio subterraneo alargado. Hifas irregularmente infladas, la mayoria

con fibulas. Esporas de 5-7 x 3-5 pum, elipsoides, hialinas, negativas al reactivo de Melzer.

4.2 Aislamiento de las cepas de hongos silvestres

En total se aislaron 10 cepas pertenecientes a 4 géneros (Tabla 3). Morchella angusticeps y
Morchella conica no estan registradas en el listado de hongos saprobios, pero fueron
incluidas en el estudio para ampliar la informacién acerca del género. La totalidad de las
cepas aisladas, excepto una, se obtuvo a partir del material adquirido en los tres mercados
mencionados en la seccion 3.1.1; la excepcion fue la cepa de Spurassis crispa que se

obtuvo a partir de material que llego por donacion al laboratorio de Micologia del Instituto



Tabla 3. Aislamiento de cepas silvestres de hongos comestibles
procedentes? del Estado de México

Especie Obtencién Aislamiento
Lugar Procedencia Fecha Medio*
Clitocybe gibba M. Santiago T | San. Tia. E. Méx 26/10/02 EMA
Clitocybe gibba M. Jamaica Rio Frio E. Méx 29/10/02 EMA
Lyophyllum decastes M. Santiago T | San. Tia. E. Méx 19/10/02 EMA
Lyophyllum decastes M. Jamaica Rio Frio E. Méx 28/10/02 EMA
Morchella angusticeps | M. Santiago T | San. Tia. E. Méx 18/10/02 A-A
Morchella conica M. Santiago T | San. Tia. E. Méx 17/10/02 A-A
Morchella conica ' M. Santiago T | San. Tia. E. Méx 23/10/02 EMA
Morchella crassipes M. Santiago T | San. Tia. E. Méx 17/10/02 A-A
Morchella elata M. Santiago T | San. Tia. E. Méx 18/10/02 A-A
Sparassis crispa* 1. Biol. (UNAM) Morelos 12/10/02 EMA

* Medios. EMA (exctracto de malta agar), A-A (agar agua)

' Aislamiento a partir de esporar

2 86lo en este caso la cepa aislada no es originaria del Edo. Méx.
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de Biologia, UNAM. Dicha cepa también es la tinica que procede de una localidad no

perteneciente al estado de México.

En términos generales el estado del material biolégico (grado de pureza-contaminacion)
determiné la posibilidad de efectuar los aislamientos. En el presente trabajo los dos medios
utilizados para realizar los aislamientos fueron utiles, aunque por la presencia de
contaminantes en numerosos ensayos de aislamiento se recomienda utilizarlos
adicionandolos con algunos antibiéticos como es practicado por algunos autores (Pinzon-
Picasefio ef al., 1982). Para los casos de otros hongos se considera que probablemente sea
importante la composicién del medio y quizas las condiciones de incubaci6én del micelio en

el proceso de aislamiento.

Una manera de verificar si efectivamente se aislaron las especies determinadas
taxonémicamente, fue revisar si las caracteristicas cualitativas del micelio de estos hongos
correspondian con las caracteristicas reportadas (Stamets, 2000), esto ocurrrié en los casos
de las cepas del género Morchella y en la de la especie Sparassis crispa. En el primer caso
se trataba de un micelio blanquecino que se expandia répidamente en el medio EMA y que
después de algunos dias de invadir completamente las placas de agar formaba esclerocios
que inicialmente presentaban la misma coloracion que el micelio en expansién, finalmente
tomaban una coloracién café; el medio también tomaba una coloracion café. En el segundo
caso, el micelio presentaba una coloracién gris-blanquecina y formaba seudo-
fructificaciones algodonosas distribuidas aleatoriamente en el medio. En los caso de las
cepas de las especies Clitocybe gibba y Lyophyllum decastes no se encontraron

descripciones como las mencionadas en lineas anteriores pero al ser aisladas dos cepas de
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cada especie, se pudieron comparar entre si, lo que permitié comprobar que fueran

consistentes las caracteristicas microscopicas de ambas cepas para cada especie.

4.3 Crecimiento micelial de 6 especies en medios de agar

Una vez obtenidas las cepas, se realizé un primer experimento para determinar algunas
caracteristicas de su crecimiento vegetativo en diferentes medios, como crecimiento radial
de la colonia, tipo de micelio y eventualmente en el caso del género Morchella, la
formacién de esclerocios. Se inocularon seis de las cepas aisladas en 5 medios diferentes de
facil obtencion y se midio el radio de la colonia en diez ocasiones durante 29 dias. En el
caso de algunas especies el experimento no tuvo una duracion mayor a 8 dias por la
rapidez con la que fueron colonizadas las placas de agar. También se registraron
caracteristicas cualitativas del micelio en crecimiento. Dos de los medios utilizados son
ricos en nutrimentos: extracto de malta agar (EMA) y papa dextrosa levadura agar (PDLA),
estos, son utilizados ampliamente en la propagacion de micelio. Contrariamente, los tres
medios restantes son pobres en nutrimentos: agar extracto de composta inmadura (A-
Compln), agar extracto de composta avanzada (A-CompAv) y agar extracto de humus (A-
Humus) y fueron ideados y probados por primera vez en este experimento. Los resultados
(Figuras 1-6) se presentan en forma de gréficas de crecimiento radial de las colonias en
funcién del tiempo. Estas graficas estan acompaiiadas de caracteristicas cualitativas del

crecimiento micelial en cada medio.

En la figura 1 se observa el crecimiento radial de la cepa 26/10 de Clitocybe gibba en los 5

medios. En general, el crecimiento es similar al principio y diverge gradualmente con el
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Figura 1.
Crecimiento micelial de Clitocybe gibba en 5 medios

—LEMA
—2-PDLA
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Caracteristicas del micelio de las colonias desarrolladas

Carantarisficas — — Medios de cultivo
EMA PDLA A-Complin | A-CompAv A-Humus
|Color Blanco Amarillo Blanco Blanco Blanco
Abundancia Denso Denso Escaso Escaso Escaso
Tipo Inmerso Inmerso Inmerso Inmerso Inmerso
Colonia (Forma) Circular Circular Irregular Irregular Irregular
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tiempo en todos los medios; las mediciones obtenidas para los medios més ricos en
nutrientes, EMA y PDLA ocupan sitios intermedios. En dos de los medios considerados
p;obrcs en cuanto a la cantidad de nutrimentos, A-Compln y A-CompAv, la mayoria de las
mediciones del crecimiento son mayores en comparacion con el resto de los medios; en el
medio restante, A-Humus, también considerado pobre en nutrimentos, se obtuvieron las
menores mediciones. Las caracteristicas del micelio en los medios pobres diferian
n_otablemente de las caracteristicas observadas en los medios ricos, se trataba de un micelio
escaso y de crecimiento irregular; las colonias mas vigorosas se presentaron en los medios
ricos, c;)mo lo indican las caracteristicas cualitativas de la figura 1.

El:l el caso de la cepa 19/10 de Lyophyllum decastes (figura 2), se notan dos tendencias de
crecimiento radial, una, de mayor crecimiento, en los medios EMA, PDLA y A-Humus; y
otra de menor crecimiento en los medios, A-Compln y A-CompAv. Una vez mais el
crecimiento radial rapido en medios pobres, en este caso en el medio A-Humus, no indica
crecimiento micelial vigoroso (ver caracteristicas cualitativas del crecimiento de la columna
A-Humus). Resulta curioso que sean tan similares las curvas entre dos medios
cénlrastantes, por un lado PDLA un medio rico en nutrimentos y por otro A-Humus, un
medio pobre. Con los elementos que aporta este experimento es dificil explicar esta
respuesta, podria tratarse de una coincidencia de los valores de crecimiento por un lado en
un medio en el que el crecimiento radial es alto por la presencia de nutrimentos utilizados
por el hongo y por otro lado un crecimiento radial rapido ocasionado por la dominancia
apical tipica de algunos medios pobres en la cantidad de carbono disponible, este
comportamiento se discute en los parrafos finales de esta seccién. Ya que la respuesta en

los tres medios pobres no fue la misma es posible también que en el caso del medio A-



Figura 2.

Crecimiento micelial de Lyophyllum decastes en 5 medios
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Caracteristicas del micelio de las colonias desarrolladas
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Humus actie alguna capacidad de este hongo a responder de manera estimulada a la
presencia de algin componente del humus, esto podria comprobarse al revisar el
crecimiento de la misma cepa en medios tanto pobres como moderados y ricos en la
cantidad de nutrimentos pero adicionados en una primera serie con la misma cantidad de
extracto de humus y en series subsecuentes con distintas cantidades de extracto de humus,
cada serie con sus respectivos controles en los que no se complemente el medio con

extracto de humus.

La figura 3 muestra el crecimiento radial de la cepa de Morchella angusticeps, en este caso
en todos los medios se present6 un crecimiento rapido y algo similar excepto en el medio
PDLA. En este medio el crecimiento radial fue menor en todos los puntos con respecto a
los otros pero el desarrollo micelial presenté mejores caracteristicas, y mas aun en lo
referente a la produccién de esclerocios (ver seccion inferior de la figura 3). Sélo en este

medio y en EMA se formaron esclerocios.

En la cepa de Morchella crassipes (figura 4) no se presentaron diferencias notables en las
curvas de crecimiento en los diferentes medios, pero se destaca que en todos los medios el
crecimiento radial fue muy rapido y solo en los medios ricos se presentaron caracteristicas
cualitativas de crecimiento vigoroso, en particular la densidad del micelio fue mayor en

estos medios y nuevamente son los tinicos en los que se formaron esclerocios.

La figura 5 presenta el crecimiento de la cepa de Morchella elata, en este caso se observa
un comportamiento estrechamente similar al de Morchella angusticeps, es decir, se

presentan crecimientos radiales rapidos en todos los medios, el menor en el medio PDLA



Figura 3.

Crecimiento micelial de Morchella angusticeps en 5 medios
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Figura 4.

Crecimiento micelial de Morchella crassipes en 5 medios
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Figura 5.

Crecimiento micelial de Morchella elata en 5 medios
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pero con las mejores caracteristicas miceliales, una vez mas la abundancia de esclerocios
fue mayor en este medio que en EMA, nuevamente unicos medios en los que se presentaron
estas estructuras; se presenta crecimiento mayor en dos de los medios pobres aunado a
caracteristicas no vigorosas del micelio y las curvas de dos medios contrastantes son muy

similares, siendo los mismos medios en ambas cepas, es decir EMA y A-Humus.

En el caso de la cepa de Sparassis crispa (figura 6), se notan dos tipos de crecimiento, uno
lento en los medios A-Compln y A-CompAv y otro notablemente rdpido en los tres medios
restantes. Nuevamente, el crecimiento en A-Humus es rapido pero el micelio no presenta la
misma exuberancia que en EMA y PDLA. En el medio A-Compln se presenta el tnico
caso, para todas las cepas y medios probados, en el que el crecimiento se detiene y la curva
toma una pendiente horizontal, esto significa que este tipo de experimentos aportarian
mayor informacién si fueran planeados dispositivos de cultivo para tiempos de crecimiento
largos (esto implicaria algunas complicaciones técnicas). En el presente caso el limite de
crecimiento observable en el radio de la colonia estaba dado por las paredes de las cajas
Petri, es decir, 40 mm. Por lo que la duracién maxima del experimento estuvo limitada sélo
a 4 semanas. Con dispositivos que permitieran crecimientos mayores, no solamente
radiales, sino volumétricos, este tipo de experimentos podrian ser de gran utilidad en
estudios del crecimiento vegetativo micelial y darian posibilidad de obtener datos
probablemente importantes para el conocimiento de las caracteristicas del crecimiento de
hongos en distintos medios, tanto de hongos de los que ya se conocen aspectos
fundamentales de su fructificacion como de hongos cuyos aspectos estén por conocerse. Sin
embargo, como es notable en los parrafos anteriores de esta seccién, a partir de este

experimento fue posible determinar algunas caracteristicas del crecimiento de las cepas



Figura 6.
Crecimiento micelial de Sparassis crispa en 5 medios
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elegidas en los cinco medios utilizados. Con este tipo de anilisis, se pueden realizar
clasificaciones objetivas de medios de acuerdo al comportamiento de los hongos en ellos, lo
que aporta informacion referente a sustratos en los que el crecimiento micelial es mejor, en

términos cuantitativos y cualitativos.

Las graficas de crecimiento radial obtenidas con estos experimentos coinciden con las
obtenidas por algunos autores (Cochrane, 1958 y Griffin, 1994) en ellas se encuentran
distintas fases de curvas de crecimiento sigmoidal en las que el micelio al estar establecido
en un medio presenta una tendencia natural de crecimiento radial caracterizada por un
crecimiento lineal, que al considerar el crecimiento total de la biomasa resulta un tipo de
crecimiento volumétrico exponencial. Durante la primera fase no se encuentra un
crecimiento observable en términos cuantitativos, en el presente caso, al considerar todas
las cepas utilizadas y todos los medios, esta fase tuvo distintas duraciones, desde algunas
horas hasta dos dias, el nombre que recibe dicha fase es el de fase retardada. Como lo
sugieren algunos experimentos de fragmentacion del micelio, esta fase requiere de algin
tiempo para la preparacion de la expansion de las hifas (Cochrane, 1958; Robinson, 1978 y
Griffin, 1994). La siguiente es la fase exponencial, en esta la tasa de crecimiento se ve
acelerada (las pendientes de los puntos en ella tienden a la verticalidad), dicha fase tuvo una
duracion breve en la mayoria de los casos pero se presenté muy marcadamente en la cepa
de la especie Morchella crassipes en todos los medios, en esta fase se considera que la
presencia de nuevas ramificaciones es critica en la aceleracién del crecimiento por el
aumento de ramificaciones y por la obtencion de nutrientes del medio a partir de ellas hasta
que se consigue la tasa maxima de crecimiento (Griffin, 1994), después de esta fase el

crecimiento radial continua pero haciéndolo de manera lineal, esta fase es la que domina en
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la mayoria de las graficas y corresponde con la fase en la que el micelio se ha establecido
en el medio (Cochrane, 1958 y Griffin, 1994), a esta le sigue una fase de decaimiento del
crecimiento (las pendientes de las curvas tienden a la horizontalidad); esta fase se observa
solo en algunos casos; en particular en el de la cepa de Morchella crassipes en los medios
A-Humus y EMA y en el caso de la cepa de Sparassis crispa en los medios A-Compln y
A-CompAyv, esta fase corresponde con el agotamiento de algin nutrimento limitante o con
la acumulacion de productos de desecho (Griffin, 1994), finalmente el crecimiento termina
cuando la curva de crecimiento es totalmente horizontal, es decir la pendiente de la curva
en esta fase es igual a cero, por lo que el crecimiento se detiene, esto ocurrié, como se ha -
mencionado en parrafos anteriores, solo en la cepa de Sparassis crispa en el medio A-

Compln, ésta es considerada como la fase de muerte (Cochrane, 1958 y Griffin, 1994).

La mayor rapidez del crecimiento micelial en medios pobres, tendencia presente en cuatro
de las seis cepas probadas, es interpretada como respuesta a un estrés relacionado con
déficit de nutrimentos. El micelio se expande sobre estos sustratos principalmente de
manera longitudinal-radial, sin ramificarse como normalmente lo hace o si se ramifica de
manera normal (no se realizaron analisis de los patrones de ramificacion en los diferentes
medios) el crecimiento de las ramificaciones se ve disminuido al compararlo con el
respectivo de las hifas principales, lo que resulta en modificaciones de la morfologia
normal de la colonia. Aunque Robinson (1978) considera que este tipo de expansion rapida
del micelio en medios con fuente de carbono limitada es una ventaja de los hongos en
ambientes naturales porque incluso los medios pobres en nutrimentos son colonizados
rapidamente, el autor de este trabajo considera que es un tipo de estrategia de crecimiento,

seleccionada naturalmente, en la que sc emplea menos energia en términos de la
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acumulacion de materia, ademas de ser la manera mas eficaz de encontrar otro sustrato o
de salir de uno desfavorable, sin considerar efectos quimiotrépicos de sustratos préximos.
Este tipo de dominancia apical del crecimiento relacionada con la disponibilidad de
nutrimentos ha sido documentada con anterioridad (Robinson, 1978 y Griffin, 1994). Lo
que se esperaria si el crecimiento continuara en el tiempo, es que en todos los medios
pobres el micelio llegaria a una longitud méaxima determinada por la cantidad de energia
presente en el indculo ya que por tratarse de un sustrato pobre, el micelio se expande sobre
éste rapidamente utilizando sélo la energia disponible en el inéculo y en el mismo micelio,

practicamente sin obtener nada del sustrato.

El fenémeno de dominancia apical del micelio en medios pobres, indica que la velocidad
de crecimiento radia! por si misma no es un buen elemento para determinar el
aprovechamiento de un sustrato por los hongos y que probablemente los medios mejor
utilizados por estos organismos son aquellos en los que se presenta un crecimiento lento o
moderado pero con caracteristicas miceliales mas vigorosas. En estudios posteriores seria
muy interesante evaluar la respuesta del crecimiento micelial radial de distintos hongos en
medios completos o en extractos de ellos en los que se haya comprobado su fructificacion,
esto mostraria caracteristicas de sus comportamientos en dichos medios y probablemente
podrian extrapolarse dichas respuestas al compararlas con las de hongos de los que se
desconoce el tipo de sustrato en el que fructifican. Lo anterior, aunado al anélisis de las
caracteristicas ecologicas de los sitios en los que fructifican, podria ser una estrategia util
para la investigacion del proceso de fructificacion de hongos que no se han logrado

cultivar.



4.4 Evaluacion de la produccion de esclerocios por especies del género Morchella

En dos de las técnicas exitosas propuestas para el cultivo de Morchella (Stamets, 2000), la
parte fundamental es la produccion de esclerocios. Por este motivo se realizaron dos
experimentos que aportan informacién acerca de la produccién de estas estructuras por

especies de este género.

4.4.1 Produccién de esclerocios por Morchella angusticeps, M. conica, M. crassipes y M.

elata

Este experimento se realizé con la finalidad de determinar cual de las cepas aisladas
presentaba mayor produccion de esclerocios. Lo anterior se hizo evaluando
semicuantitativamente la abundancia de esclerocios de todas las cepas del género
Morchella en un mismo medio de cultivo que consistié en una mezcla suelo-trigo en
proporcion 1:5, se empleo este medio ya que se ha comprobado su utilidad en la produccién
de esclerocios del género Morchella (Stamets, 2000). Las cepas que presentaron mayor
abundancia de esclerocios fueron la de Morchella crassipes y la de Morchella elata (tabla
4). La cepa de Morchella conica obtenida a partir del cuerpo fructifero, no presenté ningin
esclerocio; la cepa de esta misma especie que fue aislada a partir de esporas formd
esclerocios con una abundancia media y la cepa de Morchella angusticeps formo muy
pocos. Este experimento muestra variaciones interespecificas e intraespecificas en la
produccién de esclerocios en el género Morchella en las condiciones utilizadas (ver seccién
3.3.1 en material y métodos), lo que indica que existen diferencias fisioldgicas claras entre

las especies e incluso entre cepas de la misma especie. Dado que los esclerocios estin



Tabla 4. Produccion de esclerocios de 4 especies del
género Morchella después de 11 semanas de
incubacion en sustrato de suelo-trigo (1:5)

Especie Color Abundancia*
Morchella angusticeps ocre 1
Morchella conica ** ocre obscuro 2
Morchella conica - 0
Morchella crassipes ocre claro 3
Morchella elata ocre claro 3

* 0 = sin esclerocios, 1 = pocos, 2 = regular, 3 = abundantes

** Cepa obtenida a partir de esporas
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. constituidos principalmente de materiales en la forma de compuestos de carbono (Smith v
Berry, 1978) es probable que las diferencias observadas estén dadas por distintas cualidades
de cada especie o cepa en los procesos de digestion extramicelial, en el transporte de
compuestos del sustrato al micelio, en la translocasién de moléculas en el micelio e incluso
en la dindmica de sintesis y transformacion de los componentes miceliales del esclerocio.
Para aclarar los procesos fisiologicos que pueden estar ocasionando estas diferencias se
requeriria de minuciosas pruebas caracteristicas de estudios enzimaticos o biomoleculares;
sin embargo, otra manera de incrementar el conocimiento de la produccion de estas
estructuras por especies del género, seria a partir del estudio de una amplia gama de cepas
de la misma especie y distintas condiciones de cultivo como se practica ampliamente en
estudios de- micologia -aplicada (Hashioka y Arita, 1978; Guinberteau y Oliver, 1991 y
Kinuta 1991), lo que permitiria obtener una produccion mas eficiente de estas estructuras,
que, como se ha mencionado son fundamentales en las técnicas de fructificacion de estos

preciados hongos.

4.4.2 Formacion de esclerocios de Morchella elata en medio EMA con suplementos

Uno de los datos que aportd el primer experimento (seccién 4.3, figuras 3-5) fue que la
produccién de esclerocios en especies del género Morchella es afectada por la composicion
del medio en el que se desarrolla el micelio. Esto motivo a la realizacion de un experimento
en el que se pudiese comparar la produccion de esclerocios en una gama amplia de medios.
Se utilizo como medio base extracto de malta agar (EMA) por su comprobada efectividad
en la produccion de esclerocios, tanto en el presente trabajo (figs. 3-5) como por los datos

de Singh y Verma (2000). Se probaron 7 suplementos, 6 preparados a partir de extractos de
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materiales faciles de adquirir por su disponibilidad y por sus precios, 3 de ellos son
productos de desecho (basura organica doméstica y aserrines), y uno consistié de un
producto vitaminico comercial. En este experimento también se determiné la abundancia de
esclerocios en los distintos medios comparando dos tratamientos: por un lado iluminacion
diurna natural y temperatura ambiente oscilante y por otro lado oscuridad y temperatura
constante a 23 °C. Se encontraron diferencias entre los medios y entre los tratamientos
probados (Tabla 5). Los niveles fueron desde ningin esclerocio hasta esclerocios
abundantes. El medio en el que se presento la mayor abundancia de esclerocios fue el de
EMA con el suplemento de vitaminas y minerales. El tratamiento en el que hubo mayor
cantidad de esclerocios fue el de iluminacion diumna y temperatura ambiente oscilante. En
los casos de los medios con extractos de granos de trigo y sorgo y en el de extracto de
aserrin prehidratado, no se presentaron diferencias entre las condiciones de incubacion
probadas, en el resto de los casos si se presentaron diferencias entre ellas; consistentemente
hubo una mayor abundancia de esclerocios cuando la temperatura fue variable y la
iluminacién diurna natural. Se atribuyen las diferencias principalmente a las variaciones de
temperatura ya que, al tratarse de estructuras subterraneas no habria razones para creer que
la luz esté afecitando en su formacién. Esto podria comprobarse de manera sencilla al
realizar experimentos en los que se compare de manera independiente el efecto de la
temperatura y de la iluminacién. En este experimento, al comparar los dos tratamientos de
incubacién utilizados para cada medio, solo en los medios con extracto vegetal y con
vitaminas y minerales se presentaron diferencias de dos niveles semicuantitativos
utilizados, de 0 a 2 y de 1 a 3 respectivamente, en el resto de los. casos cuando hubo
diferencia las hubo solo con- niveles subsiguientes de produccion de esclerocios. Es

importante destacar la mayor abundancia de esclerocios en el medio EMA con vitaminas y



Tabla 5. Formacion de esclerocios de Morchella elata en
medio EMA suplementado con extractos

Abundancia de esclerocios

Suplementos = : -
mper v ;
(Extractos) eilus:nz:i:)an diir::ae‘ 23 G, Oscuridad
Trigo y sorgo 2 2
Basura organica 1
e 0
domeéstica
Aserrin encino 1 0
Aserrin encino 2 2
prehidratado

Extracto vegetal 2 0
Mezcla * 2 1
Vitaminas y Minerales ** 3 1

0= ningun esclerocio, 1=pocos, 2=regular, 3=abundantes
Extractos = filtrado del macerado de 200g del componente en 1 | de agua
" Mezcla de todos los extractos anteriores
** Esle medio se prepard con dos capsulas de vitaminas y mi Centrum
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minerales. Como se ha mencionado en el apartado de Materiales y Métodos y al inicio de
esta seccion, todos los medios tenian como componente principal extracto de malta y se
afiadieron diversos suplementos, sin embargo, el medio en el que la produccién de
esclerocios fue mayor fue aquél en el que el suplemento estaba dado por pequefias
cantidades de muchas sustancias importantes en bajas concentraciones, lo que sugiere que
en alguna medida la produccién de estas estructuras resulta mejor no cuando se incorporan
mas moléculas estructurales de los esclerocios, es decir carbohidratos (Smith y Berry,
1978), como en el caso del extracto de trigo y sorgo, sino cuando se incorporan al medio
micronutrientes, esto podria indicar que alguno o algunos de los procesos fisiologicos
relacionados con la formacion de estas estructuras se ven favorecidos al estar presentes
tales sustancias. Dichos procesos podrian ser los relacionados con las actividades digestivas
extramiceliales, con el transporte de compuestos del sustrato al micelio, con la
translocacion de moléculas en el micelio e incluso con la dinimica de sintesis y

transformacion de los componentes miceliales del esclerocio.

4.5 Produccion de inéculo

Una de las fases fundamentales en el cultivo a gran escala de hongos comestibles es la
produccion de indculo, ésta es posible realizarla mediante sustratos semisdlidos, liquidos y
sélidos. Estos dos iltimos tipos de sustratos son los mas empleados en la produccion

industrial de inéculo y fueron los que se utilizaron en los siguientes experimentos.
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4.5.1 Invasion de granos de cereal por Morchella crassipes, M. elaia y por Sparassis crispa

Para este experimento, la seleccion de cepas estuvo dada por el buen crecimiento que
presentaron las tres cepas en el primer experimento (seccién 4.3, figs. 4 - 6). En el proceso
de produccion de inéculo de distintas especies, utilizando granos, tanto la concentracion de
sales como el grano son factores que influyen en alguna medida (Stamets, 2000). Por ello,
se probo el efecto de distintos sustratos, en los que se variaron estos factores, sobre el
tiempo (dias) requerido para obtener la invasion total. Se evaluaron trigo y sorgo con la
misma concentracion de sales y también el doble contenido de sales para el caso del sorgo.
Las cepas utilizadas fueron: Morchella crassipes, M. elata y Sparassis crispa. En las cepas
de Morchella crassipes y Sparassis crispa se encontraron diferencias mayores a tres dias al
comparar los sustratos (Tabla 6). En el caso de Morchella elata, comparando el trigo y el
sorgo, hubo una invasién mas rapida en el trigo; y, de entre las dos concentraciones de
sales en sorgo, se requirieron menos dias para ia invasion en la concentracién mayor. En el
caso de Morchella crassipes, al comparar los dos tipos de grano se presenté mayor
velocidad en el trigo, como en el caso anterior. Al comparar la rapidez de la invasion del
grano de sorgo con dos diferentes concentraciones de sales, se encontré que ésta fue mas
rapida en la concentracion menor. El iiltimo caso es el de la cepa de Sparassis crispa, con
ella la mayor velocidad se obtuvo en sorgo al comparar los dos granos, al comparar las
concentraciones, se requiri6 menos tiempo en la menor concentracion. Se realizaron
analisis de varianza independientes. uno por especie, para determinar si existian diferencias
significativas entre los tratamientos. En los casos de las cepas de Morchella elata y
Sparassis crispa no se encontraron diferencias significativas: Fag< 446 P<.05% vy

F1/9<4.26 P<.05% respectivamente. En el caso de Morchella crassipes si se encontraron



Tabla 6. Invasion de granos de cereal por Morchella elata, M. crassipes y

por Sparassis crispa

Tiempo requerido para la invasion total del sustrato

Sustrato (dias)
Especies
Morchella Morchella .
0, 0,
Jgrano Ca,;S04 (%) CaCO; (%) slata crassipes Sparassis crispa
1.3 0.3 120, 17 10.0 ,. 0.0 16.0,. 16
Sorgo
26 0.6 10.8,. 1.0 128, 19 17.0 ,. 42
Trigo 1.3 0.3 103,17 93, 05 19.0 ,. 1.4
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diferencias significativas entre los tratamientos pero se atribuyen a la carencia de
homocedasticidad de los datos, es decir, las varianzas de los tratamientos resultaron ser
diferentes estadisticamente; el resultado del analisis respectivo es el siguiente: Fy53>4.46 P
=.05%. Todo lo anterior sugiere que, al utilizar dichas cepas, en términos estadisticos, los
sustratos utilizados no presentan las diferencias suficientes para hacer notar distintas
respuestas a las variaciones de los factores analizados, en particular la cantidad de sales y
el grano. Los andlisis estadisticos se realizaron siguiendo los procedimientos reportados en

la literatura especializada (Daniel, 1987; Riffenburg, 1993 y Bland, 2000).

4.5.2 Produccion de biomasa de Morchella elata en medios liquidos de extracto vegetal

La intencién de este experimento fue establecer si un medio liquido de facil elaboracion,
como el extracto vegetal de Schinus molle y Cupressus spp., es til para la produccién de
inéculo de Morchella elata en dos semanas de incubacion a 23°C, en agitacién y
oscuridad. Fue elegida la cepa de Morchella elata porque ademas de ser un buen candidato
a cultivo por su aceptacion, presenté buen crecimiento en distintos medios probados
previamente en diferentes experimentos. Se evalué la produccién de biomasa en extracto
vegetal simple y adicionado con extracto de malta. Ya que los medios liquidos suelen ser
inoculados con micelio homogeneizado, se intentd probar también el efecto de varios
tiempos de homogeneizacion. Se encontré crecimiento micelial en el extracto vegetal
simple pero fue mucho menor al crecimiento en el medio adicionado con extracto de malta
(Tabla 7). Los resultados de este experimento coinciden con lo descrito en distintos trabajos
(Brock, 1951; Gilbert, 1960; Faris et al., 1996 y Singh y Verma, 2000) en los que se

establece que es posible producir el micelio de especies del género Morchella en una gama



Tabla 7. Produccién de biomasa (mg) de Morchella elata en
medios liquidos de extracto vegetal

Tiemponds Biomasa (mg)
homogeneizacion . Medios
(s) Extracto vegetal Extracto vegetal + EM
20 1094.0 +- 34.4 3826.0 +- 136.2
40 1055.3 +- 64.3 3835.3‘ +- 190.2
60 1187.7 +- 68.3 3972.3 +- 40.3
80 910.0 +- 27.2 Sin crecimiento

El Extracto vegetal se prepard moliendo y filtrando 400g de Schinus molle y de Cupressus spp. (ramas y hojas)
EM = Extracto de malta (15 g/l)
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amplia de medios de cultivo, pero se obtiene crecimiento més rapido y mas abundante
cuando la fuente de carbohidratos esta basada en extracto de malta. Las medias entre los
tratamientos se compararon por pruebas de ¢ independientes para cada tiempo, en todos los
casos hubo diferencias significativas. Ya que los datos presentan los mismos grados de
libertad para cada tiempo, los resultados del anilisis se presentan de manera conjunta: t;<<-
4.303, P<0.05 %. Los valores respectivos del coeficiente t para los tiempos son: 20 seg t,=
-27.50, 40 seg t= -19.58 y 60 seg t;= -49.64. Aunque no se realizaron analisis para
comparar los distintos tiempos de homogeneizacion de cada.tratamiento, se observa que el
tiempo de 60 seg de homogeneizacién del micelio fue el que present6 valores mayores en
ambos tratamientos, sin embargo, también se observa que eliminando el cuarto tiempo (80
seg) no se presentaron grandes diferencias entre los tiempos restantes por lo que se
considera que, al trabajar con esta cepa, todos ellos son 1tiles en este tipo de experimentos.
Los anilisis estadisticos se realizaron siguiendo los procedimientos reportados en la

literatura especializada (Daniel, 1987; Riffenburg, 1993 y Bland, 2000).

4.5.3 Efecto de la homogeneizacion del micelio en el crecimiento de Lyophyllum decastes

en medios liquidos

Este experimento se realizé con el objetivo de verificar si la técnica de homogeneizacién
del micelio es 1til para producir inéculo de Lyophyllum decastes en medios sumergidos: Se
eligio la cepa de esta especie porque ya ha sido reportada como una especie susceptible de
ser cultivada (Kinuta, 1991). Se probaron diferentes tiempos de homogeneizacion micelial
en tres condiciones diferentes: los medios fueron peptona glucosa (PG) y extracto de malta

(EM) en agitacion, y EM sin agitacion. Sdlo fueron viables los homogeneizados realizados
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con los tiempos menores, es decir, 30, 45 y 60 segundos; y solo se present6 crecimiento
micelial en los medios con agitacion (Tabla 8). No hubo ningin crecimiento observable a
simple vista en la segunda semanas en el resto de los tratamientos. La técnica de
homogeneizacion micelial para la produccion de inéculo en medios sumergidos resulta ttil
en muchos hongos; sin embargo, cada especie, y quizd cada cepa, resiste de manera
diferente la homogeneizacion micelial de acuerdo a la constitucion de sus hifas; por lo
tanto, es indispensable determinar para cada hongo los tiempos de homogeneizacién
adecuados. Como se ve en la tabla 8, en el caso de la cepa utilizada de la especie
Lyophyllum decastes, el limite de resistencia en los tiempos probados fue de 60 segundos
en los dos medios con agitacién. Debido a que la agitacién incrementa la aereacion del
medio, es posible que la ausencia de crecimiento en EM sin agitacion haya estado dada por

la baja disponibilidad de oxigeno disuelto.



Tabla 8. Efecto de la homogeneizacion sobre el
crecimiento micelial de Lyophyllum decastes

(cepa 29/10) en medios liquidos

Tiempo de Medios
homogeneizacion
(s) PG (A) EM(A) EM (s A)
30 + + SC
45 + + SC
60 + ;- SC
75 SC SC SC
90 SC SC SC

+ = Crecimiento micelial en esférulas de micelio ala 2° Semana

SC = Sin crecimiento micelial
A= Agitacion
s A= Sin agitacion
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5 Conclusiones

- Los medios extracto de malta agar y agar agua son titiles en el aislamiento de distintas

especies de hongos tanto saprobias como micorricicas.

- La disponibilidad de nutrimentos del medio de cultivo afecté el crecimiento radial de las

colonias de las cepas probadas.

- Los medios papa-dextrosa-levadura-agar y extracto de malta-agar son ftiles para la

produccién de esclerocios del género Morchella.

- El crecimiento del micelio de hongos en distintos medios de cultivo puede ser descrito y

modelado en términos cuantitativos por curvas sigmoidales de crecimiento.

- Existen variaciones intraespecificas e interespecificas en la produccién de esclerocios por

especies del género Morchella.

- La produccion de esclerocios por la cepa probada de la especie Morchella elata en

cultivo, es afectada favorablemente por la presencia de vitaminas y minerales.

- La produccién de esclerocios por la cepa probada de la especie Morchella elata es

afectada en cultivo por factores ambientales tales como temperatura e iluminacion.
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- No se presentaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las velocidades
de invasion de la cepa de Morchella elata en los medios s6lidos preparados con granos y

sales minerales.

- No se presentaron diferencias estadisticamente significativas al comparar las velocidades
de invasion de la cepa de Sparassis crispa en los medios sdlidos preparados con granos y

sales minerales.

- Las diferencias estadisticamente significativas encontradas al comparar las velocidades de
invasion de la cepa de Morchella crassipes en los medios sélidos preparados con granos y

sales minerales se atribuyen a heterocedasticidad.

- El extracto vegetal simple a partir de hojas y ramas de Schinus molle y Cupressus sp. fue
util para la produccion micelial de la cepa probada de la especie Morchella elata, sin

embargo se obtuvieron mejores resultados cuando la fuente principal de carbono fue

extracto de malta.

- La técnica de homogeneizacion micelial fue util para obtener indculo en medios
sumergidos de la cepa probada de la especie Morchella elata, utilizando tiempos de

homogeneizacion de 20, 40 y 60 segundos e incubando en agitacion a 23 °C.

- La técnica de homogeneizacion micelial tiene utilidad en la produccion de indculo en

medios sumergidos de la cepa probada de la especie Lyophvilum decastes. cuando se
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utilizan tiempos de homogeneizacion de 30, 45 y 60 segundos, los medios peptona/glucosa

y extracto de malta e incubando en agitacion a 23 °C.
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