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BIOTECNOLOGIA DE HONGOS COMESTIBLES SILVESTRES DE LOS
GENEROS Hebeloma Y Coprinus

Anaitzi Carrera Martinez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2020
RESUMEN

Los hongos silvestres ectomicorrizicos y saprofitos son un componente de enorme
importancia ecoldgica en los ecosistemas forestales dado que participan en el reciclaje de
nutrimentos. Adicionalmente poseen una gran importancia social por su comestibilidad por
miembros de grupos étnicos y poblacion rural. En el presente estudio se evaluaron
caracteristicas macro, microscopicas y moleculares de la simbiosis ectomicorrizica entre
Hebeloma alpinum y Suillus pseudobrevipes, asociados con Pinus ayacahuite. Las raices
cortas ectomicorrizadas de H. alpinum se caracterizaron por poseer micelio laxo de color
blanquecino, abundantes hifas emanantes y las de S. pseudobrevipes fueron de simples a
coraloides con superficie algodonosa blanca cuando jovenes y posteriormente de color café,
con abundantes cristales de oxalato en sus hifas, ademas de la presencia de rizomorfos. La
descripcion molecular mostré una homologia genética de 99% para H. alpinum y 97% para
S. pseudobrevipes. Por otra parte, se describio macro, morfolégica y molecularmente a una
nueva especie de hongo perteneciente al género Coprinus, denominada C. pjiekakjooensis,
un hongo endémico de los bosques de Lomas de Teocalzingo, municipio de Ocuilan, en el
estado de Meéxico, con importancia gastronémica por habitantes del grupo originario
Tlahuica-Pjiekjakjo. Los caracteres diagnosticos de la especie son la longitud de sus
esporomas de hasta 70 cm y el largo y ancho de sus esporas; el analisis filogenético mostré
que C. pjiekakjooensis pertenece al género Coprinus sensu stricto. Es de gran importancia
realizar trabajos que permitan conocer la riqueza de especies de hongos comestibles
silvestres saprofitos en nuestra nacion, por su potencial de cultivo; y en el caso de las especies
ectomicorrizicas, su potencial utilizacion como bioinoculantes en arboles nativos para la

reforestacion.

Palabras clave: simbiosis micorrizica, conocimiento tradicional, importancia ecoldgica,

técnicas moleculares, hongos saprofitos.



BIOTECHNOLOGY OF WILD EDIBLE FUNGI OF THE GENERA
Hebeloma and Coprinus
Anaitzi Carrera Martinez, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2020
ABSTRACT

Wild ectomycorrhizal and saprophytic fungi are a component of enormous ecological
importance in forest ecosystems because they play a crucial role in nutrient recycling.
Furthermore, they have great social importance for its edibility by members of ethnic groups
and rural populations. In the present study, the macro, microscopic and molecular
characteristics of the ectomycorrhizal symbiosis between Hebeloma alpinum and Suillus
pseudobrevipes, associated with Pinus ayacahuite, were evaluated. The short
ectomycorrhizal roots of H. alpinum were characterized by having lax whitish mycelium,
abundant emanating hyphae, and those of S. pseudobrevipes ranging from simple to coralloid
with a white cottony surface when young and later brown in colour, with abundant oxalate
crystals in its hyphae, in addition to the presence of rhizomorphs. The molecular description
showed a genetic homology of 99% for H. alpinum and 97% for S. pseudobrevipes. On the
other hand, a new species of fungus belonging to the genus Coprinus, named C.
pjiekakjooensis, a mushroom endemic to the forests of Lomas de Teocalzingo, municipality
of Ocuilan, in the state of Mexico, was described macro, morphologically and molecularly.
It has biocultural importance as food by inhabitants of the original group Tlahuica-Pjiekjakjo.
The diagnostic characteristics of the species are the length of its basidiomata of up to 70 cm
and the length and width of its spores. Phylogenetic analysis found that C. pjiekakjooensis
belongs to the genus Coprinus sensu stricto. It is of great importance to conduct studies
related to the species richness of saprophytic wild edible in Mexico, due to their potential for
cultivation; and in the case of ectomycorrhizal species, because of their potential use as

bioinoculants in native trees for reforestation.

Key words: mycorrhizal symbiosis, traditional knowledge, ecological importance,

molecular techniques, saprophytic fungi.
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INTRODUCCION GENERAL

Los hongos son un grupo de organismos de gran importancia para el mantenimiento de la
vida, adquiriendo gran relevancia ecoldgica en los ecosistemas donde existen, algunos
realizan asociaciones simbioticas mutualistas con las raices de las plantas asociadas
(Renteria-Chavez et al., 2017; Villegas-Olivera et al., 2017), e indispensables para el
establecimiento de los bosques (Martinez-Reyes et al., 2012), ademas de ser un importante
elemento para la conservacion y produccién forestal (Pérez-Moreno y Read, 2004); por otra
parte, algunas especies de hongos intervienen en la descomposicion de materia organica,
ademas, reciclan y mineralizan macro y micronutrientes, volviéndolos disponibles para las
plantas. Adicional a su relevancia ecolégica, los hongos comestibles silvestres (HCS) poseen
valor gastronémico y econdmico, debido a sus propiedades nutricionales (Peng et al., 2020),
utilizados en la elaboracion de innumerables platillos tradicionales, relevantes para la
identidad cultural de las comunidades que practican y trasmiten este conocimiento de
generacion a generacion, las cuales datan desde épocas prehispanicas (Hernandez et al.,
2016). De igual manera, los HCS poseen propiedades medicinales (Jiménez et al., 2013),
teniendo efectos benéficos para la salud: utilizados para la cura y prevencién de
enfermedades. Debido a la asociacion que realizan los hongos ectomicorrizicos, se han
desarrollado técnicas que permiten la supervivencia de especies forestales, pues dependen de
la simbiosis ectomicorrizica establecida entre el hongo y la raiz de las plantas forestales, vital
para su crecimiento optimo. Actualmente la utilizacion de plantas ectomicorrizadas en el
sector forestal enfocado en la produccion de arboles de Navidad o con fines de reforestacion
y restauracion de areas degradas como es el caso de Pinus ayacahuite es de gran interés,
ademas de favorecer la reactivacion econdémica en las areas en donde se desarrolla (Arteaga-
Leon et al., 2018; Peréz-Moreno et al., 2020), contribuir en la conservacion del habitat
(referido a alimentacion, abrigo, sitio reproductivo y generacidn de microclimas especificos)
para un gran numero de especies asociadas, que a su vez, coadyuvan a mitigar los efectos del

cambio global, especialmente en areas degradadas.

Preocupados por la situacion de deterioro en el que se encuentran las areas microendémicas
del desarrollo de la nueva especie aqui descrita y de los bosques de nuestro pais,
principalmente por los procesos de deforestacion y cambio de uso de suelo, se considera

1



importante conocer los hongos que forman parte de la diversidad que existe en México, dado
gue estos recursos tienen un potencial importante en la reforestacion, restauracion y
mantenimiento de los bosques. Por otra parte, a pesar de la importancia que poseen los HCS,
se conoce que a nivel mundial existen méas de 1.5 millones de especies de hongos (Montes et
al., 2003) y sélo 7% han sido descritos, 2000 son consideradas comestibles y de ésta cifra,
alrededor de 100 se cultivan experimentalmente, cabe sefialar que nuestro pais es el mayor
productor de hongos en Latinoaméricay el décimo sexto productor de hongos a nivel mundial
(Martinez-Carrera et al., 2007). Por éste motivo es necesario generar informacion sobre la
diversidad de HCS, que nos permita en un fututo generar los principios para su cultivo, ya
que en la actualidad, la produccion de hongos comestibles en México ofrece notables ventajas

sociales, econémicas y ecoldgicas (Martinez-Carrera et al., 2000).

El presente trabajo tiene como objetivos realizar descripciones macro y micromorfologicas
en los micobiontes inoculados en las raices de Pinus ayacahuite, una especie forestal
pifionera y nativa de México, asi mismo, esta especie puede llegar a ser una alternativa para
rehabilitar suelos degradados, ademas tiene grandes expectativas ornamentales y en México
es una de las principales especies para la producciéon de pinos de Navidad; debido a la
importancia que posee P. ayacahuite, es necesario generar conocimiento basico para la
conservacion de la mismay para hacer un uso sustentable de éste recurso a largo plazo. Cabe
sefialar que son escasos los trabajos publicados que involucran la asociacién ectomicorrizica
en raices del pino de Navidad mexicano (Arteaga-Leon et al., 2018). Por otra parte, se realizd
la caracterizacién macro, micromorfolégica y molecular de una nueva especie de hongo
gigante perteneciente al género Coprinus, denominada C. pjiekakjooensis, especie con
distribucion micro endémica y desafortunadamente en peligro de desaparecer. Este hongo es
saprofito y por tanto con un enorme potencial de cultivo, y que en un futuro puede ser
utilizado para producir alimentos de alta calidad a partir de materia organica generada a partir
de desechos agricolas (Dulay et al., 2012), y que el grupo originario que posee las areas en
donde se desarrolla lo cultive, contribuyendo asi al conocimiento de Coprinus
pjiekakjooensis como un hongo silvestre con importancia ecologica, biocultural y comestible
para el grupo étnico Tlahuica-Pjiekakjoo, pertenecientes a la comunidad de los Bienes

Comunales de San Juan Atzingo, municipio de Ocuilan, estado de México.
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Objetivos e hipdtesis

Objetivo general

Contribuir al conocimiento biotecnoldégico de los hongos comestibles silvestres

pertenecientes a los géneros Hebeloma, Suillus y Coprinus.

Obijetivos especificos

1.

Caracterizar las estructuras diagnosticas de la simbiosis ectomicorrizica de Pinus
ayacahuite con Hebeloma alpinum y Suillus pseudobrevipes, especies de hongos
silvestres ectomicorrizicos ampliamente consumidos en el centro de México, con

potencial biotecnolégico para produccién de inoculantes forestales.

Realizar la caracterizacion molecular de los micobiontes Hebeloma alpinum y Suillus
pseudobrevipes presentes en las raices de P. ayacahuite a través de la secuenciacién

de las regiones ITS.

Caracterizar las estructuras macro y micromorfologicas de ejemplares de Coprinus

pjiekakjooensis, para su registro e identificacion como nueva especie.

Efectuar una descripcion quimica, en términos de pH, contenido de materia organica,
capacidad de intercambio catidnico, densidad aparente y concentraciones de macro y
micronutrientes del suelo forestal en el que crece Coprinus pjiekakjooensis, un hongo
comestible silvestre saprofito, endémico de los bosques de Lomas de Teocalzingo,
municipio de Ocuilan en el estado de México, con potencial biotecnologico de

cultivo.



Hipotesis

1. Pinus ayacahuite es susceptible de ser colonizado por Hebeloma alpinum y Suillus
pseudobrevipes, especies de basidiomicetes ectomicorrizicos, con interés alimentario,

ecoldgico y biotecnoldgico.

2. Los estudios moleculares, son un valioso complemento en la confirmacion de la
identificacion de especies de hongos comestibles ectomicorrizicos silvestres de
México asociadas con las raices ectomicorrizadas de Pinus ayacahuite, el arbol de

Navidad Mexicano.

3. Coprinus pjiekakjooensis constituye una nueva especie con base en sus caracteristicas
macro, micromorfolégicas y moleculares comparada con otras especies cercanas

pertenecientes al género Coprinus.

4. Las relaciones filogenéticas entre Coprinus pjiekakjooensis, con base en el analisis
de secuencias de la region ITS del ADN, permiten confirmar que es una nueva
especie, al ser comparada molecularmente con otras especies pertenecientes al género

Coprinus sensu stricto.



CAPITULO 1- CARACTERIZACION MORFOLOGICA, ANATOMICA Y
MOLECULAR DE ECTOMICORRIZAS DE Pinus ayacahuite Ehrenberg CON
DOS HONGOS COMESTIBLES

1.1 RESUMEN

Cada afio México produce aproximadamente 560,000 arboles de Navidad, principalmente la
especie nativa Pinus ayacahuite Ehrenberg. A pesar de su importancia ecoldgica y ambiental
y de que P. ayacahuite requiere de manera obligada del establecimiento en sus raices de la
simbiosis ectomicorrizica, los estudios de los micobiontes ectomicorrizicos asociados con
esta especie son escasos. El objetivo del presente trabajo fue caracterizar las ectomicorrizas
de dos hongos comestibles ampliamente consumidos en el centro de México, Hebeloma
alpinum J. Favre y Suillus pseudobrevipes A.H. Sm. y Thiers, asociados con P. ayacahuite.
Se sintetizaron ectomicorrizas entre P. ayacahuite y dos especies de hongos comestibles
ectomicorrizicos. Después de 6 afios se seleccionaron las plantas que tenian colonizaciones
de 100% para caracterizarlas. La caracterizacion morfoanatémica se realiz6 mediante cortes
histoldgicos y microscopia optica de campo claro y electrénica de barrido. La identificacion
molecular se realizé mediante la técnica de PCR (reaccidn en cadena de polimerasa), usando
laregion ITS (Internal Transcribed Spacer), especificamente ITS4 e ITS5. Las ectomicorrizas
de H. alpinum se caracterizaron por poseer micelio laxo de color blanquecino y abundantes
hifas emanantes y las de S. pseudobrevipes por su superficie lisa blanca cuando joven y
posteriormente de color café, con abundantes cristales de oxalato en sus hifas, ademas de la
presencia de rizomorfos. Los resultados moleculares mostraron una homologia genética de
99% para H. alpinum y 97% para S. pseudobrevipes. La caracterizacion morfoanatomica y
molecular permite la diferenciacion entre micobiontes cercanos a nivel de especie. Sin
embargo, a la fecha el uso de dichas herramientas ha recibido escasa atencion para las
especies Neotropicales. El presente estudio constituye uno de los pocos que caracterizan
ectomicorrizas sintetizadas con el pino de Navidad mexicano (P. ayacahuite).

Palabras clave: Suillus pseudobrevipes, Hebeloma alpinum, inoculacién, hongos

comestibles



1.2 ABSTRACT
Mexico produces around 560,000 Christmas trees annually, mainly the native species Pinus
ayacahuite Ehrenberg. Despite its economical, ecological and environmental importance and
the fact that P. ayacahuite requires the establishment of ectomycorrhizal symbiosis at its
roots, identification and characterization of the ectomycorrhizal mycobionts associated with
this species have received little attention. The objective of the present work was to
characterize the ectomycorrhizae of P. ayacahuite with two edible fungi widely consumed in
central Mexico: Hebeloma alpinum J. Favre and Suillus pseudobrevipes A.H.Ye. and Thiers.
Ectomycorrhizae were synthesized between P. ayacahuite and two edible ectomycorrhizal
fungi. After 6 years, plants that had colonizations of 100% were selected to characterize them.
Morphoanatomical characterization was performed using histological sections and light field
optical and scanning electron microscopies (SEM). Molecular identification was performed
using the PCR (polymerase chain reaction) technique, sequencing the ITS (Internal
Transcribed Spacer) region, specifically ITS4 and ITS5. The ectomycorrhizae of H. alpinum
were characterized by having lax mycelium of whitish colour and abundant emanating
hyphae, and those of S. pseudobrevipes by their smooth white surface when young and brown
coloured later, with abundant oxalate crystals in their hyphae, very clear under SEM, and by
the presence of rhizomorphs. The molecular results showed a genetic homology of 99% and
97% for H. alpinum and S. pseudobrevipes, respectively. Morphoanatomical and molecular
characterization allows differentiation between closely related mycobionts at the species
level. However, to date the use of such tools has received little attention for Neotropical
species. The present study constitutes one of the few that characterize synthesized

ectomycorrhizae with the Mexican Christmas pine (P. ayacahuite).

Keywords: Suillus pseudobrevipes, Hebeloma alpinum, inoculation, edible fungi



1.3 INTRODUCCION

Los pinos establecen una simbiosis mutualista con especies de hongos silvestres denominada
ectomicorriza la cual produce redes miceliales de enorme relevancia estructural y funcional
para el mantenimiento de los ecosistemas forestales (Martinez-Reyes et al., 2012; Villegas-
Olivera et al., 2017), permitiendo la absorcion de macro y micronutrientes fundamentales
para la supervivencia de las plantas (Renteria-Chavez et al., 2017). Por otra parte, algunos
de los hongos asociados a las raices de los pinos producen cuerpos fructiferos o esporomas
comestibles, que forman parte de la dieta en la época de lluvia de los pobladores aledafios a
las areas forestales (Pérez-Moreno et al., 2008).

México cuenta con 47 especies de pinos, de los cuales aproximadamente 55% son endémicos.
Pinus ayacahuite var. ayacahuite es un arbol nativo de México. La palabra “ayacahuite”
proviene del nahuatl “ayaucuahuitl” y significa “pino de niebla” (Viesca y Aranda, 1997),
esta especie es ampliamente utilizada en la produccion de arboles de Navidad, que requiere
de manera obligada del establecimiento de la ectomicorriza en sus raices, proporcionando
resistencia a las enfermedades, al estrés hidrico y a la contaminacién. En México, la
produccion de arboles de Navidad es una actividad que se desarrolla desde hace 40 afios, el
afio anterior se produjeron aproximadamente 560,000 arboles de navidad, principalmente de
esta especie (CONAFOR, 2020). A nivel mundial es una industria forestal valuada
anualmente en billones de ddlares, la cual favorece la reactivacion econémica en las areas en
donde se desarrolla (Chastagner y Benson, 2000; Arteaga-Leon et al., 2018). Estas
plantaciones contribuyen en la conservacion del habitat (referido a alimentacion, abrigo, sitio
reproductivo y generacion de microclimas especificos) para un gran nimero de especies
asociadas, las cuales a su vez, coadyuvan a mitigar los efectos del cambio global,
especialmente en areas degradadas. Por tal motivo es importante establecer mejoras en los
programas de conservacion y uso de especies forestales (Alvarez-Moctezuma et al., 2007;
Arteaga-Ledn et al., 2018). Debido a que la asociacion ectomicorrizica es obligada para los
pinos, se han desarrollado técnicas de inoculacién con hongos que permiten la supervivencia
de especies forestales en campo. Uno de los criterios de seleccidn que ha cobrado actualmente
primordial interés a nivel internacional es la utilizacion de hongos ectomicorrizicos

comestibles como bioinoculantes de arboles forestales (Pérez-Moreno et al., 2020).



Hebeloma alpinum y Suillus pseudobrevipes son dos especies de hongos silvestres
comestibles ectomicorrizicos, con gran importancia econdmica, biotecnoldgica y ecoldgica
en México (Pérez-Moreno et al., 2010; Blanco et al., 2012); H. alpinum es ampliamente
consumido en el centro del pais (Pérez-Moreno et al., 2010) y Suillus pseudobrevipes es una
especie con vida de anaquel corta, por lo que es usualmente usada para autoconsumo en
México, por lo cual es ideal para la utilizacién como bioinoculante liquido. Estas dos especies
tienen un enorme potencial como bioinoculantes para la utilizacién en vivero con una
tecnologia relativamente facil, de bajo costo y con alta eficiencia de colonizar en los primeros
estadios ontogénicos de plantas, puesto que se encuentran catalogadas como especies
pioneras (Pérez-Moreno et al., 2020; Garibay-Orijel et al., 2013; Ashkannejhad y Horton,

2005) y prosperan en condiciones de baja fertilidad.

A pesar de su enorme relevancia ecoldgica los estudios relacionados con la identificacion de
hongos comestibles silvestres ectomicorrizicos asociados con el arbol de Navidad Mexicano,
P. ayacahuite han recibido escasa atencion (Musédlem y Ramirez, 2003; Arteaga-Leon et al.,
2018). Por esta razon, resulta de enorme importancia la exacta identificacion y descripcion
de sus ectomicorrizas. En el presente trabajo por primera ocasion se describen en forma
detallada las caracteristicas de las ectomicorrizas de H. alpinum y S. pseudobrevipes con P.
ayacahuite con técnicas de caracterizacion morfoanatomica y molecular, especialmente
usando microscopia electrénica de barrido. Este tipo de estudios permitiran a futuro una
adecuada seleccion e identificacion de especies de hongos ectomicorrizicos y su futura
utilizacion en especies de pino para plantaciones, reforestaciones o restauracion ecoldgica de
zonas degradadas (Carrasco-Hernandez et al., 2011; Garibay-Orijel et al., 2013; Pérez-
Moreno et al., 2020), considerando que su implementacién puede representar multiples
beneficios a largo plazo en la aplicacion de bioinoculantes en invernadero (Martinez-Reyes
etal., 2012).

1.4 MATERIALES Y METODOS

1.4.1 Montaje del experimento, siembra e inoculacion

El experimento se llevd a cabo en el invernadero del Colegio de Postgraduados, campus

Montecillo, Texcoco, estado de México, utilizando semillas de P. ayacahuite, provenientes
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de un bosque natural de la zona del Cofre de Perote, Veracruz, México. Las semillas se
sumergieron en agua durante 24 horas, cambiando el agua cada 7 horas para permitir su
oxigenacion. Posteriormente se esterilizaron superficialmente con H202 a 30% durante 20
minutos y se enjuagaron con agua destilada (Arteaga-Ledn et al., 2018). La siembra se realizd
a 1 cm de profundidad y se colocé 3 semillas por tubete, posteriormente se regaron con agua
purificada cada tercer dia y se aplico el fungicida Captan en una solucion de 2 g/L para
prevenir la aparicion de “damping-off” alternado con el riego de agua purificada, hasta que

el tallo de la plantula lignifico.

Para la preparacién del inéculo ectomicorrizico se utilizaron hongos que procedieron del
mercado de Ozumba, estado de México (Figura 1a y 1b). La preparacion de los inoculantes
consistié en cortar los estipites de los esporomas de H. alpinum y el himenio de los hongos
de S. pseudobrevipes. Los pileos y los himenios frescos fueron molidos con un molino
eléctrico de cuchillas (Osterizer clasica, modelo 465-42, Sumbeam, México) con agua
destilada estéril, en una proporcion 1:1 pileo y agua destilada (100g:100ml) respectivamente,
se depositaron en envases de vidrio y se almacenaron a 5°C hasta su utilizacion, con el fin de

preservar su viabilidad.

Previo a realizar el llenado de los envases, para la siembra, los tubetes con capacidad de 130
ml, se lavaron y desinfectaron. El sustrato utilizado consistié en una mezcla de arena-corteza-
suelo forestal en proporcion 2:2:1, el cual se esterilizé en autoclave durante cuatro horas a
125 °C en el primer dia, posteriormente se dejé un dia de reposo y al siguiente dia se esterilizo
nuevamente en autoclave durante tres horas a 125 °C. La inoculacion consistio en la

aplicacion de 20 ml de in6culo liquido a una profundidad de 3 cm por cada tubete.

1.4.2 Caracterizacion morfoldgica y anatomica de las raices ectomicorrizadas

Seis meses después de la siembra se seleccionaron plantas que presentaban un alto porcentaje
de micorrizacion de los hongos inoculados y se trasplantaron en unidades experimentales

denominadas microcosmos (Figura 1.2a). Las plantas fueron mantenidas en esta condicion
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durante 6 afios en invernadero. Después de dicho tiempo se efectuo el analisis de las puntas
de raices ectomicorrizadas bajo un microscopio estereoscopico, de arboles crecidos en esta
condicién. Que presentaban colonizaciones ectomicorrizicas de 100%, porcentaje que se
comprobo al realizar el conteo de todas las raices cortas de las plantas micorrizadas. Para la
caracterizacion morfoldgica y anatomica de las raices ectomicorrizicas se efectuaron cortes
transversales detectando la presencia de micelio externo, manto y red de Hartig, que son las
estructuras diagnosticas de una raiz ectomicorrizada, ademas de longitud, didmetro, color,
tipo de ramificacion, forma de las puntas no ramificadas, textura y anatomia externa del
manto (Baeza-Guzman et al., 2017). Las fotografias de estas estructuras fueron tomadas con
un microscopio éptico de campo claro Olympus BX51. Para el analisis de las raices
ectomicorrizadas por microscopia electronica de barrido (SEM) se utilizd un microscopio
JEOL JSM-6360LV (Tokio, Japdn).

1.4.3 Analisis molecular de las raices ectomicorrizadas

Para el analisis molecular de las raices ectomicorrizadas, de cada especie de hongo inoculado
se extrajo el ADN de 1.0 g de raices ectomicorrizadas jovenes de Pinus ayacahuite. El ADN
se extrajo con el kit de aislamiento de ADN Power Soil® (Mo Bio numero de catalogo 12888-
50), el cual posteriormente fue almacenado a -20 °C. La region de la transcripcion interna
ribosomica (ITS) se amplificé por PCR, utilizando la combinacion de las regiones ITS4 e
ITS5. El procedimiento utilizado para la amplificacion por PCR fue de: cinco minutos de
desnaturalizacion inicial a 94 °C, seguido por 30 ciclos (30 segundos a 94 °C, 30 segundos a
55 °C y 45 segundos a 72 °C), con una extension final de 72 °C por cinco minutos. Los
productos de PCR se limpiaron con ExoSAP-IT (USB Corporation) y se sometieron a la
reaccién de secuenciacion con BigDye V3.1. Las secuencias de ADN fueron obtenidas por
el secuenciador 3130x| Genetic Analyzer, a partir del método de Sanger. Dichas secuencias
fueron almacenadas en la base de datos GenBank. Los morfotipos se determinaron por
afinidad filogenética de sus secuencias por consenso cuando fueron comparados con dicha

base de datos usando el programa Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).
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1.5 RESULTADOS
1.5.1 Descripcién de esporomas de Hebeloma alpinum

Las caracteristicas distintivas de los esporomas de H. alpinum son su pileo con textura
viscida, convexo de color marron oscuro y mas claro hacia el margen, con didmetro de 1.5-
5.7 cm, pilipelis de 50-90 um de grosor. Estipite cilindrico a claviforme, raramente
bulboso, de color crema de 1.2-6.8 x 0.4-1.9 cm, que se vuelve hueco al madurar, superficie
seca, pruinosa a flocosa especialmente hacia el apice. Contexto de color blanquecino (Fig.
1.1c), olor similar a cacao y sabor en fresco ligeramente amargo. Laminas libres de color
crema en estado inmaduro a marrén o ambar al alcanzar la madurez. Esporas de 9.9-13.3 x
5.3-6.0 um. Basidios tetraesporicos, cilindricos a clavados, queilocistidios presentes y fibulas
presentes en todo el basidioma. Estas caracteristicas macromorfologicas son similares a las

reportadas por Carrasco-Hernandez et al. (2015).

A pesar de los altos porcentajes de homologia genética comparados con las secuencias
existentes en GenBank, existen diferencias macro y micromorfologicas de la especie de
Hebeloma alpinum que se desarrolla al norte de Europa, en comparacién con la que crece en
la Faja Volcénica Transmexicana. Vesterholt (2005) menciond que las esporas generalmente
son ornamentadas y carecen de poro germinativo, de color marron y un tamano de 10.9-14.4
X 6.0-7.6 um de largo y ancho, con un indice de Q = 1.65 con forma amigdaloide; Eberhardt
et al. (2015a) mencionaron que las esporas presentan ornamentacion reticulada, con un
tamafio de 11.2-13.3 x 6.6-8.0 um de largo y ancho respectivamente y un indice de Q = 1.69;
mientras que Carrasco-Hernandez et al. (2015) report6 que las esporas de H. alpinum son
elipticas con ornamentacion lacunosa de 8.8 y 4.7 um de largo y ancho, respectivamente
(Cuadro 1.1). La identificacién de Hebeloma a nivel de género es relativamente facil por su
pileo liso, textura viscida y el borde de la laminas estériles con queilocistidios bien
diferenciados; ademas de la ausencia de colores amarillos fuertes y de crisocistidios
(Vesterholt, 2005). Sin embargo, la identificacion a nivel de especie es muy compleja, por lo
cual es de enorme relevancia la detallada descripcion macro y micromorfoldgica. H. alpinum
crece en Europa habitas alpinos y boreales, y es similar macromorfoldgicamente a H.
crustuliniforme y a H. velutipes (Vesterholt, 2005).
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Figura 1.1. Vista general de la importancia socioecondmica, cultural y ecoldgica de los
hongos comestibles ectomicorrizicos estudiados: Hebeloma alpinum (Ha) y Suillus
pseudobrevipes (Sp). a) Venta de Ha y otras especies comestibles del género Hebeloma en
el mercado de Ozumba, el cual data de épocas prehispanicas, en el estado de México; b)
Venta de especies de Suillus, incluyendo Sp dentro de la canasta, en el mismo mercado de
Ozumba, estado de México; c) Macrofotografia mostrando los caracteres diagnésticos de Ha,
de ejemplares procedentes de mercado; d) Basidiomas de Sp mostrando la presencia del velo
en el estipite, y sus caracteres diagndsticos, en bosque natural de Pinus ayacahuite en el

estado de México.
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Cuadro 1.1. Caracteristicas macro y micromorfoldgicas de Hebeloma alpinum, descritas
por diversos autores.

Autores
Estructu- Atributos Vesterholt ~ Eberhardt et Carrasco- Este trabajo
ras (2005) al. (2015) Hernandez et
al. (2015)
Pileo Consistencia Viscida Viscida Viscida Viscida
Diadmetro nd 1.2-7.0cm 1.2-52cm  1.5-57cm
Forma Hemisférico o Convexo a Convexo Convexo
campanulado menudo
umbonado
Pilipelis  Color Marron Cremay mas Marrén Blanco a
amarillento y palido hacia el oscuroy mas color crema
mas claro margen claro hacia el
hacia el margen
margen
Grosor 50-70 pm nd nd 50-90 pum
Laminas Color Crema Crema a ambar Marron Crema
al madurar oscuro
Adherencia  Libre Libre Libre Libre
Esporas  Color Marron Marron a Café Café
veces
gutuladas
Forma Amigdaloide Limoniforme Eliptica Amigdaloide
Ornamenta-  Presente y Reticulada Lacunosa  Verrucosa
cion carecen de
poro
germinativo
Largo 10.9-144 pym 11.2-13.3 pm 8.8-8.9 um  9.9-13.3 pm
Ancho 6.0-7.6 um 6.6-8.0 um 4.7-4.8 pm  5.3-6.0 um
indicedeQ 1.65 1.69 nd 1.57
Basidios Forma Tetraespérica, Tetraesporica, Tetraespdrica Tetraspdrica
clavada clavada
Queilocistidios Presentes Presentes nd Presentes
Cistidios Presentes Presentes nd Presentes
Pleurocistidios nd Ausentes nd Ausentes
Estipite  Forma Cilindrico Cilindrico Cilindrico  Cilindrico
Color Blanco Crema Crema Blanquecino
Largo 20-30 mm nd 12-57cm 1.2-6.8cm
Ancho 4-8 mm nd 0.4-1.8cm 0.4-1.9cm
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Autores

Estructu- Atributos Vesterholt ~ Eberhardt et Carrasco- Este trabajo
ras (2005) al. (2015) Hernandez et
al. (2015)
Superficie Seca Seca, pruinosa nd Fibrosa
a flocosa
Contexto Color nd Blanquecino nd Blanquecino
Olor nd Similar al Rabano Imperceptible
cacao
Sabor nd Amargo nd Dulce

nd: no descrito por los autores.

1.5.2 Ectomicorrizas de Hebeloma alpinum con Pinus ayacahuite

Las raices micorrizadas de H. alpinum con P. ayacahuite fueron de color café claro en
etapa temprana, siendo mas oscura la base del apice, con el tiempo se torna café obscura,
posee un tipo de ramificacion monopodial, dicotdmica y raramente tetrapodial, la forma
de las puntas no ramificadas son rectas con apices redondeados; con una longitud de 1.32
a 1.98 mm y un diametro de 0.5 a 0.536 mm, la base del apice con una longitud de 0.65
a 1.14 mm y el apice de la micorriza tiene una longitud de 0.35 a 0.42 mm (Fig. 1.2by
f), no posee rizomorfos, pero si hifas emanantes abundantes con presencia de fibulas de
color blanco. La red de Hartig penetrd hasta tres capas de células corticales y el manto
presenta un arreglo plectenquimatoso y de superficie lisa (Fig. 1.2d).

Estas caracteristicas morfologicas son similares a las reportadas por Lopez-Gutiérrez et
al (2018) para H. alpinum con Pinus pringlei y Carrasco-Hernandez et al. (2015) para H.
alpinum con P. patulay P. pseudostrobus. En el presente trabajo se presentan por primera
ocasion fotografias de ectomicorrizas de H. alpinum con P. ayacahuite usando
microscopia electronica de barrido. Fue posible observar con esta herramienta claramente
la presencia de abundantes cristales de oxalato de calcio (Fig. 1.2e). Esta herramienta
brinda un aporte al conocimiento en la clasificacion taxondémica de las especies
involucradas en un mismo género, puesto que resalta y precisa la diversidad bioldgica
entre estas, como se demostro en las ornamentaciones de las esporas de H. alpinum, H.
mesophaeum y H. leucosarx (Carrasco-Hernandez et al., 2015). La identificacion

molecular mostro la presencia de las especies inoculadas en las raices colonizadas de P.
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ayacahuite con una alta afinidad genética de 99.55 a 99.70 para Hebeloma alpinum en
comparacion con las secuencias existentes en la base de datos de GenBank (Cuadro 1.3).

500 um

X33  500pm CP-UME

Figura 1.2. Asociacion ectomicorrizica de Hebeloma alpinum (Ha) con Pinus ayacahuite
(Pa). a) Plantas de Pa en microcosmos de seis afios de edad; b) Morfotipo con
ramificacion dicotémica monopodial; ¢) Presencia de fibulas (flecha roja) en las hifas del
micelio externo ectomicorrizico de Ha; d) Corte transversal de la micorriza de Ha,
mostrando la red de Hartig (flecha roja) y el manto de color amarillento en la parte externa
de la raiz; ) Abundantes cristales de oxalato de calcio en la superficie del manto de Ha
con microscopia electronica de barrido; f) Microfotografia tomada con el microscopio
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electrénico de barrido, mostrando el tipo de ramificacion tetrapodial, &pices redondeados
e hifas emanantes, micelio externo (me) y manto (m).

1.5.3 Descripcién de esporomas de Suillus pseudobrevipes

Esta especie pertenece al orden Boletales y a la familia Suillaceae (Bruns et al., 2010;
Blanco et al., 2012) y en 1964 Smith y Thiers la describieron por primera vez dentro de
la seccidn Boletinus por sus esporas elipticas, oblongas o subfusoides, pileo con un
suprapellis o epicutis seco fibriloso a escuamuloso; o con presencia de un anillo fribiloso
en el estipite sin puntos glandulares o manchas (Smith y Thiers, 1964).

Posee un pileo de 60 a 90 mm de diametro, convexo, de color café amarillento, viscido
en fresco. Contexto sélido esponjoso, muy humedo, de color amarillo palido o marrén
claro. Himenio de forma tubular, de 5 mm de grosor, poros de color amarillo mostaza.
Estipite de 25-50 x 6-15 mm, forma cilindrica, de color amarillo, de color café claro hasta
café oscuro hasta la parte apical con un velo parcial. Esporas subfusiforme a elipticas de
6.5-8.5 x 2.5-3.5 um, lisas. Estas caracteristicas concuerdan con las reportadas por Smith
y Thiers (1964), Miller et al. (2000), Pérez-Moreno et al. (2010) y Klofac (2013).
Klofac (2013) menciono que el velo de esta especie generalmente cubre la mitad inferior
del estipite; sin embargo, en nuestro caso no observamos esta caracteristica en todos los
esporomas estudiados en este trabajo. Sin embargo, Smith y Thiers (1964) mencionaron
que el velo es una estructura muy delicada y su permanencia depende de las condiciones

ambientales del sitio de colecta, estadio de los hongos y manejo posterior.

1.5.4 Ectomicorrizas de Suillus pseudobrevipes con Pinus ayacahuite

La asociacion ectomicorrizica de S. pseudobrevipes presentd una longitud de 0.44 mm
en etapa joven de desarrollo llegando hasta los 2.9 mm; monopodial a ramificaciones de
tipo dicotdbmico en etapas jovenes de la raiz corta micorrizada (Fig. 1.3a, b y ¢c) y
coraloide en etapa madura. ElI manto presentd visibilidad media, con superficie
algodonosa en gran parte del morfotipo y coloracion blanca ligeramente brillante en
etapas jovenes de desarrollo de la raiz ectomicorrizada (Fig. 1.3c) y amarillo palido, en
etapas maduras, con terminaciones, predominantemente rectas a ligeramente torcidas.

Las raices asociadas a S. pseudobrevipes presentaron rizomorfos (Fig. 1.3d), las cuales
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son estructuras con una alta conductividad hidraulica o transferencia de agua a la planta,
por lo que estos son considerados como una extension del sistema radical de la planta
para resistir ambientes con estrées hidrico (Pérez-Moreno y Read, 2004). Se presentan por
primera ocasion imagenes de la ectomicorriza de S. pseudobrevipes con P. ayacahuite
utilizando microscopia electronica de barrido. Esta herramienta permitio la observacion
detallada de la estructura de rizomorfos (Fig. 1.3d) de las raices cortas micorrizadas de S.
pseudobrevipes, caracteres que en taxonomia son relevantes para diferenciar especies,
debido al tamafio y complejidad de las estructuras involucradas en los morfotipos (Horton
y Bruns, 2001). S. luteus y S. brevipes son especies muy cercanas a S. pseudobrevipes,
pero suficientemente distintivas morfologica y molecularmente como para ser
consideradas especies distintas (Smith y Thiers, 1964).

La identificacién molecular del simbionte S. pseudobrevipes en la ectomicorriza de P.
ayacahuite tuvo una afinidad filogenética de 97.67 a 97.79 en comparacion con las
secuencias existentes en la base de datos GenBank (Cuadro 1.3). Este tipo de anélisis
permitio confirmar de manera concluyente que esta especie inoculada fue capaz de
colonizar la raiz de P. ayacahuite (Fig. 1.3).

La identificacion molecular de las especies es fundamental para la correcta identificacion
de las especies ya que en algunas ocasiones la especie de S. pseudobrevipes se puede
clasificar en un clado con cuatro subclados o especies que son similares
morfolégicamente, pero muy dificiles de distinguir debido al velo evanescente a menudo
ausente en la madurez o fugaz en determinadas condiciones climéaticas como exceso o
limitante de humedad.

En el caso especifico del género Suillus existen especies con grandes similitudes
genéticas por lo que no es posible su separacion exclusivamente con marcadores
moleculares (Nguyen et al., 2016) y se requiere entonces de descripciones taxonémicas

morfoanatémicas detalladas para efectuar una identificacion precisa.

19



S00 um

500 um

X180 ~ 100pm
Figura 1.3 Estructuras macro y micromorfologicas de la asociacion ectomicorrizica de
Suillus pseudobrevipes (Sp) con Pinus ayacahuite (Pa). a-c) Macromorfologia de la
asociacion micorrizica de Sp con Pa con ramificacion monopodial y dicotémica; d-f)
Microfotografias con el microscopio electronico de barrido, donde se observa: (d) la
presencia de rizomorfos (flecha blanca), estructura diagnostica de la simbiosis
ectomicorrizica del micobionte; (e) morfotipo con ramificacion monopodial, rodeado por
abundante micelio externo; (f) corte transversal, es posible apreciar la red de Hartig y

abundante micelio externo.
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Cuadro 1.2. Caracteristicas diagnostico de las estructuras macro y micromorfoldgicas de

las raices ectomicorrizadas de P. ayacahuite con dos hongos comestibles

silvestres, estudiados en el presente trabajo.

Estructura Atributos

Hebeloma alpinum

Suillus pseudobrevipes

Morfotipo Ramificacion

Monopodial, dicotomica y
raramente tetrapodial

Monopodial y dicotomica

Largo 1.32-1.98 mm 2.0-2.5 mm
Ancho 500-536 pm 400-370 pm
Base del Largo 648-1143 um 700-750 pm
apice
Apice Largo 352-418 pm 400-500 pm
Forma Redondeada Cilindrica
Color en etapa
temprana Cafe claro Ambar
Color en etapa
madura Café oscuro Marrén
Micelio  Color en etapa Blanquecino Blanquecino
externo  temprana
Color en etapa Blanquecino Marron amarillento
madura
Cantidad Abundante Abundante
Forma de las hifas Emanantes abundantes Hialinas, septadas
ligeramente incrustadas
con granulaciones
Diametro 2.5-3 um 2-4 um
Rizomorfos Ausentes Presentes
Cordones miceliales Presentes Ausentes
Manto Organizacion Plectenquimatoso Plectenquimatoso
Transparencia No transparente No transparente
Tipo se superficie  Liso Lanoso
Coloracion Blanquecino Café
Fibulas Presentes Ausentes
Septos Presentes Ausentes
Redde  Capasdecélulas  2-3 2-3
Hartig que penetra
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Cuadro 1.3. Identificacion de los micobiontes presentes en las raices de Pinus ayacahuite, en
funcién con su afinidad filogenética en el National Center for Biotechnology Information
(NBCI) GenBank.

GenBank™ Organismo e’ % Id" Coincidencias NBClI  Ndmero de
GenBank accesion

0.0 99.70 Hebeloma alpinum JN943865.1

MT433884 Hebeloma alpinum 0.0 99.70 Hebeloma alpinum KM390650.1
0.0 99.56 Hebeloma alpinum KY628057.1
0.0 99.55 Hebeloma alpinum KY271853.1
0.0 97.79 Suillus pseudobrevipes KU721230.1

MT433885 Suillus pseudobrevipes 0.0 97.67 Suillus pseudobrevipes KX213828.1
0.0 97.67 Suillus pseudobrevipes KX213804.1
0.0 97.67 Suillus pseudobrevipes KX213803.1

19: Numero de accesidn en GenBank de las secuencias del presente trabajo;

{l: Probabilidad de error en la identificacion; % porcentaje de similitud entre las

secuencias.

1.6 DISCUSION

El arbol de Navidad Mexicano, P. ayacahuite, tiene multiples usos: como especie
maderable, resina, como ocote para encender fogatas, plantaciones de arboles de
Navidad, asi como para reforestacion de zonas urbanas y suburbanas (Bye y Linares
2013; CONAFOR, 2020). Adicionalmente, es una especie que tiene importancia
medicinal desde épocas prehispanicas dado que se empleaba para “curar la hiperuricemia
0 gota, contra la fatiga del que administra la Republica y desempefia un cargo publico,
contra el cuerpo maltratado y para curar la herida del rayo”. En la Foja nimero 50 del
facsimil del Cédice de la Cruz Badiano se menciona en latin que se usa para la herida del
rayo (De la Cruz, 1552), uso medicinal que continua hasta la actualidad, ademas de
emplearse para curar llagas, y contra afecciones respiratorias (Bye y Linares 2013).

Las especies del género Hebeloma son consideradas ectomicorrizicas (Vesterholt, 2005).
Hebeloma alpinum forma asociaciones ectomicorrizicas con Pinus pringlei (Lopez-

Gutiérrez et al., 2018), P. patula, P. pseudostrobus (Carrasco-Hernandez et al., 2015),
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Salix herbacea, S. polaris, S. reticulata y S. retusa (Eberhardt et al., 2015a). En contraste,
con Dryas octopetala que establece simbiosis ectendomicorrizica (Debaud et al., 1981,
Eberhardt et al., 2015a). Se ha demostrado que H. alpinum tiene una enorme capacidad
competitiva de micorrizacion en pinos, dado que cuando se coinocularon tres especies de
Hebeloma (H. alpinum, H. leucosarx y H. mesophaeum) H. alpinum present6 un 72.3 %
de colonizacion en plantas de Pinus pseudostrobus. En contraste, H. leucosarx y H.
mesophaeum registraron porcentajes de micorrizacion menores, 13.2 y 0.0%,
respectivamente. Incluso cuando se inocularon 6 especies (tres de Hebeloma y tres de
Laccaria: L. laccata, L. bicolor y L. proxima) H. alpinum fue la especie que domind la
colonizacion micorrizica con un 34.1% (Carrasco-Hernandez et al., 2011).

Suillus principalmente se asocia en condiciones naturales con miembros de los
Coniferales, principalmente con especies del género Pinus (e. g. Suillus bovinus, S.
collinitus, S. plorans, S. sibiricus y S. variegatus), y con Larix (e.g. Suillus flavus, S.
laricinus y S. tridentinus) (Agerer y Rambold, 2020; Smith y Thiers, 1964). Bajo
condiciones In vitro, se han registrado especies de Suillus que establecen ectomicorrizas
con Arbutus, Arctostaphylos, Picea y Pseudotsuga (S. brevipes); Araucaria (S.
granulatus) y Quercus (S. luteus) (Palm y Stewart, 1984). Sin embargo, en el caso
especifico de S. pseudobrevipes se tienen muy pocos registros de sus simbiontes
asociados. Se conoce que las especies del genero Suillus, junto con Rhizopogon son los
principales hongos ectomicorrizicos en el establecimiento de nuevas plantas, en
condiciones donde las redes miceliales no estan presentes; dado que las especies de estos
géneros tienen adaptaciones ecologicas especificas para el establecimiento de pinos en
condiciones adversas de sucesion temprana (Ashkannejhad y Horton, 2006).

Dentro de los pocos estudios que existen de S. pseudobrevipes en asociacion con pinos
se encontraron mediante biologia molecular raices micorrizadas de S. pseudobrevipes en
Pinus muricata despues de que se inocularon plantas de este pino con suelo nativo de un
bosque después de sufrir un incendio. Se encontré que S. pseudobrevipes es capaz de
colonizar plantas crecidas en cenizas como sustrato, pero no en suelos quemados,
sugiriendo que los cambios quimicos en el suelo posteriores al fuego es el primer filtro
para determinar la abundancia de ectomicorrizas mas que la concentracion de ceniza
(Peay et al., 2009). Esta especie de hongo también formé ectomicorrizas cuando plantas
de P. greggii fueron inoculadas con himenio seco de Suillus aff. pseudobrevipes y estas

plantas obtuvieron un mayor peso seco total y contenido nutrimental en comparacién con
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plantas no inoculadas (Méndez-Neri et al., 2011). Garibay-Origel et al. (2013)
describieron también la ectomicorriza de Suillus pseudobrevipes asociado con P.
montezumae en la Faja Volcanica Transmexicana, las caracteristicas de su descripcion
concuerdan con casi todas las que se describen en este trabajo, excepto que estos autores
mencionaron que tiene abundante micelio externo gris que cubre toda la micorriza pero
sin rizomorfos, en nuestro caso si se formaron rizomorfos en la sintesis efectuada en
condiciones de microcosmos.

Se tienen solo tres registros de la inoculacion de P. ayacahuite con hongos silvestres
comestibles ectomicorrizicos inoculados con micelio o con pileos molidos y secados.
Dichos registros reportaron la formacion de micorrizas entre: i) P. ayacahuite con
Lactarius indigo; ii) P. ayacahuite con L. deliciosus y iii) P. ayacahuite con Helvella cf.
lacunosa y Hebeloma mesophaeum. Las ectomicorrizas (ECM) de la sintesis de P.
ayacahite con Lactarius indigo fueron similares a las descritas en nuestro trabajo (ECM
con ramificaciones cortas, dentro de los rangos de longitud y diametro y dicotémicas);
sin embargo las caracteristicas de color difieren ya que las de L. indigo son de color
amarillo cuando jovenes y amarillo oro cuando maduran, con presencia de células
laticiferas en sus rizomorfos, presencia de granulos cristalinos blanquecinos en el exterior
de la ECM, manto delgado y sin presencia de fibulas (Flores et al., 2005). Las ECM de
la sintesis de P. ayacahuite con Lactarius deliciosus fueron simples sin ramificar, muy
largas, de color amarillo oro a naranja, con células laticiferas, con presencia de
rizomorfos y manto delgado (Diaz et al., 2007).

La inoculacién con pileos deshidratados y molidos de Helvella cf. lacunosa y Hebeloma
mesophaeum en P. ayacahuite después de dos afios aumento el peso seco total, y el
contenido total de N, P, Mg, y Fe; con un porcentaje de micorrizacion de plantas
inoculadas de 41 % a 59 %, dependiendo de su fuente de indculo (Arteaga-Ledn et al.,
2018).

Las caracteristicas distintivas principales de la ECM de H. mesophaeum fue el color
marron anaranjado a marron rojo en la base y marron claro a crema hacia el apice; y la
de Helvella cf. lacunosa de color marrén oscuro en la base, que se vuelven mas claras
hacia el &pice con una superficie de color marrén anaranjado a marrén rojo, con apices
blanquecinos a crema cuando jovenes, lisas, simples o dicotomicas, sin fibulas, escaso

micelio externo y sin rizomorfos (Arteaga-Leon et al., 2018).
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1.7 CONCLUSIONES

La inoculacion de plantas de P. ayacahuite con los bioinoculantes liquidos de H. alpinum
y S. pseudobrevipes fue exitosa, dado que las raices de P. ayacahuite se colonizaron con
estas dos especies de hongos silvestres comestibles. Se corroboré con técnicas de
caracterizacion morfoanatémica y molecular que dichas especies de hongos forman
ectomicorrizas tipicas dado que se observaron las estructuras diagnostico de las mismas:
micelio externo, manto y red de Hartig. En este trabajo se presenta por primera vez
imagenes usando microscopia electronica de barrido de las ectomicorrizas formadas en
P. ayacahuite con H. alpinum y S. pseudobrevipes. Los avances en biologia molecular en
conjunto con las descripciones morfolégicas y anatémicas, ha dado resultados
prometedores en la clasificacion de hongos ectomicorrizicos asociados a diversas
especies forestales. En el presente trabajo fueron identificados dos micobiontes,
pertenecientes a la familia de los Basidiomycetes, donde las herramientas de microscopia
electronica de barrido y la biologia molecular de las ectomicorrizas de H. alpinumy S.
pseudobrevipes con P. ayacahuite fueron fundamentales para su identificacion precisa.
Es fundamental que se realicen més investigaciones de los simbiontes asociados al arbol
de Navidad mexicano P. ayacahuite, dado que es una de las especies que mas se utilizan
para este fin, ademas de ser utilizado en plantaciones forestales con fines comerciales y

para la restauracion de areas degradadas en nuestro pais.
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CAPITULO 2. UNA ESPECIE NUEVA, COMESTIBLE GIGANTE DEL
GENERO Coprinus CON IMPORTANCIA BIOCULTURAL EN LA CULTURA
MESOAMERICANA TLAHUICA-PJIEKAKJOO

2.1 RESUMEN

Se describe a una nueva especie del género Coprinus, denominada C. pjiekakjooensis,
endémica de los bosques de Lomas de Teocalzingo, municipio de Ocuilan en el estado
de México y comestible por personas del grupo étnico Tlahuica-Pjiekakjoo. Este taxa
conspicuo por el tamafio de sus basidiomas y hasta ahora solo descrito de una localidad
puede ser considerado en riesgo debido a que el habitat donde se desarrolla esta en riesgo
por la tala clandestina. En el presente trabajo, se describe esta nueva especie la cual posee
importancia biocultural por sus propiedades gastronémicas en el grupo étnico Tlahuica-
Pjiekakjoo, uno de los ultimos pueblos altamente micéfagos de México, capaces de
reconocer y consumir alrededor de 160 especies de hongos comestibles silvestres. Se
presenta una caracterizacion macro y micromorfolédgicas de la especie. Asimismo, se
presenta su analisis molecular y filogenético el cual fue efectuado en el Instituto de
Biologia de la UNAM, por el Dr. Roberto Garibay Origel. Adicionalmente se incluyen
datos de su distribucion, ecologia; asi como una comparacion con las otras cuatro
especies que integran el género Coprinus sensu stricto. Las caracteristicas morfoldgicas
diagnosticas de la especie son la gran longitud del cuerpo fructifero de hasta 70 cm y el
tamafio de sus esporas; ademas C. pjiekakjooensis es una especie endémica con un

enorme potencial de produccion biotecnoldgica para ser cultivada.

Palabras clave: Hongo saprofito, caracterizacion, conocimiento tradicional, endemismo,

herramientas moleculares.

29



A NEW, EDIBLE GIANT SPECIES OF THE GENUS Coprinus WITH
BIOCULTURAL IMPORTANCE IN THE MESOAMERICAN CULTURE
TLAHUICA-PJIEKAKJOO

2.2 ABSTRACT

A new species of the genus Coprinus is described, named C. pjiekakjooensis, endemic to
the forests of Lomas de Teocalzingo, municipality of Ocuilan in the state of Mexico and
edible by people of the Tlahuica-Pjiekakjoo ethnic group. This taxon is characterized by
the large size of the basidiomata and so far it has only been described from one locality;
therefore it can be considered at risk because the habitat where it grows is at risk from
clandestine logging. In the present work, this new species is described, and its biocultural
importance due to its gastronomic relevance among the Tlahuica-Pjiekakjoo ethnic
group, one of the last highly mycophagous peoples of Mexico, capable of recognizing
and consuming around 160 species of wild edible fungi, is reported. A macro and
micromorphological characterization of the species is presented. Additionally, their
molecular and phylogenetic analysis is presented, which was carried out at the Institute
of Biology of UNAM, by Dr. Roberto Garibay Origel. Finally, data on its distribution,
ecology; as well as a comparison with the other four species that currently make up the
genus Coprinus sensu stricto are presented. The diagnostic morphological characteristics
of the species are the conspicuous length of the basidiomata up to 70 cm and the size of
its spores. Furthermore, C. pjiekakjooensis is an endemic species with enormous potential
for biotechnological production to be cultivated.

Key words: Saprophytic fungus, characterization, traditional knowledge, endemism,

molecular tools.

30



2.3 INTRODUCCION

En Mexico los hongos comestibles silvestres son considerados un recurso con
importancia econémica, ecoldgicay cultural, utilizados desde épocas prehispanicas como
medicina tradicional y alimento (Boa, 2005; Jiménez et al., 2013; Pérez-Moreno et al.,
2008). Se estima que en la nacién existen cerca de 200,000 especies de hongos (Guzman,
G. 1995; Aguirre-Acosta et al., 2014); pero hasta el momento sélo se conocen 450
especies de hongos silvestres comestibles (Pérez-Moreno et al., 2020). Dentro de estas
especies comestibles, existe una especie del género Coprinus, denominada C. comatus la
cual se caracteriza por poseer esporas oscuras, con poro germinativo apical marcado,
parafisis bien desarrolladas, laminas delicuescentes y desarrollo escalonado de basidios,
lo que origina el desarrollo de un area fértil denominada técnicamente inequi-himenoforo
(Ko et al., 2001). Las especies del género Coprinus son Basidiomicetes que pertenecen a
la familia Agaricaceae, con esporomas un poco carnosos con un himendéforo lamelado,
de color blanco, tanto estipite, pileo y laminas cuando jovenes; pileo eliptico, cilindrico
u ovoide, estriado, con escamas, de rapido crecimiento y corto periodo de vida, con una
longitud del pileo de 4.0 a 25.4 cm y estipite de 1.2 a 50.5 cm; el pileo se separa muy
facilmente del estipite con un movimiento sencillo, con pérdida natural del velo cuando
madura, presencia de un anillo conspicuo, con laminas separadas, paralelas a
subparalelas, anexas y adnatas de color negro, con balisporas (Ingold, 2002; Redhead et
al., 2001) oscuramente pigmentadas, con poro germinativo pronunciado, los basidios son
tetraspdricos, sus esterigmas pigmentados de color negro y sin presencia de
pleurocistidios (Redhead et al., 2001). Son hongos con distribucion cosmopolita (Campi
et al., 2016), se encuentran principalmente en los paises europeos de la Peninsula
Escandinava y la Peninsula Ibérica (De Roméan y Boa, 2004), asi como también en las
costas del Mediterraneo (Arras, 2016); en el norte de Europa (Saar et al., 2015), Rumania
(Ciortan, 2013), Serbia (Stojkovic et al., 2019), Bulgaria (Stoyneva y Uzuno, 2015);
asimismo en los paises asiaticos como Corea (Berch et al., 2007), China, Japdn (Shen et
al., 2009; Zhao et al., 2014; Ko et al., 2001), Filipinas (Reyes et al., 2009) y Malasia (Li
et al., 2008); Nueva Zelanda (Ko et al., 2001) y en algunas regiones del extremo oriental
de Australia; en el Continente Americano se encuentra en Estados Unidos (Ko et al.,
2001), Meéxico (Garibay-Origel, et al.,, 2010) Colombia (Pulido, 1983), Chile
(Valenzuela, 1993), Argentina ( Niveiro et al., 2014), Brasil (Bentes, 2012) y Paraguay
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(Ko etal., 2001; Campi et al., 2016). Las especies del género Coprinus generalmente son
solitarias o se encuentran en pequefios grupos sobre un sustrato cubierto con un delgado
pero persistente micelio blanco; crecen en bosques, parques, jardines, terrenos
perturbados, pastizales o en los bordes de caminos (Pawlik et al., 2015); fructifican
abundantemente durante la temporada de lluvia, se desarrollan en terrenos con alta
cantidad de materia organica en descomposicién o en estiércol (Lazaro y Ibiza, 1989) y
muy raramente en madera con alto grado de descomposicion (Van de Bogart, 1976),
crecen en suelos muy himedos y bien drenados. Por otra parte, se ha estudiado que C.
comatus tiene potencial para remediar suelos contaminados, llamado micorremediacion
(Wu et al., 2015).

Durante mas de 200 afios diversas especies se agrupaban en el género Coprinus creando
un sistema taxondmico basado Unicamente en las caracteristicas macro, microscopicas y
ecoldgicas (Kemp, 1975; Redhead et al., 2001), en la actualidad muchas especies se han
excluido del género Coprinus con base en investigaciones moleculares y analisis
filogenéticos (Hopple, 1999). Redhead et al. (2001) mencionaron que Coprinus sensu
estricto debe restringirse a un muy pequefio grupo de especies centradas alrededor de la
especie tipo Coprinus comatus, en la familia Agaricaceae, y poco méas de 90 % de las
especies de Coprinus fueron ubicadas ya sea en la familia Psathyrellaceae o en el género
Lacrymaria. Por lo cual se agrupo a especies que se creian del género Coprinus en los
géneros Coprinellus P. Karst., Coprinopsis P. Karst. y Parasola gen. nov. Actualmente
el género Coprinus sensu estricto agrupa cuatro especies mayormente parecidas con C.
pjiekakjooensis: C. comatus (O. F. Mull.: Fr.) Pers.; C. sterquilinus (Fr.) Fr.; C.
spadiceisporus Bogart y C. colosseus Bogart (Van de Bogart, 1976). Por otra parte, la
comunidad Tlahuica-Pjiekjakjoo, ubicada en el municipio de Ocuilan, estado de México,
es uno de los 68 pueblos originarios presentes en México (INALI, 2008), siendo el grupo
étnico mas pequefio del estado, asentado solamente en siete pequefios poblados o
colonias. Actualmente su idioma solo lo hablan 719 habitantes y en el poblado de Lomas
de Teocaltzingo lo hablan de manera fluida 221 personas, cabe mencionar que éstas
personas son mayores de 65 afios, por lo tanto este idioma esta en peligro de desaparecer.
La palabra Pjiekakjoo significa "lo que yo soy" o "lo que yo hablo" y pertenece a la
familia otopame, del grupo otomangue (Alvarez, 2006). Este grupo étnico tiene su propia
cosmovision, costumbres, tradiciones, idioma, variados y precisos conocimientos sobre

su entorno, desafortunadamente ha sido escasamente estudiado y se encuentra en grave
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riesgo de desaparicion o peligro de extinciény junto con ella su conocimiento biocultural,
debido a los procesos de transculturacion, erosién cultural y nimero reducido de
hablantes nativos fluidos. Cabe mencionar, que los Tlahuica-Pjiekakjoo recolectan y
consumen mas de 160 especies de hongos comestibles silvestres, los cuales han formado
parte de su dieta alimenticia tradicional; este conocimiento se ha mantenido, heredado y
acrecentado de generacion en generacion desde épocas prehispanicas; este acervo
etnomicoldgico se basa en caracteres tales como forma, color, sabor, olor, analogia con
animales y plantas locales y su habitat de crecimiento (Ramirez-Carbajal, 2017). Dentro
de las méas de 160 especies de hongos silvestres que consume el grupo étnico Tlahuica-
Pjiekakjoo, se encuentra el descubrimiento de una nueva especie de hongo gigante
comestible del género Coprinus y que hemos denominado Coprinus pjiekakjooensis y
que los Tlahuica-Pjiekakjoo nombran en su lenguaje Nchjo pg“e, donde Nchjo=hongo y
pg”e=excremento de “pipila” 0 guajolote y en castellano lo denominan “Vela, hongo de
pluma u hongo de gallinaza ”’; |0s nombres son por la semejanza con la cera que se escurre
de una vela, y el de gallinaza por el color del excremento del ave Meleagris sp. conocido
coloquialmente como “guajolote”, nombre proveniente del nahuatl que significa huey,
hueyi = grande, viejo, y x6lotl = monstruo, es decir un "gran monstruo"”, la cual es una
especie nativa de México. El presente estudio tuvo como objetivos describir las
caracteristicas micro, macromorfologicas y moleculares de la especie nueva Coprinus

pjiekakjooensis.

2.4 MATERIALES Y METODOS

2.4.1 Area de recolecta

Los esporomas de C. pjiekakjooensis se recolectaron en tres areas boscosas dentro de los
limites del territorio de la comunidad Tlahuica en Lomas de Teocaltzingo, los
ecosistemas fueron bosque de pino-encino (Pinus spp.-Quercus spp.), donde
predominaban las especies de Pinus pseudostrobus, Quercus rugosa, Q. candicans y Q.
laurina (Fig. 2.1 a y b); en el bosque de Abies religiosa u oyamel (Fig. 2.1 c) y bosque
mesofilo de montafia (Fig. 2.1 d), donde prosperan las especies arbdreas de Clethra
mexicana, Sambucus nigra, Alnus jorullensis, y Comarostaphylis discolor. En estas areas

también se desarrollan las especies arbustivas de Archibaccharis serratifolia, Baccharis
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conferta, Buddelia americana, B. cordata, Fuchsia microphylla, Satureja macrostema,
Oreopanax xalapensis, Senecio barba-johannis, Symphoricarpos microphyllus y Garrya
laurifolia; y especies herbaceas como Urtica mexicana, Salvia iodantha, S. genseriflora.
S. mexicana, Rubus pumilus, Huperzia sp., Pleopeltis mexicana, Polypodium colopodes,
P. madrense, Botrychium virginianum y Cirsium anartiolepis entre muchos mas. Las
altitudes variaron de 3644 a 3698 m, en un clima predominantemente del tipo Cf,

templado himedo con lluvias todo el afio (Rzedowski, 1966, 1978).

Figura 2.1. Habitat de crecimiento de C. pjiekakjooensis. a y b) Bosque de Pinus-

Quercus; ¢) Bosque de Abies; d) Bosque mesofilo de montafia.

2.4.2 Caracterizacion macro y micromorfolégica de los esporomas de C.

pjiekakjooensis

Para la descripcion de la nueva especie se utilizaron caracteres macro y
micromorfoldgicos, siguiendo las técnicas rutinarias de micologia (Largent, 1973;
Largentetal., 1977) y los trabajos de Woehrel y Light (2017), Campi et al. (2016) y Van
de Bogart (1976). Ademas, se prepararon muestras semipermanentes de las estructuras
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de la nueva especie con ejemplares frescos de C. pjiekakjooensis, utilizando secciones
que se montaron en una solucién de hidroxido de potasio (KOH) al 5%, solucion de
Melzer y solucién de rojo Congo Amoniacal al 5%. Se midio el largo y ancho de las
esporas, obteniendo la relacion del indice de Q=relacion longitud/ancho de acuerdo a la
cantidad de esporas medidas n=500 acuerdo con la metodologia de Lodge et al. (2004) y
Ramos et al. (2017). Las fotografias de estas estructuras fueron tomadas con un

microscopio optico de campo claro Olympus BX51.

2.4.3 Analisis filogenético molecular

El analisis filogenético y molecular y la interpretacion de los datos generados fueron
efectuados por el Dr. Roberto Garibay Origel del Instituto de Biologia, de la UNAM, con
quien actualmente se trabaja en conjunto para la preparacion del articulo cientifico
correspondiente. Para el analisis molecular, el ADN se extrajo con el kit XNAP (Sigma-
Aldrich) ya sea de ejemplares de herbario secos o de tejido de ejemplares frescos
preservado en alcohol al 96%. Para esto, se colocé aproximadamente de 1 a 2 mm? de
tejido en un tubo Eppendorf con 20 ul de solucion de extraccion, se calent6 por 10 min a
65 °C, y 10 min a 95 °C en un termociclador (Bio-Rad T100). Posteriormente se afiadio
20 pl de solucion de dilucion y se incubd a temperatura ambiente por 30 min (Garibay-
Orijel et al., 2013).

La region de los Interespaciadores ribosomales (ITS) se amplificd con los primers ITS1F
e ITS4 (Gardes y Bruns, 1993) bajo los parametros descritos en 1zzo et al. (2005). La
calidad de los productos de PCR se revisé por medio de electroforesis en geles de agarosa
al 1.0 % en buffer TE (solucién amortiguadora). De aquellos productos con buena calidad
se eliminaron los primers y nucledtidos sobrantes usando una mezcla de 1.0 pl de
EX0SAP-IT (USB-Affimetrix) con 1.0 pul de agua por 3.5 ul de producto de PCR. Para la
reaccion de secuenciacion se uso el kit Big Dye Terminator 3.1 (Applied Biosystems)
segun las instrucciones del fabricante. Los productos se secuenciaron en ambas
direcciones en un secuenciador ABI 3100 (Applied Biosystems) en el Laboratorio de
Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y la Salud del Instituto de Biologia,
UNAM. La edicion de secuencias y analisis filogenéticos se llevo a cabo en Geneious
Pro R7 (Biomatters). Se utilizaron andlisis filogenéticos para probar que nuestras

muestras corresponden a una nueva especie dentro del género Coprinus sensu stricto. En
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estos se incluyeron secuencias de GenBank de las tres especies conocidas de Coprinus,
asi como secuencias usadas por estudios filogenéticos previos (Johnson y Vilgalys 1999;
Vellinga, 2004). Las secuencias se alinearon en Muscle y se analizaron por medio de
Neighbor-Joining, Maxima Verosimilitud y Probabilidades Bayesianas posteriores.
Como grupo externo se eligio a Lepiota lilacea (FJ998394).

Los arboles se construyeron de Neighbor-Joining con el modelo de distancia genética
Tamura-Nei calculando el valor de soporte de las ramas con bootstrap a través de 1000
réplicas. En los analisis de Maxima Verosimilitud usamos PhyML (Guindon et al., 2010)
buscando la topologia de los arboles con HKY85, JG69 y GTR como modelos de
substitucion, buscando la mejor topologia con BEST y calculamos el soporte de las ramas
con ALRT y bootstrap con mil réplicas.

Los andlisis Bayesianos se realizaron con MrBayes (Huelsenbeck y Ronquist 2001)
usando el radio de variacion Gamma, los modelos de substitucion HKY85, JC69 y GTR
con 4 cadenas de Monte carlo sobre 1,100,000 generaciones submuestreando cada 200
generaciones y un valor de temperatura de 0.2. Almacenamos los valores de largo de las

ramas y calculamos las probabilidades posteriores.

2.4.4 Determinacion de caracteristicas fisicas y quimicas del suelo donde se

desarrolla C. pjiekakjooensis

Se tomd 1.0 kg de suelo por debajo de los esporomas de C. pjiekakjooensis realizandose
una muestra compuesta y se transport6 en bolsas de plastico en una hielera al laboratorio
de Analisis de Suelos del area de Edafologia del Colegio de Postgraduados, donde se
realizo su andlisis. Las muestras compuestas se secaron a temperatura ambiente bajo
sombra y se cribaron en un tamiz con una abertura de 2.00 mm. Se determiné el pH
utilizando una suspension suelo:agua 1:2 (CSTPA, 1980), el fésforo disponible segun
Olsen et al. (1980), el potasio y la capacidad de intercambio cationico siguiendo el
método del Centurién con acetato de amonio 1 N pH 7 (Holmgren et al., 1977). Para la
determinacion del nitr6geno total y materia organica, los métodos propuestos por
Bremner (1965) y Allison (1965).
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2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

2.5.1 Descripcion macro y micromorfolégica de esporomas de C. pjiekakjooensis

Coprinus pjiekakjooensis sp. nov. proviene de la etimologia pjiekakjooensis, el cual es
un nombre derivado del nombre del grupo étnico Thauica-Pjiekakjoo que consume este
hongo. La palabra Pjiekakjoo significa "lo que yo soy" o "lo que yo hablo™. Coprinus
pjiekakjooensis es un basidiomycete sapréfito, con basidiomas de hasta 70 cm de
longitud, con crecimiento solitario sobre un conjunto de hifas que conforman una red
micelial de color blanco con una estructura densa y compacta de hifas entrelazadas,
posterior a ella hay una capa de materia organica, luego la capa densa de hifas y asi
sucesivamente hasta formar una estructura tipo multi-laminar (Fig. 2.2 a), con olor
fungico leve y a veces a nuez, sabor ligeramente afrutado. Pileo de 28.5-30.8 x 10.5-16.5
cm de largo y ancho respectivamente, de 8.7 a 10.5 cm de diametro, ovoide en ejemplares
inmaduros (Fig. 2. 2 a) y campanulado en ejemplares maduros (Fig. 2.2 c), el pileo se
fusiona con el estipite por el margen cuando joven, a medida que madura el esporoma, el
margen del pileo se dobla hacia afuera (Fig. 2.2 b) y el apice es redondeado cubierto por
escamas a modo de delgadas fibras de color blanquecino. El centro o disco del pileo de
color café claro a café oscuro al madurar. Pilipelis de color blanco, fibrilado, con escamas
amplias verticales de color blanquecinas a parduzcas al madurar (Fig. 2.2 d), dejando al
descubierto el contexto de color blanco al estar inmaduro y grisaceo al madurar. La forma
del corte longitudinal del pileo es incurvada. Posee escamas blanquecinas en ejemplares
inmaduros y parduzcos al madurar. El grosor del contexto del pileo es de 40.0 a 50.5 pum.
Himenio con forma laminar, laminas con un acomodo muy denso, de 16.0-27.5 x 2.5-3.0
cm, libres, de color blanquecino en ejemplares inmaduros, negro y delicuescente al
madurar hasta consumir todo el pileo (Fig. 2.2 c). Estipite fistuloso de 55.5-68.8 x 2.2-
3.5 cm de largo y ancho respectivamente, coloracion blanquecina (Fig. 2.3 a), no cambia
de coloracion al ser expuesto, posee consistencia quebradiza y se ancla al suelo en forma
estipitada. Anillo ubicado en la zona media del estipite (Figura 2.2 d), textura quebradiza,
coloracion blanquecina y en ejemplares maduros se mancha de negro por las esporas

delicuescentes (Fig. 2.2 b).
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© Ramirez-Carbaial, E

Figura 2.2. Basidioma de Coprinus pjiekakjooensis (Cp). a) Basidioma en estadio juvenil
de Cp; b) Diversos estadios de Cp mostrando la delicuescencia de las laminas y la
longitud del estipite, el cual llega a ser mayor de 60 cm; ¢) Esporoma maduro en proceso
final de delicuescencia de sus laminas; d) Presencia de anillo en Cp y presencia de

escamas en el pileo, en estadio juvenil.
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Figura 2.3. Esporoma de Coprinus pjiekakjooensis (Cp). a) Corte longitudinal de la parte
superior del pileo de Cp mostrando el contexto y el estipite fistuloso; b) Esporas de color

café ocre de Cp.

Esporada y esporas de color ocre, la forma de las esporas en vista dorsal es
heterodiamétrica-eliptica o cilindrica (Fig. 2.3 b), son lisas en ocasiones gutuladas, de
13.0-15.5 x 7.5-10.0 um de largo y ancho, indice de Q = 1.7, n = 500; el diametro del
poro germinativo mide de 3.5 a 4.1 um, la longitud del apéndice hilar de la espora es de
1.9 a 3.4 um (Fig. 2.4 a y g). Basidios abundantes, tetraespéricos con un tapon
pigmentado (Fig. 2.4 b, ¢, d y g), la separacidn entre un esterigma y otro es de 5.0 a 6.5
pum, posee dos tipos de basidios: el primero es corto y clavado, de 34.5-36.8 x 13.5-16.0
pum de largo y ancho respectivamente (Fig. 2.4 b); el segundo es largo cilindrico-
pedicelado de 45.5-48.3 x 11.2-14.5 um de largo y ancho (Fig. 2.4 c). Basidiolos con
forma ovado-pedicelado (Fig. 2.4 ). Esferocistos abundantes de 35.3 a 48.2um (Figura
2.4 f). Las células de la estipitipelis tienen un arreglo en empalizada y forma cilindrica
(Fig. 2.5 a). Pleurocistidios ausentes. Las células de las escamas del pileo algunas se
observan gutuladas (Fig. 2.5 b). Las células del anillo son de tres tipos y todas son
septadas: i) células cilindricas de 25.5-30.8 x 3.0-5.8 um de largo y ancho con
terminacion hemisférica; ii) células cilindricas de 31.4-32.9 x 9.5-15.2 um de largo y
ancho con terminacion truncada (Fig. 2.5 c) y; iii) células cilindricas de 48.5-75.5 x 10.8-

17.5 um de largo y ancho con terminacién ovada (Fig. 2.5 d).
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Figura 2.4. Estructuras del himenio laminar de Coprinus pjiekakjooensis (Cp). a) Vista
lateral de esporas, con textura aparentemente lisa; apéndice hilar y poro germinativo

prominente; b) Basidio corto clavado (flecha amarilla); ¢ y d) Basidios largos con forma
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cilindrico-pedicelado (flecha roja); e) Basidiolos; f) Esferocistos del himenio; g)
Estructuras de Cp (a) Esporas; (b) Basidios; y (c) células del velo de Cp arregladas en un
estrato compacto con elementos fusiformes algo subcilindricos, palidos hialinos, de pared

delgada y lisos. Barra negra 5 pm.

Figura 2.5. Microfotografias de las células del estipitipelis, células de las escamas del
pileo y células del anillo de Coprinus pjiekakjooensis (Cp). a) Arreglo en empalizada y
forma cilindrica de las células del estipitipelis de Cp; b) Células de la escama del pileo,
se observa una celula gutulada de Cp; ¢) Células cilindricas del anillo con terminacion
truncada; d) Células cilindricas del anillo con terminacion ovada de Cp.
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N

Figura 2.6. Estructuras de Coprinus pjiekakjooensis (Cp). a) Rizomorfos de Cp en la
base del estipite sefialados con las flechas amarillas; b) Rizomorfos en el sustrato donde
se desarrolla Cp; c¢) Presencia de cordones miceliales en el micelio externo en la base de
basidiomas de Cp; d) Acercamiento a (c) donde se observa la trama del micelio externo
en la base de basidiomas de Cp; e) Micelio externo septado sefialado con la flecha roja

en la base de esporomas de Cp.
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2.5.2 Analisis filogenético de los datos moleculares

Se observo una clara separacion entre Coprinus sterquilinus y Coprinus vosoustii, en un
clado totalmente distinto de Coprinus comatus y C. pjiekakjooensis. Filogenéticamente,
se observé que las secuencias consideradas de C. comatus, muestran una amplia
diversidad genética. Por el contrario, en el caso de las 10 secuencias obtenidas de
ejemplares frescos de C. pjiekakjooensis existe una baja diversidad genética. Esta
homogeneidad genética puede ser intrinseca de la especie o ser indicadora de una recién
separacion evolutiva de la especie a partir de C. comatus. Sin embargo, en cualquiera de
los dos casos, el analisis de méxima verosimilidad con soporte de las ramas con valores
de 0.938y de 0.715, para los clados de C. pjiekakjooensis y C. comatus, respectivamente
muestran la robustez de la separacién de estas dos especies como taxones distintos (Fig.
2.7).

2.5.3 Caracteristicas fisicas y quimicas del suelo

C. pjiekakjooensis crece en bosques con condiciones altas de humedad con una
precipitacion anual de 1000 a 3000 mm, dando como resultado suelos saturados. El nivel
de acidez del suelo circundante en la base del micelio externo de C. pjiekakjooensis fue
de 6.5, un pH mas alto que los reportados para bosques mesofilos de montafia con pH de
4.0 a 6.0 (Santiago-Pérez et al., 2009; Gonzalez-Espinosa et al., 2012; Gual-Diaz y
Renddn-Correa, 2014), también este valor fue superior a los reportados en bosques de
pino, donde la mayoria de los hongos prosperan generalmente a un pH de 5.1 a 6.0 (Pérez-
Moreno et al., 2010). El contenido promedio de materia organica en los suelos donde se
desarrolla C. pjiekakjooensis fue de 54.9% de MO. Esto indica una alta acumulacion de
restos vegetales (Aguileray Martinez, 1986). La conductividad eléctrica fue de 0.91 dSm"
! la capacidad de intercambio catidnico (CIC) fue de 44.7 cmol/kg muy relacionada con
la MO vy significa que los coloides del suelo son muy activos tanto fisica como
quimicamente (Aguilera'y Martinez, 1986). La densidad aparente fue de 0.301 gcm?; la
densidad aparente de los suelos organicos en promedio es de 0.7 a 1.0 gcm? y este
parametro esta relacionado con la cantidad de MO, en el area de estudio la MO fue alta y
la densidad aparente es menor, la densidad aparente esté relacionada con la porosidad, la
humedad y la dificultad o facilidad de penetracion de las raices al suelo y por tanto el
acceso a los nutrientes. EI contenido de Ca, K, Mg y Na fue de 34.22, 2.18, 7.78 y 0.67
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cmol kg, respectivamente, y para Cu, Fe, Zn, Mn y P fue de 6.76, 6.04, 65.55, 2.31 y
1.21 ppm en ese orden; y por Gltimo el N total en el suelo fue de 1.78 %, el cual es alto
de acuerdo con Serrato y Landeros (2001) quienes mencionan que contenidos superiores
a 0.80% deben ser considerados altos. El contenido de N es un factor muy importante
para el desarrollo de los hongos en el suelo y es un nutrimento usualmente limitante de

la productividad en la mayoria de los ecosistemas forestales

FJ998394 , Lepiota lilacea

U85335, Coprinus sterquilinus

JF907843 , Coprinus sterquilinu:

AF345821, Coprinus sterquilin.

JF907844 , Coprinus vosoustii

CP1019, Coprinus sp nov

CP1004 , Coprinus sp nov

CP1001, Coprinus sp nov

CP1003 , Coprinus sp nov

CP1016 , Coprinus sp nov

CP1017 , Coprinus sp nov

CP1002 , Coprinus sp nov

CP1007 , Coprinus sp nov

CP1018, Coprinus sp nov

CP1006 , Coprinus sp nov

JF907838 , Coprinus comatus

J0901440 , Coprinus comatus

EUS20190 , Coprinus comatus

J0901443 , Coprinus comatus

0.534 EUS20139, Coprinus comatus

FJS01551, Coprinus comatus

AY176346 , Coprinus comatus

AYB54066 , Coprinus comatus

EU168100, Coprinus comatus

0718 EU168101, Coprinus comatus

JQ901436 , Coprinus comatus

AF345803 , Coprinus comatus

96
)Q901445 , Coprinus comatus
0.04

Figura 2.7. Arbol filogenético de Coprinus pjiekakjooensis y especies cercanas; y como
grupo externo Lepiota lilacea. Los métodos empleados se describen en la seccion 4.4.3
de esta tesis. Las claves para todas las especies corresponden a las registradas en
GenBank, excepto las correspondientes a Coprinus sp. nov. las cuales corresponden a

ejemplares de C. pjiekakjooensis.
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Cuadro 2.1. Caracteristicas macro y micro morfologicas de las especies mas cercanas a C. pjiekakjooensis.

Estructura Variable C. comatus C. sterquilinus C. spadiceisporus’ C. colosseus' C. pjiekakjooensis
Pileo Largo 4.0-12.0 cm 4.0-6.0 cm 3.0-3.8 cm 13.0-25.4 cm 28.5-30.8 cm
Ancho 24-45cm 1.5-3cm 5.0a6.0cm 8.0-14.0cm 10.5-16.5cm
Forma al madurar Campanulado Conico Conico- Campanulado Campanulado
acampanado
Pilipellis Color Blanquecina Blanquecina Blanquecina Blanquecina Blanguecina
Celulas de la Largo 12.0-29.0 pm 32.0-40.5 pum 30.8-60.0 um 35.0-50.0 um 20.5-55.4 um
pilipelis Ancho 9.0-18.0 um 8.5-10.5 um 8.5-10.0 um 20.0-25.0 pm 11.5-15.3 uym
Forma Cilindricas Cilindricas Elipsoidales Elipsoidal-ovado Amplias verticales
Himenio Tipo Laminar, Laminar, Laminar, Laminar, Laminar,
delicuescente delicuescente delicuescente delicuescente delicuescente
Basidios Formay tamafio Fusiforme Clavados Corto clavado Corto clavado Corto clavado

tetrasporicos

22-32 x 10-14 um'32.0-54.0 x 13.0-16.0

Corto clavado
23.8-33.0 x 11.5-
15.0 pm'!

Subcilindrico
29.8-43.3 x
10.6-18.21 um

Largo clavado
35.0-46.5 x
9.0-16.2 um'

Ululiforme
45.0-67.5 x
11.3-17.5 pm'

12.5-17.5 x 10.0-
11.2 um

Largo clavado
20.0-25.0 x
10.0-11.2 pym

Ululiforme
28.7-35.0 x
10.0-11.2 um

31.5-35.5 x 16.0-
18.0 um

Largo clavado
42.5-48.5 x
17.0-18.0

Clavado-pedicelado

54.0-65.0 X
19.0-20.0 pm

25.5-30.8 X 7.5-9.5 um

Cilindrico-pedicelado
34.5-36.8 x
13.5-16.0 um
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Estructura

Variable

C. comatus

C. sterquilinus

C. spadiceisporus' C. colosseus'

C. pjiekakjooensis

Esterigmas

Pleurocistidios

Esporas

Poro germinativo

Estipite

Células de la
estipitipelis

Anillo

Caracteristica

Presentes o
ausentes

Largo
Ancho
indice de Q'
Forma

Coloracioén en
KOH 3%
Caracteristica
Largo
Didmetro
Interior
Diametro

Forma

Consistencia
Color

Pigmentados de
color negroy
algunos son
hialinos
Ausentes

10-11 pm

7-9 um

1.3
Elipsoidales a
ovadas

Castafio oscuras

Apical y marcado

5.0cm

1.5cm

Hueco con un
cordon de hifas

5.0-16.0 um

Delgadas y con
septos fibulados
Quebradizo
Blanco

Pigmentados de color Pigmentados de

negro

Ausentes

17-26 pm

10-15 pm

1.5
Ovado-elipsoidales

Marrén oscuro
Muy marcado

8.0-15.0 cm
0.9-1.2cm
Hueco con un
cordon de hifas

4.7-16.8 pm
Cilindrica-tabicado

Delgado y fragil
Blanco

color negro de

superior a medios

Ausentes

8.1-10.0 pum
6.2-6.9 um

1.6
Submitriformes

Marrén claro
Ligeramente
excéntrico
10.0-12.0 cm
5.0-8.0 mm
Hueco, con una
red de hifas
sueltas
5.0-22.0 um

Cilindricas

Membranoso
Blanco

Pigmentados de
color negro

Ausentes

16.8-20.0 pm
9.8-13.7 pym

14
Ovalada-elipsoidal

Marrén oscuro
Marcado

35.5-50.5 cm
1.5-2.5cm

Pigmentados de color
negro

Ausentes

13.0-15.5 um
7.0-10.0 pm
1.7
Cilindrica

Marrén oscuro
Apical y marcado

35.5-60.8 cm
2.2-3.5¢cm

Hueco con un corddn Fistuloso con un
de hifas entrelazadas corddn hifal

nd

Delgadas y
cilindricas
Suelto
Blanco

55.0-89.4 um

Cilindricas con
terminacion ovada
Quedradizo
Blanco
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Estructura Variable C. comatus C. sterquilinus C. spadiceisporus’ C. colosseus' C. pjiekakjooensis
Textura Lisa Lisa Suave Lisa Suave
Tamarfio de las  22-32 X 10-14 um 25-40 x 10-12 pm 6.0-12.0 um 45.8-95.5 X 25.5-30.8 x 3.0-5.8 pum
células 25.5-32.3 um y 31.4-32.9 x 9.5-15.2
pm
Rizomorfos Presentes o Presentes Presentes y escasos  Presentes Presentes Presentes
ausentes
Fibulas Ubicacién Estipite Estipite Velo universal  Estipitipelis No observadas
Tipo de alimentacion Saprdfito Coprofilo Coprofilo Saprdfito Saprofito
Crecimiento Solitario Solitario Muy raro Solitario Solitario
y Solitario
Distribucion Lugar Cosmopolita il:;gﬁi’aAS'a y Europa, América nd E/Inéo)lzg]c:ca al estado de
Comestibilidad Comestible Toxico No comestible  nd Comestible
Caracteristicas ~ Aroma Ligeramente a Débil y agradable Inodora Ninguno fungoide ligero o a nuez
organolépticas hongo
Sabor Sabor suave Sabor casi Insipida Ninguno Ligeramente afrutado
imperceptible
Referencia Campi et al. Woehrel y Light Van de Bogart ~ Van de Bogart Este trabajo
(2016) (2017) (1976) (1976)

indice de Q': Cociente entre la longitud y el ancho de las esporas; nd= caracter no descrito.
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2.5.4 Clave de Coprinus sensu stricto

Las caracteristicas morfoldgicas distintivas de las especies en este grupo son la forma del
basidioma, ldminas delicuescentes, las escamas pronunciadas del pileo y las esporas oscuras

con poro germinativo.

1. Basidiomas maduros de 35 a 60.8 cm de largo...................... C. piekajoensis
1. Basidiomas maduros menores a 30 cm de largo.................... 2
2. Crece sobre eStercol........ooovuiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 3

2. No crece sobre estiércol; esporas de 10-11 X 7-9um 'y

esterigmas de basidios hialinos y no oscurecidos.................. C. comatus
3. Esporas de 17-26 X 10-13um........coeivviniiniiniiiiieieeeenn, C. esterquilinus
3. Esporas de 8.1-10.0 X 6.2-6.9um...........ccovvviiiiiiiiiinnnn. C. spadiceisporus
3. Esporas de 16.8-20.0 X 9.8-13.7um..........oovviiiiiniiinnnn.. C. colosseus

2.5.5 Caracteristicas macro y micromorfoldgicas que distinguen a Coprinus de los tres

géneros afines Coprinellus, Coprinopsis y Parasola

El género Coprinus en el afio 2001 fue reclasificado con base en analisis moleculares. Esto
significd que las especies antiguamente consideradas en dicho género fueron distribuidas en
los géneros Coprinellus, Coprinopsis, Parasola y Coprinus. EI género Coprinus se encuentra
en la familia Agaricaceae y los géneros Coprinellus P. Karst. 1879, Coprinopsis P. Karst. y
Parasola en la familia Psathyrellacea. Las caracteristicas distintivas que diferencian a estos
ultimos tres géneros de Coprinus es la presencia del pileo glabro, pubescente de cistidioides
(o setoides), puede estar 0 no cubierto con granulos sueltos 0 manchas micéceas, 0 escamoso,
las escamas se desprenden con facilidad, poseen forma de monticulos de células inflamadas,
efimeras de algodoncillo-flocosas a hibridas de estas; el pileo a menudo se encuentra
parcialmente desgastado en forma natural dejando una superficie lisa; si las escamas no se

desprenden facilmente, entonces se encuentran en parches planos adheridos. El pileo es
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blanco o conspicuamente pigmentado de color gris, naranja, beige u oxidado, de inmaduro
posee forma ovoide a elipsoide, al madurar posee forma campanulada a plano convexo, el
himenio se encuentra lacerado y delicuescente. El estipite es fistuloso con un cordoén hifal
ubicado en el centro; la base puede ser o no bulbosa; posee un velo ausente o fugaz o a veces
dejando un anillo un borde basal o escamas; las laminas son delicuescentes en ejemplares
maduros, pleurocistidios prominentes (pueden estar ausentes o0 escasos, en pequefias o
medianas especies delicuescentes); laminas blancas, luego negruzcas, raramente con tinte
rosado intermedio, delicuescentes 0 méas raramente no, solo raramente flanqueados, lados
estrictamente paralelos y en excepciones sutilmente paralelos; basidios di, tri o tetramérficos
(Redhead et al., 2001)

Coprinus pjiekakjooensis sp. nov. se puede diferenciar de C. sterquilinus debido a que C.
sterquilinus tiene esporas elipsoides mas grandes de 17-26 x 10-15 um y solo crece sobre
estiércol, principalmente de caballo; de C. spadiceisporus se diferencia porque el pileo de C.
spadiceisporus es pronunciadamente ranurado hacia el centro, ademas sus basidiomas son
mas pequefios y sélo se conoce del Estado de Washington, EE. UU. y en algunas localidades
de Europa (Catalufia, Espafia y Tombolo di feniglia, Italia). La especie mas cercana
filogenéticamente a C. pjiekakjooensis; es C. comatus (Figura 2.7) de la cual se diferencia
principalmente por la longitud del estipite que en el caso de C. pjiekakjooensis puede llegar
a alcanzar hasta los 60.8 cm de largo, mientas que C. comatus no sobrepasa los 12 cm; lo
mismo sucede con C. colosseus dado que su estipite puede llegar a alcanzar hasta los 50.5
cm de largo (Uljé y Uljé et al., 1998; Noordeloos, 2000; Tabares y Rocabruna, 2002).
Ademas la nueva especie, C. pjiekakjooensis se distingue de C. comatus por el largo y ancho
del pileo de C. comatus que es de 4.0-12.0 x 2.4-4.5 cm, respectivamente, dimensiones
mucho menores que las de C. pjiekakjooensis, cuyas dimensiones son de 28.5-30.8 x 10.5-
16.5 cm; el largo de las células de la pilipelis también son mayores en C. pjiekakjooensis las
cuales son de 20.5 a 55.4 um, mientras que las de C. comatus son de 12.0 a 29.0 um; el
tamafo de las esporas de C. pjiekakjooensis son las mas grandes con un largo y ancho de
13.0-15.5 x 7.0-10.0 um, comparadas con las de C. comatus que poseen un largo y ancho de
10.0-11.0 x 7.0-9.0 um. La longitud del estipite de C. pjiekakjooensis es una de las
caracteristicas diferenciales mas importantes para esta nueva especie, porque presenta una

longitud de hasta 60.8 cm, comparado con los 5.0 cm de C. comatus; lo mismo sucede con
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el didmetro de las células del estipitipelis de C. pjiekakjooensis con dimensiones que van de
55.0 a 89.4 um, las cuales son por mucho, mas grandes que las de C. comatus de 5.0 a 16.0
pm (Cuadro 2.1).

2.5.6 Potencial medicinal de Coprinus comatus

Desde la década de 1960, se han explorado de manera mas intensiva, los constituyentes
quimicos, farmacolégicos y valores medicinales de hongos comestibles silvestres (Huang et
al., 2019). C. comatus ha sido utilizado por médicos chinos para calmar la mente y tratar el
bazo, el estbmago y el sistema digestivo, dado que contiene ocho aminoacidos esenciales
para los seres humanos (valina, leucina, lisina, isoleucina, treonina, fenilalanina, triptéfano y
metionina (Reyes et al., 2009). El pileo contiene aspartil proteasas, asparagina y glutamina,
mientas que el estipite es una fuente de glutamina, acido glicérico, treonina, &cido B-
aminobutirico, isoleucina y lisina (Chen, 2000). La disolucion acuosa (producto de la
delicuescencia del pileo de C. comatus) posee una sustancia llamada coprinol (Johansson et
al., 2001; Cao et al., 2019) utilizada como digestivo, para reforzar el sistema inmune,
tratamiento de hemorroides (Sivanandhan et al., 2017) y, enfermedades prostaticas (Dotan et
al., 2010). Tiene efectos hipoglucemiantes, antinematicida, actividades antioxidantes,
antitumorales, anticanceroso, antibacteriales e hipolipemiantes (Jang et al., 2009; Li et al.,
2010; Dotan, 2011; Pawlik et al., 2015) y antifungicas (Stojkovi et al., 2013); de igual manera
con posible actividad antinociceptiva (Ren et al., 2012). C. comatus posee actividad
nematicida, dado que se alimenta de microfauna en el sustrato donde se desarrolla, al infectar
y matar al nematodo de vida libre Panagrellus redivivus y al nematodo parasito de raiz de la
planta Meloidogyne arenaria (Luo et al., 2004; Luo et al., 2007). Dada la cercania molecular
y filogenética entre C. comatus y C. pjiekakjooensis, seria de enorme interés el estudio de las

propiedades nutracelticas y medicinales potenciales en la especie nueva.

2.5.7 Uso como comestible de C. comatus en el mundo

C. comatus ha sido utilizada como alimento a nivel mundial por poseer una forma particular,

un sabor fino, textura y sabor suaves. Esta especie ha sido reconocida como nutritiva y
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saludable tanto por la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
Alimentacién, como por la Organizacion Mundial de la Salud (Chen, 2000; Li et al., 2010)
quienes mencionan que C. comatus es una de las 16 especies raras de hongos que poseen
tanto altos valores nutritivos como un amplio rango de propiedades medicinales (Li et al.,
2010b), ademas existen cepas que pueden usarse como aromatizantes para alimentos, dado

el peculiar aroma de basidiomas que producen (Tsai et al., 2009).

2.5.8 Cultivo de C. comatus y potencial de cultivo de la nueva especie

Los hongos son componentes dietéticos importantes en algunas culturas y consumidos en
temporadas de fructificacion como alimento desde tiempos ancestrales (Stojkovic et al.,
2019). C. comatus se ha cultivado en paja de arroz, desperdicios de algodén, mazorcas de
maiz, urea, lima, gallinaza o estiércol de pollo y desechos de pulpa y papel (Dulay et al.,
2012). Sin embargo, es una especie con un periodo muy corto de vida de anaquel después de
la cosecha, maximo 10 dias en condiciones controladas, debido a la alta respiracién, el
cambio de color, la autodisolucion y consistencia fragil (Peng et al., 2020). A pesar de ello,
en China, ocupa el octavo lugar como una de las especies cultivadas de mayor valor (Ju y
He, 2011); en 2006 se produjeron 382 mil toneladas de esta especie en el citado pais (Li et
al., 2010). Ademas, esté clasificado como un hongo preeminente (Peng et al., 2020), es decir
un hongo superior del més alto nivel alimenticio. La comestibilidad de C. pjiekakjooensis
por la comunidad Tlahuica-Pjiekakjoo es un conocimiento de gran importancia, transmitido
de generacién en generacion desde tiempos ancestrales. C. pjiekakjooensis tiene la ventaja
de ser un hongo saprdfito, el cual la propia comunidad lo podria cultivar y comercializar a
gran escala y obtener recursos econémicos que ayudarian a la conservacion de sus recursos

naturales y geneticos de su bosque.

2.5.9 Propuesta como area natural de conservacion

Coprinus pjiekakjooensis es un hongo silvestre con importancia ecoldgica, biocultural y
comestible para el grupo étnico Tlahuica-Pjiekakjoo, es un hongo saproéfito establecido en

tres pequefias areas de un bosque de pino-encino, bosque de oyamel y bosque meséfilo de
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montafia, en el municipio de Ocuilan, al sureste del estado de México. Esta nueva especie se
puede considerar microendémica, cuyos ecosistemas donde se desarrolla poseen ademas, un
enorme valor ecoldgico como aprovisionamiento de agua, suelo, alimentos, combustible,
regulacion del clima, micoturismo, servicios culturales y madera (Dar y Khuroo, 2020).
Desafortunadamente, por la sobreexplotacion de sus recursos maderables debido a la tala
ilegal, caceria furtiva y el cambio de uso del suelo ponen en grave riesgo de desaparecer esta
microrregién en donde se desarrolla C. pjiekakjooensis. El area en la cual se desarrolla esta
nueva especie pertenece a la comunidad de los Bienes Comunales de San Juan Atzingo,
municipio de Ocuilan, estado de México y este predio hasta hace poco tiempo aprovechaba
sus recursos de madera legal, teniendo un programa de manejo forestal sustentable,
autorizado por la Secretaria de Medio Ambiente (SEMARNAT) y las areas en donde crece
C. pjiekakjooensis estaban segregadas del area de aprovechamiento forestal y se delimitaron
como areas de conservacion; y hasta donde se conoce es la primera ocasion en donde un area
era segregada del aprovechamiento para su conservacion por el desarrollo de una especie de
hongo; sin embargo, por problemas internos dentro de la comunidad, se suspendio este
aprovechamiento legal y se inici6 la tala clandestina y estas &reas en la actualidad no son
respetadas. Debido a estas circunstancias, seria muy importante que la difusion del
descubrimiento de esta nueva especie en esa microrregion pueda aplicar un plan de desarrollo
local y regional, que considere la conservacion del area de desarrollo de C. pjiekakjooensis.
Dicho hongo, es consumido tradicionalmente por el grupo étnico Tlahuica-Pjiekakjoo, es una
especie microendémica gue solo se desarrolla en tres pequefias areas dentro de la comunidad
de los Bienes Comunales de San Juan Atzingo, Ocuilan, en el estado de México y en grave

riesgo de desaparecer por la tala ilegal de esas areas.

2.6 CONCLUSIONES

Con base en la caracterizacion macro y micromorfoldgica y las evidencias moleculares se
concluye que C. pjiekakjooensis es una especie nueva perteneciente al género Coprinus sensu
stricto. Dado el gran tamafio de los basidiomas de la especie, lo cual la haria muy obvia, si
estuviese ampliamente distribuida en México, es razonable hipotetizar que la especie tenga

una distribucion restringida o sea endémica del area de estudio. Esto la haria una especie muy
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vulnerable a la extincién si no se protegen las areas en donde prospera, lo cual es un alto
riesgo dada la tala inmoderada a la que son objeto diversas areas en donde se asienta la cultura
Tlahuica-Pjiekakjoo. Dada su cercania morfoldgica y molecular con C. comatus, la cual es
una especie ampliamente cultivada en Asia Oriental, asi como la importancia biocultural que
tiene en el citado grupo étnico, C. pjiekakjooensis tiene un gran potencial biotecnolégico

como una especie para ser cultivada, lo cual coadyuvaria a su conservacion ex-situ.
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CONCLUSIONES GENERALES

Actualmente el estudio de hongos ectomicorrizicos aplicados como inoculantes en especies
forestales y la generacion de informacion novedosa basada en la identificacion de hongos
saprofitos son lineas de investigacion que tienen un enorme potencial biotecnoldgico y de
generacion de conocimiento, debido a que se encuentran vinculados con la mitigacién de los
efectos del cambio climatico global a través de reforestaciones exitosas, el deterioro de los
recursos naturales, la pérdida de la diversidad biocultural y la seguridad alimentaria, al estar
vinculados con la produccion de alimento de alta calidad nutrimental y contenido de
nutracedticos. Por lo tanto, existe la necesidad de realizar estudios dirigidos a especies de
géneros poco estudiados de hongos comestibles silvestres y desarrollar paquetes
biotecnoldgicos aplicables y de esta forma revalorizar el conocimiento ancestral existente en
las culturas madre del pais. En términos generales, el conocimiento cientifico de los hongos
comestibles silvestres es de gran relevancia, pues constituyen un importante recurso forestal
no maderable de gran importancia ecoldgica, cultural, social y econémica para las
comunidades aledarias a las areas boscosas. La caracterizacion de especies ectomicorrizicas
y saprofitas debe efectuarse utilizando enfoques multidisciplinarios que incluyas la
caracterizacion macro y micromorfoldgica, asi como el uso de herramientas moleculares, con
la finalidad de la precision en su identificacion. A pesar de los estudios realizados sobre la
importancia de los hongos comestibles silvestres e México, es necesario generar mas
informacién incorporando nuevas especies en la produccion nacional y contribuir al
desarrollo de la produccién de bioinoculantes forestales en el caso de las especies
ectomicorrizicas o del cultivo en el caso de las especies saprobias, como un factor de
transformacion social en los grupos que habitan areas rurales, lo cual contribuiria al uso
sostenible de este recurso genético y favoreceria el equilibrio entre conservacion y desarrollo,
y simultaneamente a la creacion de nuevas alternativas de produccion que sean competitivas
y sostenibles en un esquema de mercado global, preservando los modos de vida de los grupos
étnicos. El presente trabajo contribuye asi al conocimiento de la diversidad de HCS de

México.
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