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CARACTERIZACION DE MICROHABITATS DE HONGOS COMESTIBLES
ECTOMICORRIZICOS EN BOSQUES DE PINO, OYAMEL Y ENCINO EN
LOS PARQUES NACIONALES IZTA-POPO Y ZOQUIAPAN

Armando Lorenzana Fernandez M.C.
Colegio de Postgraduados, 2008

Los hongos ectomicorrizicos (ECM) tienen gran importancia ecologica para el
mantenimiento de los ecosistemas forestales boreales y templados, ademds de tener una
gran relevancia social en México por su comestibilidad por pobladores nativos. En el
presente estudio se evaluaron las caracteristicas de 92 microhabitats edéaficos, como pH,
clase textural, contenidos de materia orgdnica, nitrégeno, fésforo, potasio y capacidad de
intercambio catidnico, de hongos ECM comestibles. Los suelos estudiados presentaron una
textura franco-arenosa con valores de pH dcidos. En términos generales, los contenidos de
N, P, K y CIC presentaron valores de bajos a medios, los cuales fueron de 0.06 a 0.74%,
1.0 a 45.0 mKg", 0.1 a 2.8 meq/100 g y 6.3 a 56.3 meq/100 g de suelo respectivamente.
Ademds se realizé aislamiento de una cepa del hongo comestible ectomicorrizico
Hebeloma mesophaeum y se evalud su crecimiento en tres medios de cultivo en
condiciones in vitro a 28°C. Adicionalmente se evalu6 el incremento de biomasa flingica
del hongo ECM H. mesophaeum en medio liquido MNM. H. mesophaeum fue identificado
mediante biologia molecular. En medio sélido los mayores crecimientos se presentaron en
el medio de papa dextrosa agar a pH 5 y 6. En medio liquido el pH se modific6 de 5.7 a 2.9.
Hasta donde conocemos esta es la primera ocasién que se estudian las caracteristicas fisicas
y quimicas de microhabitats edéaficos de hongos comestibles ECM en el pais. Asi mismo,
los estudios del cultivo del micelio con especies ECM nativas de México como lo es H.
mesophaeum podrian ser utilizada en la inoculacion de especies de interés forestal en
condiciones de vivero. Esta informacion bdsica podria tener implicaciones précticas a
futuro en el desarrollo de cultivo de hongos comestibles ectomicorrizicos nativos de

México.
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CHARACTERIZATION OF MICROHABITATS OF WILD EDIBLE
ECTOMYCORRHIZAL MUSHROOMS IN PINE, OYAMEL AND OAK FORESTS
IN IZTA-POPO AND ZOQUIAPAN NATIONAL PARKS

Armando Lorenzana Fernandez M.C.

Colegio de Postgraduados, 2008

Ectomycorrhizal fungi (ECM) have a great ecological significance for the maintenance of
temperate and boreal forest ecosystems and a great social importance in Mexico due to their
edibility by native people. The present study evaluated the characteristics of 92 soil
microhabitats, such as pH, textural class, content of organic matter, nitrogen, phosphorus,
potassium and cation exchange capacity of edible ECM mushrooms. The studied soils
showed a sandy-loam texture with acidic pH values. Overall, the contents of N, P, K and
CIC showed low-to medium values, which were 0.06 to 0.74%, 1.0 to 45.0 mKg-1, 0.1 to
6.3 grams and 2.8 meq/100 to 56.3 meq/100 g soil, respectively. We also conducted the
isolation of a strain of an edible ectomycorrhizal fungus (Hebeloma mesophaeum). The
mycelial growth was evaluated in three solid media at 28 ° C in conditions “in vitro”.
Additionally an increasing fungal biomass in liquid medium MNM was found. H.
mesophaeum was identified using molecular biology. In solid medium the greatest growth
occurred in potato dextrose agar medium at pH 5 and 6. In liquid medium pH changed from
5.7 to 2.9. As far as we know this is the first time that the physical and chemical soil
characteristics of microhabitats of edible ectomycorrhizal fungi are studied in Mexico. At
the same time the studies of the cultivation of native ECM fungi of the Mexico as H.
mesophaeum could be used in the inoculation of species of forest interest under nursery
conditions. This basic information could have practical implications for future development

of cultivation of edible ectomycorrhizal fungi native from Mexico.
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CAPITULO 1

1.1 INTRODUCCION GENERAL

Meéxico pertenece a uno de los siete paises con mayor diversidad en el mundo, siendo los otros
seis Brasil, Colombia, Ecuador, Zaire, Madagascar e Indonesia (An6énimo, 1993). Las causas que
contribuyen a esta alta biodiversidad presente en el pais son variadas, pero dentro de las
principales se tiene su latitud, su ubicacién entre dos grandes zonas biogeograficas (Neotropical y
Neartica), una marcada influencia ocednica, la orografia compleja de su territorio y la diversidad
de climas y de suelos (Estrada-Torres y Varela, 1996). Cuenta con 55.3 millones de hectareas de
bosque y selvas que representan mas del 25 por ciento del territorio nacional. En estas aéreas
existe una gran riqueza de especies vegetales y animales, muchas de las cuales son endémicas. La
vegetacion forestal desempefia un papel importante participando activamente en el ciclo
hidroldgico, calidad del aire, impedir la erosion edéfica, contribuye a regular el clima y mantener
una biota en particular; asi mismo, es fuente de alimento y forma parte importante de ingresos
economicos para miles de familias rurales que se encuentran localizadas aledafias a estas zonas
boscosas (CONAFOR, 2005).

A nivel mundial México ocupa el octavo sitio en superficie boscosa y el segundo a nivel
Latinoamérica. Es el centro de diversidad del género Pinus, con 72 taxa (Perry, 1991) y més de
150 especies de encinos en el planeta. La produccién maderable en el pais se concentra en
especies de pinos, contribuyendo desde 1980 con mds del 80%, siguiendo en orden de
importancia el encino y el oyamel. Para el 2005 la produccién maderable extraida de pinos
representé mas del 85%, seguida la de encino con 6.6% y por dltimo oyamel con 2.2%. (INE,

2008).



En recientes afios, los ec6logos han incrementado sus esfuerzos en tratar de entender las
interacciones bioldgicas que se presentan en el subsuelo de los ecosistemas forestales. Dentro de
estas interacciones, tenemos a los hongos, los cuales forman una parte importante de la
microbiota existente en cualquier suelo forestal.

Aproximadamente existen en México unas 200,000 especies de hongos, de los cuales se conocen
alrededor de 7,000 (Garcia y Garza, 2001; Guzmadan, 1998a). Los hongos estan formados por
células filamentosas, las cuales al agruparse originan colonias para dar origen a los micelios.
Estos micelios son los encargados de realizar funciones de nutricidn, respiracion, crecimiento,
exploracion, defensa y ataque participando activamente en el mantenimiento de los ecosistemas
forestales.

Los bosques son sistemas complejos que poseen determinados mecanismos de homeostasis los
cuales se han ido perfeccionando a lo largo de los tiempos geoldgicos; de esta manera es como
han prevalecido a través de millones de afios. Dentro de estos mecanismos se encuentra la
micorriza, termino que significa “hongo-raiz”, del griego mikes y rhiza, el cual fue propuesto por
el fisidlogo vegetal Antén B. Frank en 1885 (Smith y Read, 1997). El descubrimiento de fosiles
de hongos micorrizicos asociados a plantas del Devénico superior, hace 400 millones de afos, ha
apoyado la teoria de que la micorriza desarroll6 una funcién crucial en la invasién y colonizacién
de las primeras plantas sobre la superficie del globo terrdqueo (Pérez-Moreno, 2005).
Aproximadamente entre el 90 y 95% de las plantas terrestres forman esta asociacién simbidtica
en su sistema radical y de una forma natural. El principal beneficio de ambos simbiontes es el
intercambio nutrimental. Los hongos que establecen esta simbiosis obtienen carbono de las
plantas hospederas y las plantas reciben principalmente fésforo y nitrégeno a través de las hifas

asociadas. Actualmente se conocen siete tipos de simbiosis micorrizicas: arbuscular,



ectomicorriza, ectendomicorriza, arbutoide, monotropoide, ericoide y orquidoide (Smith y Read,
1997).

Una de las asociaciones micorrizicas mas importantes desde el punto de vista biogeografico y
ecoldgico en regiones boreales, templadas y tropicales del globo terrdqueo lo conforma la
ectomicorriza, vocablo propuesto por Peyronel et al. (1969). Este tipo de micorriza se desarrolla
en las raices cortas y absorbentes de aproximadamente 450 especies arbéreas de interés forestal
como son las Pindceas (pinos), Fagaceas (haya, encino roble), Betuldceas (abedul, aile o aliso) y
Salic4ceas (Pera y Parlade, 2005). Los arboles que logran establecer esta simbiosis forman una
franja que se extiende geograficamente desde Japon, pasando por Eurasia y Norteamérica. En el
continente Asidtico partes del Himalaya, China, Indonesia y Australia. Asi mismo, todas las
especies de Nothofagus de Nueva Zelanda y Sur de América forman ectomicorriza (Meyer,
1973). Este tipo de simbiosis es considerada obligada y se presenta aproximadamente en el 95%
de las raices finas de los darboles de las zonas boscosas templadas.

Las estructuras que identifican a este tipo de micorriza son: manto fungico, red de Hartig y
presencia de micelio externo vegetativo. El manto fingico o vaina, cubre las raices cortas del
sistema radical de las plantas, el cual actia como 6rgano de almacenamiento de nutrientes. Asi
mismo proporciona una proteccion contra la penetracion de patégenos a la planta hospedera. Los
distintos hongos ectomicorrizicos forman mantos distintivos de variado espesor, textura y color
con los diferentes hospederos; puede variar de delgado a profuso y su textura puede ser
algodonosa, aterciopelada o granular. La pared celular del manto hifal esta cubierta por una capa
amorfa, la cual con una suave maceracion deja al descubierto las finas capas de que esta
constituido (microfibras). Normalmente oscila entre 20-40 pm y comprende del 20-30% del

volumen de la radicula (Lakhanpal, 2000).



Las hifas emergen del manto extendiéndose hacia fuera dando origen al micelio externo, el cual
forma parte de la interfase entre el componente edafico y vegetal de los ecosistemas terrestres. El
micelio externo es considerado uno de los componentes mas importantes en el funcionamiento de
las simbiosis ectomicorrizica debido a que tiene la habilidad de: i) absorber y transportar
nutrientes minerales y organicos del suelo (Pérez-Moreno y Read, 2000); ii) iniciar asociaciones
ectomicorrizicas al contactar hospederos jovenes; iii) funcionar como propagulo flingico de los
arboles asociados al ser separado el micelio por modificaciones fisicas en los suelos donde
desarrolla (Newton y Pigott, 1991); iv) iniciar la formacién de cuerpos fructiferos como
primordios y v) conectar arboles de la misma o diferente especie en la naturaleza (Pérez-Moreno
y Read, 2004). El micelio externo puede variar desde filamentos escasos y casi invisibles hasta
formar una gran red micelial, que tiene la capacidad de transporta agua y nutrimentos hacia el
hospedero el cual los puede aprovecha de una forma mas eficiente (Manoharachary y Mohan,
2000). Esta red micelial, ademads de participar en la absorcién de nutrientes, puede ser compartida
entre plantas de una o varias especies de diferentes grupos taxonémicos (Garza et al., 2002).

Las hifas de los hongos ectomicorrizicos al aumentar su volumen en el suelo y explorarlo, tiene
mayor acceso a fuentes nutrimentales de dificil asimilacién por el sistema radical de las plantas,
tal es el caso de iones fosfato, los cuales estdn presentes en formas poco solubles dentro de la
solucién del suelo. Asi mismo, las hifas tienen la capacitadas de acceder a fuentes tanto orgénicas
como inorganicas de nitrégeno, foésforo y otros iones presentes en el suelo que dificilmente la raiz
por si sola podria acceder (Dominguez et al., 2004). De igual forma, el mismo micelio es capaz
de emitir 4dcidos orgdnicos que intervienen en la mineralizacion del suelo (Hoffland et al., 2004).
Se ha estimado que en un metro de raiz colonizada puede estar asociada con hasta ocho
kilémetros de micelio externo ectomicorrizico; asi mismo, puede existir suficiente micelio

externo en tres metros cuadrados para darle una vuelta completa al planeta tierra por el ecuador



(Pérez-Moreno, 2005). De tal forma, el micelio externo puede ser visto emergiendo directamente
del manto y colonizando el suelo o el sustrato de enraizamiento. Wallander et al., (2001)
reportaron que en condiciones naturales el micelio externo puede constituir aproximadamente
800 Kg ha™, representar un tercio de biomasa microbiana (Hogberg y Hogber, 2002) y contribuir
en conjunto con las raices ectomicorrizadas hasta con un 50% de la respiracién del suelo
(Hogberg et al., 2001).

Otra parte del micelio emitido del manto flingico penetra a los espacios intersticiales de las
células corticales de la raiz, formando un complejo sistema intercelular denominado “Red de
Hartig” donde se lleva acabo el intercambio de nutrientes entre el hongo y la planta hospedera
(Smith y Read, 1997). El desarrollo de la Red de Hartig comienza cuando la hifa esta en contacto
con las células corticales o epidérmicas insuberizadas y se caracteriza por cambios en el
crecimiento y morfologia de la hifa. El didmetro de la hifa puede ser mayor o menor que la hifa
del manto. La hifa se orienta transversalmente al eje de la raiz y da inicio a la bifurcacion,
penetrando en direccién del crecimiento de la endodermis y longitudinal a través del espacio
intercelular. La direccidon del crecimiento transversal es sin duda una ventaja para transportar
nutrientes entre la endodermis y el manto hifal. Asi mismo, se asegura el establecimiento de la
hifa en el espacio intercelular de la células del cortex (Lakhanpal, 2000).

La interaccién entre los hongos ectomicorrizicos y las raices cortas de las gimnospermas y
angiospermas, influyen grandemente en los procesos de los ecosistemas forestales, como por
ejemplo, en el recicle de nutrimentos, mayor resistencia contra plagas y enfermedades, resistencia
al estrés hidrico, mayor sobrevivencia en suelos degradados y contaminados por metales pesados
(Hoff et al., 2004). Se ha estimado que de un 10-15 % de la produccién de los fotosintatos de los
fitobiontes en los ecosistemas de bosques templados, es transferido a los simbiontes fiingicos. A

pesar de este gran costo energético, la presencia de los micobiontes es obligada en los bosques



naturales templados, lo cual denota la relevancia de la simbiosis para el mantenimiento de estos
ecosistemas (Brundett, 1991).

Esta simbiosis ectomicorrizica (ECM) se establece en unas 3,000 especies de plantas y cerca de
5,000 especies de hongos, principalmente basidiomicetos y ascomicetos (Smith y Read, 1997;
Estrada-Torres y Santiago-Martinez, 2003). Géneros completos de arboles como Abies, Pinus,
Picea, Fagus y Quercus, que cubren grandes superficies del planeta, no podrian sobrevivir en
ausencia de la simbiosis ectomicorrizica.

Dentro de este tipo de asociaciones simbidticas, se encuentran los hongos silvestres comestibles
(cuerpos fructiferos o esporocarpos) que desarrollan en este tipo de ecosistemas forestales en el
periodo de lluvias. Los hongos silvestres comestibles, son consumidos en gran parte del mundo
por sus reconocidas caracteristicas gastronémicas (sabores y aromas) y por presentar
componentes nutritivos e interesantes.

Se conocen aproximadamente unas 2,500 especies de hongos silvestres comestibles globalmente.
Dentro de los hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos mas demandados para consumo
humano, se reportan a Tuber melanosporum, Tuber magnatum, Boletus edulis, Cantharellus
cibarius y Amanita caesarea consumidos en regiones Europeas como Espafa, Francia, Italia y
Tricholoma matsutake en Japén (Yun y Hall, 2004).

Los hongos silvestres ectomicorrizicos comestibles no solamente forman parte de una gran
delicia al paladar, adicionalmente proporcionan una fuente de ingresos y de subsistencia para las
personas que se dedican a su recolecta. Dominguez et al. (2004), reportaron que la trufa negra
(Tuber melanosporum Vitt), la cual forma micorriza, tiene una gran importancia desde el punto
de vista econdmico, social y ecoldgico en las dreas rurales de Espafia.

En México, los hongos silvestres comestibles forman parte de su diversidad bioldgica, ecolégica

y cultural, debido a que han sido parte importante de una tradicion de subsistencia la cual data de



épocas prehispénicas y se basa en el uso de los recursos naturales. Estas evidencias se encuentran
plasmadas en cddices indigenas de la época colonial con las descripciones de soldados y
misioneros espafioles del siglo XVI, y a finales del siglo XIX y principios del XX con los
trabajos de algunos naturalistas extranjeros. Actualmente estas tradiciones aun se mantienen
mediante practicas familiares de recoleccion en épocas especificas (temporada de lluvias). Estas
practicas desarrolladas por los “hongueros”, que se les denomina asi a las personas que recolectan
los hongos, se realizan con fines de autoconsumo o comercializacion, en los mercados populares
aledafios a las regiones forestales, principalmente del centro y sur del pais, de una forma similar
como se realizaba en los mercados prehispanicos (Villareal y Pérez-Moreno, 1989).

Cabe senalar que el uso de los hongos con fines rituales y ceremoniales como es el caso del
hongo llamado “teonandcatl” (carne del dios o carne divina) entre los grupos de habla ndhuatl en
el Valle de México, como los mexicas o tezcocanos aun existe, este hongo el cual no es
ectomicorrizico, es identificado como Psilocybe con tres especies al menos: P. mexicana, P.
wassoni 'y P. aztecorum (Vasquez, 2007).

En México se conocen alrededor de 220 especies de hongos silvestres comestibles, de las cuales
aproximadamente el 50% establece relacion simbidticas del tipo ectomicorriza con arboles de
importancia forestal (Martinez-Reyes et al., 2002).

Los hongos ectomicorrizicos a través de su micelio externo, pueden llegar a formar cuerpos
fructiferos, tanto en la superficie del suelo (epigeo) como subterrdneos (hipogeos), los cuales
contiene esporas microscopicas responsables en parte, de la propagacion y reproduccion de los
hongos. Estos cuerpos fructiferos, denominados también como carpéforos, son utilizados para la
identificacion de las diversas especies de hongos ectomicorrizicos (ECM) que pueden hallarse en

los ecosistemas forestales, ademds de servir como una fuente de indculo para la aplicacion a



plantulas forestales a nivel vivero. Asi mismo, pueden ser utilizados para la realizacion de
aislamiento mediante técnicas de cultivo in vitro en laboratorio.

Hay pocos trabajos relacionados al estudio de las caracteristicas fisicas y quimicas de los
microhabitats edaficos donde desarrollan los hongos ectomicorrizicos, sin embargo, para el caso
de las trufas se han realizado caracterizaciones de sus habitats donde prosperan. Por ejemplo,
Casermeiro et al. (2002), realizaron la caracterizacion de los suelos donde desarrolla la trufa
negra (Tuber melanosporum Vitt.) de forma natural en la provincia de Soria, Espafa.

En el presente trabajo se estudiaron las caracteristicas fisicas y quimicas de microhabitats
edaficos de 53 especies de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en bosques de pino,
oyamel y encino en los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos, México.
Adicionalmente se realizaron aislamientos del hongo ectomicorrizico comestible Hebeloma y se
efectiio una caracterizacion de Hebeloma mesophaem en tres medios de cultivo sélido a 5 pH

distintos.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS E HIPOTESIS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Generar informacion ecoldgica de los microhabitats de los hongos silvestres comestibles
ectomicorrizicos de los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos, asi como estudiar en

cultivo “in vitro” una especie del género Hebeloma.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar las especies de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos existentes en los
diferentes tipos de vegetacion de los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.

2. Caracterizar la clase textural y los contenidos de arena, limo y arcilla de los suelos de los
microambientes donde que crecen los hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos de
los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.

3. Efectuar una caracterizacién quimica, en términos de pH, contenido de materia orgédnica,
y concentraciones de nitrégeno, fésforo, potasio y capacidad de intercambio catidnico de
los suelos de los microambientes en el que crecen los hongos silvestres comestibles
ectomicorrizicos de los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.

4. Determinar el crecimiento “in vitro” del hongo silvestre ectomicorrizico comestible

Hebeloma mesophaeum en tres medios de cultivo s6lido en cinco condiciones de pH.
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2.3 HIPOTESIS

1. En el bosque de oyamel de los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos, existe
mayor diversidad de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos que en los bosques de

pino y encinos.

2. Los suelos de los microambientes donde crecen los hongos silvestres comestibles
ectomicorrizicos de los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos tienen

principalmente una clase textural franca arenosa.

3. Existen especies de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en los Parques
Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos con una gran plasticidad ecoldgica en
términos de contenidos de materia orgdnica, nitrégeno, fésforo y potasio de los

microhabitats edaficos donde prosperan.

4. Hebeloma mesophaeum presenta un mayor crecimiento “in vitro” apH 5y 6 que a pH 7

y 8.
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CAPITULO 3

CARACTERISTICAS FISICAS Y QUIMICAS DE MICROAMBIENTES EDAFICOS DE
HONGOS COMESTIBLES ECTOMICORRIZICOS EN LA REGION DE LOS
PARQUES NACIONALES IZTA-POPO, ZOQUIAPAN Y ANEXOS

3.1 RESUMEN

Los hongos ectomicorrizicos tienen gran importancia ecoldgica para el mantenimiento de los
ecosistemas forestales templados, ademds de tener una gran relevancia social en México por su
comestibilidad por pobladores nativos. A pesar de ello, los estudios relacionados con las
caracteristicas fisicas y quimicas de los microhabitats edaficos donde se desarrollan los hongos
comestibles ectomicorrizicos han recibido escasa atencién en México. En el presente estudio se
evalué la clase textural, pH, capacidad de intercambio catidénico, y contenidos de materia
organica, nitrogeno, fésforo y potasio de 92 microhabitats en donde prosperaban 53 especies de
hongos comestibles ectomicorrizicos de los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.
Los suelos estudiados fueron dcidos con textura franca-arenosa. El pH varié de 4.2 a 7.2. El
contenido de materia orgdnica presentdé un amplio intervalo, variando de 1.8 a 40.8%. En
términos generales, los contenidos de N, P, K y CIC presentaron valores de bajos a medios, los
cuales fueron de 0.06 a 0.74%, 1.0 a 45.0 mKg ', 0.1 a 2.8 meq/100 g y 6.3 a 56.3 meq/100 g de
suelo respectivamente. Hasta donde conocemos esta es la primera ocasidon que se estudian las
caracteristicas fisicas y quimicas de microhabitats de hongos comestibles ectomicorrizicos en el
pais. Esta informacion basica podria tener implicaciones practicas a futuro en el desarrollo de

cultivo de hongos comestibles ectomicorrizicos nativos de México.

Palabras clave: comestibilidad, ectomicorriza, microhabitats, textura del suelo.
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3.2 ABSTRACT

Ectomycorrhizal fungi have a great ecological significance for the maintenance of temperate
forest ecosystems, and a great social importance in Mexico due to their edibility by native people.
Despite this, studies related to the physical and chemical characteristics of the soil microhabitats
where ectomycorrhizal edible fungi proliferate have received little attention in Mexico. The
present study evaluated the textural class, pH, cation exchange capacity and content of organic
matter, nitrogen, phosphorus and potassium of 92 microhabitats where 53 species of edible
ectomycorrhizal fungi proliferate in the National Parks Izta-Popo and Zoquiapan. The studies
soils were acidic with sandy-loam texture. The value of pH ranged from 4.2 to 7.2. The content of
organic matter showed a wide range, ranging from 1.8 to 40.8%. Overall, the contents of N, P, K
and CIC were low-to medium, and ranged from 0.06 to 0.74%, 1.0 to 45.0 mKg-1, 0.1 to 2.8
meq/100 g and 6.3 to 56.3 meq/100 g soil respectively. As for as we know this is the first time
that the physical and chemical characteristics of microhabitats of edible fungi ectomycorrhizal
are studied in Mexico. This basic information could have practical implications for future

development of cultivation of edible ectomycorrhizal fungi native from Mexico.

Keywords: edibility, ectomycorrhiza, microhabitats, soil texture.
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3.3 INTRODUCCION

La ectomicorriza (ECM) se establece aproximadamente entre 5,000 especies de hongos
principalmente del grupo de Basidiomicetes y Ascomicetos, y unas 3,000 especies de plantas,
dentro de las cuales se encuentran algunas de interés forestal como son pinos, encinos, eucaliptos,
hayas y abedules, las cuales dominan las regiones templadas y boreales del planeta, aunque
también las podemos tener presentes en ecosistemas tropicales (Pérez-Moreno, 1995). La ECM
es una simbiosis que conecta dos importantes subsistemas: el suelo y las plantas. La ECM ayuda
a regular las cantidades de nutrimentos (degradados a partir de substancias organicas, por hongos
y bacterias para ser reciclados) que se traslocan del suelo a los fitobiontes. Controla las
cantidades de substancias rizosféricas, principalmente carbohidratos, que son traslocados de los
arboles al suelo. De esta forma constituye un importante canal en el flujo de energia de los
fitobiontes a los micobiontes y viceversa, permitiendo o no dicho flujo de acuerdo con las
condiciones ecoldgicas presentes. La ECM tiene una estrecha relacién con tres elementos
existentes en los ecosistemas forestales templados, los cuales son: el ambiente fisico-quimico,
poblaciones vegetales y la biota del suelo (Pérez-Moreno, 1995).

Hobbie (2006), reporté que alrededor del 20-40% de las raices ectomicorrizadas estdn
compuestas de tejido fungico. Rosling (2003) reporté que en los suelos forestales boreales, en el
horizonte orgédnico y por arriba del horizonte mineral se encuentran la mayor densidad de raices
finas las cuales son mds susceptibles a ser micorrizadas, cominmente mas del 95%. Los hongos
ectomicorrizicos exudan polisacaridos, de forma similar a los emitidos por el sistema radical de
las plantas, teniendo como funcién principal proporcionar una estabilidad en los microagregados
y micro poros del suelo, contribuyendo de esta forma a mejorar la estructura del suelo y tener

condiciones mas propicias para el desarrollo de los hongos ectomicorrizicos (Molina et al.,
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2001). La simbiosis ectomicorrizica tiene una gran importancia ecoldgica en los bosques de
pinos, dado que resulta fundamental la translocacién nutrimental del suelo hacia los arboles.

Por miles de afos las fructificaciones localizadas en la parte superior del suelo, originadas por
diversos hongos, dentro de estos los ectomicorrizicos, han constituido una fuente de alimento
para el ser humano en regiones boscosas templadas del globo terrdqueo. Dentro de estos hongos
silvestres comestibles ectomicorrizicos se tiene algunos géneros como Amanita, Boletus,
Cantharellus, Gomphus, Hebeloma entre otros. En México, la actividad de recolecta y
comercializacion de hongos comestibles data de épocas prehispanicas. Asi mismo, los hongos en
Meéxico son utilizados en diversas dreas geogréficas del pais con fines religiosos, medicinales,
como insecticidas y alimento, tradicion que ha quedado plasmada en cddices indigenas y en
crénicas y escritos de la época colonial (Montoya, 2003). En el pais se conocen aproximadamente
204 especies de hongos silvestres comestibles, los cuales forman parte de la diversidad bioldgica,
ecoldgica y cultural del pais (Villareal y Pérez-Moreno, 1989). El caso de las trufas en Europa o
del matsutake en Asia y Norte América, genero ganancias de alrededor de 2 billones de ddlares
por aiio en la década de los 90°s. Igualmente en el sur de Corea y China se generaron 80 millones
de dolares por afio para las poblaciones rurales. China por si sola exporté entre 500 a 600
toneladas de matsutake por afio a Japén en el mismo periodo de los 907s. Asi mismo, Canada,
Estados Unidos y México exportaron de 500 a 700 toneladas por afio de matsutake blanco (Tuber
magnivelare) a Japon (Yun y Hall, 2004). De forma similar, Daza et al. (2007), reportaron en su
estudio realizado en el Parque Natural Sierra de Aracene y Picos de Aroche, Espafia, que el
precio medio de Amanita ponderosa era de 12 euros por kilogramo en el ano 2006.
Mundialmente, los trabajos enfocados al estudio de las caracteristicas fisicas y quimicas donde
prosperan los hogos silvestres comestibles ectomicorrizicos ha sido escasa. Sin embargo se han

realizado algunos trabajos relacionados a las trufas (Tuber spp.) como el reportado por Renowden
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(2005). En el presente trabajo, se estudiaron las caracteristicas fisicas y quimicas de microhabitats
edaficos de 53 especies de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en bosques de los
Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos, realizando muestreos de suelos donde

existian fructificaciones de hongos ectomicorrizicos comestibles.

3.4 MATERIALES Y METODOS

3.4.1 Area de estudio

El estudio se efectu6é en los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos los cuales se
ubican en el centro de México, en el Sistema Neovolcdnico Transmexicano el cual se origind
durante el terciario por actividad volcanica. El drea se localiza entre las coordenadas geogréficas
18° 597y 19° 167 latitud norte y 98° 34" y 98° 16" de longitud oeste, asi mismo se incluyen dos
de las montafias mds altas de México, el Iztaccihuatl, palabra de origen ndhuatl que quiere decir
“Mujer Blanca” y el Popocatépetl, “Monte que Humea”, con altitudes de 5,280 y 5,482 msnm
respectivamente (Parque Nacional Izta-Popo, 2008). Limita con los estados de México, Puebla y
Morelos. Abarca una superficie aproximada de 45,097 hectdreas. Los municipios que integran el
parque son: Texcoco, Iztapaluca, Tlalmanalco, Amecameca, Atlautla y Ecatzingo en el Estado de
México; Tlahuapan, San Salvador el Verde, Domingo de Arenas, San Nicolds de los Ranchos y
Tochimilco en el Estado de Puebla; y en el Estado de Morelos Tetela del Volcéan. El tipo de
suelos en dichas areas son clasificados como andosoles, suelos derivados de cenizas volcanicas,
aunque podemos encontrar algunos regosoles. Los tipos de vegetacion en el drea incluyen
bosques de pinos (Pinus teocote, P. ayacahuite, P. leiophyla, P. hartweggi (Figura 3.1a), P.
montezumae, P. pseudostrobus), de oyamel (Abies religiosa), de encino (Quercus spp.) y bosques
mixtos de Pinus spp., Alnus spp. y Quercus spp. Se muestrearon areas desde 2,718 a 3,805

msnm, estas dltimas en el limite de la vegetacion arbérea en México en bosques de Pinus
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hartweggi. El principal tipo de clima en la zona de estudio es C(m)(w)b(e)g el cual es templado
himedo con lluvias en verano, con temperatura media anual entre 12 y 18°C y precipitacion
media anual de 659.3 mm. Existiendo en las partes mas altas clima ETHw (frio, con temperatura
media anual entre -2 y 5°C) y EFHw (muy frio, temperatura media anual menor a —2°C) (Garcia,

1988).

3.4.2 Toma de muestras e identificacion de especies fiingicas

El muestreo se realiz6 durante los meses de agosto a noviembre del 2005. Las localidades que se
recorrieron fueron las siguientes: i) Hueyacatitla, Puebla; ii) Paraje La Longaniza, La Cruz de
Cercatinco y Rancho Viejo, Tlaloc, Estado de México; iii) Zoquiapan, Estado de México; iv)
Paraje El Candelero, Izta-Popo, Estado de México y v) Paraje La Cruz, Izta-Popo, Estado de
Meéxico. En este periodo se efectuaron muestreos, los cuales consistieron en 10 transectos cada
uno de 400 m, acompaiiados de recolectores locales de hongos silvestres comestibles (hongueros)
para confirmar la comestibilidad de las especies recolectadas. La mecédnica seguida para realizar
el muestreo consistié en recolectar todas las especies de hongos comestibles ectomicorrizicos
localizados en los transectos, auxilidndose de canasta, cuchillo y papel encerado. Posteriormente
una vez recolectado el hongo, en la base de cada especie se tom6 una muestra de suelo de 15 cm
de didmetro por 20 cm de profundidad, con el auxilio de una barrena disefiada ex profeso para
dicho fin (Figura 3.1b y c). Las muestras de suelo fueron guardadas en bolsas de pléstico y se
colocaba un nimero de identificacion el cual coincidia con el hongo recolectado. Los muestreos
asi efectuados generaron un total de 92 muestras (soil cores) de microhabitats edaficos donde
crecian los hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos de la region. Cada muestra fue
geoposicionada utilizando un GPS (Global Position System) III Plus de Garmin. Adicionalmente,

se anot6 el tipo de vegetacion donde prosperaba cada hongo. La identificacion de los hongos se
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efectué mediante una caracterizacion macro y micromorfolégica siguiendo las técnicas
convencionales de micologia. Los ejemplares fueron deshidratados y herborizados realizdndose
“voucher collections” las cuales son conservadas en la coleccion del Area de Microbiologia,
Edafologia del Colegio de Postgraduados en Texcoco, México. El caricter ectomicorrizico de las
especies de hongos, se basdé en Molina ef al. (1992) y los autores de las especies en Index

Fungorum (2008).
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Figura 3.1. a) Panordmica de un sitio de muestreo en bosque de Pinus hartweggi; b) barrena
disefiada ex profeso para la toma de muestras de suelo; ¢) toma de muestra de suelo con barrena;
d) primordio de Amanita caesarea; e) venta de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos
procedentes de los bosques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.
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3.4.3 Determinacion de caracteristicas fisicas y quimicas de las muestras de suelo

Las 92 muestras de suelo se secaron a temperatura ambiente bajo sombra y se cribaron en tamiz
del No. 10 (2.00 mm). Se determiné pH utilizando una suspension suelo:agua 1:2 (CSTPA,
1980), la textura con hidrémetro (Bouyoucus, 1951), fésforo disponible segin Olsen et al.
(1954), potasio y capacidad de intercambio catiénico siguiendo el método del Centurién con
acetato de amonio 1 N pH 7 (Holmgren et al., 1977). Para la determinacién de nitrégeno total
(Bremner, 1965) y materia orgédnica (Allison, 1965) las muestras previamente fueron cribadas en

un tamiz del No. 30 (0.59 mm).

3.5 RESULTADOS

Se recolectaron 53 especies de hongos silvestres ectomicorrizicos comestibles, las cuales estan
incluidas en 23 géneros. Los géneros que presentaron un mayor nimero de especies fueron
Amanita, Boletus, Lactarius y Ramaria, con 7, 6, 4 y 4 especies, respectivamente (Cuadro 3.1).
Las especies que se recolectaron con mayor frecuencia en la zona de estudio fueron Amanita
rubescens var. rubescens Pers., Russula delica Fr., Xerocomus sp., Suillus aff. pseudobrevipes
A.H. Sm. & Thiers, Gomphus floccosus (Schwein.) Singer y Laccaria bicolor (Maire) P.D.
Orton. Las altitudes a las que fueron recolectados los hongos silvestres comestibles
ectomicorrizicos, como las muestras de suelo, reportados en el presente trabajo fueron de los
2,718 a 3,805 m (Cuadro 3.1).

El mayor nimero de especies de hongos ectomicorrizicos se recolectaron en bosque de Pinus
hartwegii con 37, seguido de bosque de Abies religiosa con 22, ecotono Pinus-Abies con 13,
Quercus spp., P. teocote, P. montezumae, P. leiophyla y P. ayacahuite con 8, 5, 3, 2y 2

respectivamente.
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Cuadro 3.1. Tipo de vegetaciéon y altitud de microhabitats edédficos donde crecen hongos
silvestres comestibles ectomicorrizicos en los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y

Anexos
Tipo de Altitud . §

Especie de hongo Vegetaci(’)n1 (msnm) Frecuencia
Amanita franchetti (Boud.) Fayod Ph, Q 3455-3670 3
Amanita caesarea (Scop.) Pers. Pt 2801-2843 2
Amanita crocea (Quél.) Singer Ph 3580 1
Amanita fulva (Schaef.) Fr. Ph 3621 1
Amanita rubescens var. rubescens Pers. Q, Ar, AP,Ph  3002-3805 6
Amanita vaginata (Bull.) Lam. Q 2747 1
Amanita sp. Ph 3098 1
Boletus aff. luridus Schaeff. Ar, Ph 3518-3664 2
Boletus aff. subvelutipes Peck Ar 3006 1
Boletus bicolor Massee Ar 3570 1
Boletus clavipes (Peck) Pilat & Dermek AP, Ar 2994-3121 2
Boletus edulis Bull. Ph 3684 1
Boletus sp. AP 3201 1
Cantharellus cibarius var. cibarius Fr. Ph 3753 1
Clavariadelphus pistillaris Ar 3381 1
Clavaria vermicularis Scop. Ar 3805 1
Clavulina cinerea aff. cinerea (Bull.) J.Schrot. Ph 3626 1
Clavulina cristata (Holmsk.) J. Schrot Ph 3656 1
Chroogomphus rutilus (Schaeff.) O.K. Mill. Pm 3444 1
Gomphus floccosus (Schwein.) Singer Ar, AP 2970-3376 4
Gyromitra infula (Schaef.) Quél. Ar 3805 1
Hebeloma alpinum (J. Favre) Bruchet Ph 3641 1
Hebeloma leucosarx P.D. Orton Ar, PA 3201-3590 2
Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél. AP 3003 1
Helvella elastica Bull. Ph 3060 1
Helvella lacunosa Afzel Ar 3022-3377 2
Hygrophorus chrysodon (Batsch) Fr. Ph 3672 2
Laccaria aff. ochropurpurea (Berk.) Peck AP 3453 1
Laccaria bicolor (Maire) P.D. Orton Q,Ph, Pm 3406-3640 4
Laccaria laccata (Scop.) Cooke Ar, Ph 2970-3406 2
Lactarius aff. Deliciosus (L.) Gray AP 3483 1
Lactarius deliciosus (L.) Gray Ph 3655 1
Lactarius salmonicolor R. Heim & Leclair AP, Ph, PI, 2819-3540 3
Lactarius sp. Ph 3621-3648 2

'Ar= Abies religiosa; Pt= Pinus teocote; Pl= Pinus leiophyla; Pa= Pinus ayacahuite; Ph= Pinus
hartweggi; Pm= Pinus montezumae; Q= Quercus spp.; AP= Ecotono Abies con Pinus spp Yen 10

transectos de 400 metros.
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Continuacion cuadro 3.1.

Tipo de Altitud . §
Especie de hongo vegetaci()n1 (msnm) Frecuencia
Lycoperdon sp. Ph 3592-3676 2
Macropodia macropus (Pers.) Fuckel Ph 3656 1
Morchella esculenta (L.) Pers. Ph 3075 1
Morchella sp. Ar 3377 1
Pulveroboletus auriporus (Peck) Singer Q 2763 1
Ramaria aff. pallida (Schaeff.) Ricken AP 3118 1
Ramaria rubiginosa Marr & D.E. Stuntz Ar 3044 1
Ramaria sp. Ar, Ph 3377-3490 2
Ramaria cystidiophora (Kauffman) Corner Ph 3790 1
Russula aff. mexicana Burl Q 2718 1
Russula delica Fr. Q, AP, Ph, Pt, Ar 2740-3678 6
Russula sp. Ar 3501 1
Suillus aff. pseudobrevipes A.H. Sm. & Thiers Pl, Ph, Pm, Pt 2793-3673 5
Tricholoma aff. saponaceum (Fr.) P. Kumm. Ar 3377 1
Tricholoma aff. ustale (Fr.) P. Kumm. Ar 3526 1
Xerocomus aff. badius (Fr.) Kithner Q 2742 1
Xerocomus badius (Fr.) Kithner AP 3568 1
Xerocomus leonis (D.A. Reid) Bon Pa 3114 1
Xerocomus sp. AP, Ar, Ph, Pa 3012-3659 6

'Ar= Abies religiosa; Pt= Pinus teocote; Pl= Pinus leiophyla; Pa= Pinus ayacahuite; Ph= Pinus
hartweggi; Pm= Pinus montezumae; Q= Quercus spp.; AP= Ecotono Abies con Pinus spp Yen 10

transectos de 400 metros.

La mayoria de los microhabitats edaficos estudiados (84%), presentaron una textura franco
arenosa. En menor proporcién existieron microhabitats con clase textural franco arcillosa (1%)
(Figura 3.2A). El pH vari6 de 4.2 a 7.2, observandose que la mayoria de hongos (71%) prosperan
a pH entre 5.1 a 6.0 (Figura 3.3a). En el Cuadro 3.3 podemos apreciar que el género Amanita
tiene una gran plasticidad, presentandose en un intervalo de pH entre 4.2 a 6.4. De forma
semejante, la especie Hebeloma leucosarx, desarrolla en ambientes dcidos con pH 5.7 como

neutros con un pH de 7.2. La especie que present6 el valor de pH mas bajo fue Amanita

rubescens, con 4.2.
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Cuadro 3.2. Clase textural de microhabitats edaficos donde crecen hongos silvestres comestibles
ectomicorrizicos en los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos

Especie de hongo Arena Limo Arcilla Clase )
(%) textural

Amanita franchetti 59-73 18-26 9-15 FA
Amanita caesarea 61-66 16-22 17-18 FA
Amanita crocea 76 10 14 FA
Amanita fulva 61 22 17 FA
Amanita rubescens var. rubescens 53-74 16-30 8-23 FA, Far, F
Amanita vaginata 53 24 24 Far
Amanita sp. 61 28 11 FA
Boletus aff. luridus 54-76 14-30 10-16 FA
Boletus aff. subvelutipes 65 25 11 FA
Boletus bicolor 55 28 16 FA
Boletus clavipes 65-68 19-22 13-14 FA
Boletus edulis 79 12 8 ArF
Boletus sp. 68 18 14 FA
Cantharellus cibarius var. cibarius 73 18 9 FA
Clavariadelphus pistillaris 67 20 13 FA
Clavaria vermicularis 70 18 12 FA
Clavulina cinerea aff. cinerea 75 16 9 FA
Clavulina cristata 74 16 11 FA
Chroogomphus rutilus 61 24 15 FA
Gomphus floccosus 64-72 15-22 11-18 FA
Gyromitra infula 71 16 13 FA
Hebeloma alpinum 70 22 9 FA
Hebeloma leucosarx 53-70 18-32 12-15 FA
Hebeloma mesopheum 65 23 12 FA
Helvella elastica 69 22 9 FA
Helvella lacunosa 63-69 18-25 12-13 FA
Hygrophorus chrysodon 75 14 11 FA
Laccaria aff. ochropurpurea 52 32 16 F
Laccaria bicolor 50-71 18-32 9-22 FA,F
Laccaria laccata 67-70 19-22 11 FA
Lactarius aff. deliciosus 58 24 17 FA
Lactarius deliciosus 68 22 10 FA
Lactarius salmonicolor 60-64 19-26 14-17 FA
Lactarius sp. 60-74 18-20 9-19 FA
Lycoperdon sp. 55-72 18-30 10-15 FA
Macropodia macropus 72 18 11 FA

'FA = franco-arenoso; Far = franco-arcillo-arenoso; F = franco; ArF = arena-francosa;
Farc = franco-arcilloso.
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Continuacion cuadro 3.2.

Especie de hongo Arena Limo Arcilla Clase .
(%) textural

Morchella esculenta 75 17 7 ArF,
Morchella sp. 67 20 13 FA
Pulveroboletus auriporus 57 22 21 Far
Ramaria aff. pallida 70 14 16 FA
Ramaria rubiginosa 70 19 11 FA
Ramaria sp. 56-69 20-28 11-16 FA
Ramaria cystidiophora 69 20 11 FA
Russula aff. mexicana 53 24 23 Far
Russula delica 47-80 10-28 8-32  FA, Far, ArF
Suillus aff. pseudobrevipes 61-75 12-26 11-19 FA
Tricholoma aff. saponaceum 67 22 11 FA
Tricholoma aff. ustale 50 32 18 F
Xerocomus aff. badius 43 26 32 Farc
Xerocomus badius 62 24 14 FA
Xerocomus leonis 66 22 12 FA
Xerocomus sp. 60-69 19-30 9-14 FA

1 N
FA = franco-arenoso; Far = franco-arcillo-arenoso; F = franco; ArF = arena-francosa;
Farc = franco-arcilloso.

El contenido de materia orgdnica en los microhabitats edéaficos estudiados presenté un amplio
intervalo variando de 1.8 a 40.8%, pudiéndose observar que la mayoria de muestras (54%),
contenian entre el 2.6 a 7.5% de materia organica (Figura 3.3.b). La especie de hongo silvestre
ectomicorrizico que presenté el mayor porcentaje de materia organica fue Amanita rubescens,
con 40.8% desarrollandose en bosque de Abies religiosa. De forma similar como ocurri6 en el
pH, Amanita rubescens tiene una gran plasticidad en desarrollar en distintos porcentajes (3.0 a
40.8%) de materia orgédnica. Asi mismo, los géneros Lactarius y Xerocomus presentaron una
plasticidad amplia con 5.4 a 40.5% y 3.1 a 20.8% respectivamente de materia organica,
desarrollandose en ecotonos de Pinus y Abies; seguidos de los géneros Laccaria, Boletus y

Russula (Cuadro 3.3).
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Total de muestras = 92

No. de muestras
[E—
()
|

0-5 6.0-10 10.1-15 15.1-20 20.1-25 25.1-30 30.1-35 35.1-40 40.1-45 45.1-
60.0

meq/100 g de suelo

Figura 3.2. Clases texturales (A) y capacidad de intercambio catiénico (B) de los
microhabitats edaficos de los hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en los
Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.
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Total de muestras = 92
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-

4-4.5 4.6-5 5155 566 6.1-65 667 7.1-75
pH

Total de muestras = 92 (b)
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0-25 26- 51- 7.6- 101- 12.6- 15.1- 17.6- 20.1-
5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5  20.0 40.8

Porcentaje (%)

Figura 3.3. Valores de pH (a) y contenido de la materia orgénica en porcentaje (b) de los
microhabitats edaficos de los hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en
los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.
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Figura 3.4. Distribucién del porcentaje de nitrégeno (a) y contenido de fésforo expresado en
mg Kg' de suelo (b) de los microhabitats edaficos de los hongos silvestres
comestibles ectomicorrizicos en los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y
Anexos.
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El porcentaje de nitrégeno vario de 0.06 a 0.74%. El mayor nimero de muestras presentaron de
0.11 a 0.20% de nitrégeno (Figura 3.4a). El género que presento una mayor variabilidad fue
Lactarius con 0.14 a 0.74% de nitrégeno seguido de Amanita con 0.08 a 0.58%. En el caso de los
géneros Ramaria, Russula y Xerocomus presentaron rangos muy semejantes. Algo muy similar se
pudo observar en los géneros Hebeloma e Hygrophorus (Cuadro 3.4).

En el caso del contenido de fésforo, se pudo observar que la mayor concentracién de muestras se
presentaron en valores de 6.0 a 10.0 ppm (48%) (Figura 3.4.b). El género con mayor amplitud fue
Hygrophorus con 4 a 70 ppm. Respecto al potasio la mayor cantidad de muestras de los
microhabitats edaficos estudiados (35%), presentaron una cantidad relativamente baja variando
de 0.0 a 0.2 meq/100g de suelo (Figura 3.5). Sin embargo, el género Russula presentd un rango
amplio de distribucién, desde 0.1 hasta 2.8 meq/100g de suelo (Cuadro 3.4).

La capacidad de intercambio catiénico vario de 6.3 a 56.3 meq/100g de suelo presentdndose el
mayor numero de muestras (55%) entre los rangos de 6.3 a 20.0 meq/100g de suelo (Figura
3.2.B). Asi mismo, el género Amanita se comporto con una gran plasticidad, variando de 7.1 a
56.3 meq/100g de suelo (Cuadro 3.3).

Se detecté que algunas de las especies estudiadas son comercializadas en mercados locales

(Figura 3.1e).
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Cuadro 3.3. Caracteristicas quimicas de microhabitats edéaficos donde crecen hongos silvestres
comestibles ectomicorrizicos en los Parques Nacionales 1zta-Popo, Zoquiapan y Anexos

. M.O. CIC
Especie de hongo pH (%) (meq/100 g)

Amanita franchetti 5.0-5.5 5.0-14.5 9.8-28.4
Amanita caesarea 5.5-5.6 2.5-6.5 21.2-23.9
Amanita crocea 4.6 6.1 14.1
Amanita fulva 4.6 29.6 39.8
Amanita rubescens 42-6.4 3.0-40.8 7.1-56.3
Amanita vaginata 5.3 11.1 30.0
Amanita sp. 6.0 9.3 16.1
Boletus aff. luridus 5.4-5.6 4.4-15.1 6.3-32.1
Boletus aff. subvelutipes 5.6 4.1 13.8
Boletus bicolor 5.2 10.4 21.6
Boletus clavipes 5.5-5.7 5.5-6.2 16.3-20.7
Boletus edulis 5.5 4.1 6.3
Boletus sp. 5.8 4.5 17.6
Cantharellus cibarius 5.7 6.0 10.4
Clavariadelphus pistillaris 4.6 4.1 16.6
Clavaria vermicularis 5.2 8.1 10.1
Clavulina cinerea 4.7 5.7 9.1
Clavulina cristata 5.6 4.0 8.8
Chroogomphus rutilus 4.9 16.1 33.0
Gomphus floccosus 4.8-5.7 4.5-8.5 12.0-25.9
Gyromitra infula 4.9 5.4 13.3
Hebeloma alpinum 5.0 3.8 8.4
Hebeloma leucosarx 5.7-7.2 8.2-12.4 22.1-34.6
Hebeloma mesophaeum 6.8 5.8 19.5
Helvella elastica 6.0 12.0 17.9
Helvella lacunosa 6.1-6.2 5.2-84 23.9-24.8
Hygrophourus chrysodon 5.7-5.8 6.0-14.1 10.3-41.5
Laccaria aff. ochropurpurea 5.2 10.5 24.0
Laccaria bicolor 4.6-5.3 3.1-14.1 7.7-27.5
Laccaria laccata 5.1-5.8 4.1-14.9 17.2-17.3
Lactarius aff. deliciosus 5.0 14.1 30.3
Lactarius deliciosus 5.1 8.0 11.6
Lactarius salmonicolor 5.5-5.9 6.2-144 25.5-37.3
Lactarius sp. 4.3-5.3 5.4-40.5 7.7-48.1
Lycoperdon sp. 5.2-54 5.9-16.1 8.8-39.1
Macropodia macropus 5.5 5.6 9.9
Morchella esculenta 59 10.3 15.2
Morchella sp. 5.9 4.1 13.8
Ramaria rubiginosa 5.6 4.9 13.2
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Continuacion cuadro 3.3.

Especie de hongo H M.O. CIC
P (%) (meq/100 g)

Ramaria sp. 4.6-5.1 3.1-15.1 8.3-26.2
Ramaria cystidiophora 5.3 4.1 8.5
Russula aff. mexicana 5.9 12.8 43.8
Russula delica 4.9-5.6 2.1-13.5 9.9-25.2
Russula sp. 5.0 5.7 13.0
Suillus aff. pseudobrevipes 5.3-6.1 2.5-8.5 9.7-20.3
Tricholoma aff. saponaceum 54 4.1 16.1
Tricholoma aff. ustale 5.1 134 32.0
Xerocomus aff. badius 4.8 3.8 21.7
Xerocomus badius 5.8 5.5 21.2
Xerocomus leonis 5.2 4.8 15.6
Xerocomus sp. 5.4-5.7 3.1-20.8 8.7-30.6

35 -
30

Total de muestras = 92

20

10

No. de muestras

0-0.2 0.3-04 05-06 0.7-0.8 0.9-1.0 1.1-2.0 2.1-3.0

meq/100 g de suelo

Fig. 3.5. Distribuciéon del contenido de potasio expresado en meq/100 g de suelo de los
microhabitats edéficos de los hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en los Parques
Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.
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Cuadro 3.4. Caracteristicas quimicas de microhabitats edéaficos donde crecen hongos silvestres
comestibles ectomicorrizicos en los Parques Nacionales 1zta-Popo, Zoquiapan y Anexos

N P K
Especie de hongo (%) Olsen meq/100 g
(mg Kg') (cmoles Kg™")

Amanita caesarea 0.08-0.13 4-7 1.2-2.0
Amanita crocea 0.14 9 0.5
Amanita fulva 0.58 6 0.7
Amanita rubescens 0.09-0.50 4-13 0.2-1.0
Amanita vaginata 0.26 11 1.7
Amanita sp. 0.14 10 0.5
Boletus aff. luridus 0.12-0.49 3-5 0.2-0.5
Boletus aff. subvelutipes 0.16 8 0.2
Boletus bicolor 0.32 4 0.3
Boletus clavipes 0.16-0.21 4-15 0.1-0.2
Boletus edulis 0.09 7 0.2
Boletus sp. 0.17 7 0.2
Cantharellus cibarius 0.17 4 0.4
Clavariadelphus pistillaris 0.15 6 0.2
Clavaria vermicularis 0.12 6 0.2
Clavulina cinerea 0.19 6 0.2
Clavulina cristata 0.15 12 0.2
Chroogomphus rutilus 0.39 45 0.7
Gomphus floccosus 0.11-0.27 6-30 0.2-0.5
Gyromitra infula 0.18 5 0.2
Hebeloma alpinum 0.17 21 0.3
Hebeloma leucosarx 0.28-0.42 9-10 0.3-0.8
Hebeloma mesophaeum 0.20 18 0.5
Helvella elastica 0.31 3 0.2
Helvella lacunosa 0.19-0.22 7 0.3-0.4
Hygrophorus chrysodon 0.16-0.43 4-70 0.3-0.4
Laccaria aff. ochropurpurea 0.39 21 0.9
Laccaria bicolor 0.10-0.46 1-10 0.2-0.4
Laccaria laccata 0.16-0.38 t-3 0.1
Lactarius aff. deliciosus 0.44 31 0.8
Lactarius deliciosus 0.20 8 0.2
Lactarius salmonicolor 0.25-0.47 3-24 0.4-0.9
Lactarius sp. 0.14-0.74 7-8 0.2-0.8
Lycoperdon sp. 0.13-0.56 3-15 0.1-1.0
Macropodia macropus 0.18 5 0.2

t = trazas
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Continuacion cuadro 3.4.

N P K
Especie de hongo (%) Olsen meq/100 g
(mg Kg") (cmoles Kg™")

Morchella esculenta 0.19 8 0.4
Morchella sp. 0.14 5 0.5
Ramaria rubiginosa 0.11 10 0.1
Ramaria sp. 0.08-0.42 6-13 0.3-0.7
Ramaria cystidiophora 0.13 13 0.2
Russula aff. mexicana 0.43 32 2.8
Russula delica 0.07-0.35 3-20 0.1-1.3
Russula sp. 0.17 7 0.4
Suillus aff. pseudobrevipes 0.06-0.26 6-15 0.3-1.1
Tricholoma aff. saponaceum 0.17 9 0.4
Tricholoma aff. ustale 0.49 7 0.6
Xerocomus aff. badius 0.14 17 1.1
Xerocomus badius 0.18 14 0.8
Xerocomus leonis 0.18 6 0.1
Xerocomus sp. 0.09-0.42 5-16 0.1-0.6
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3.6 DISCUSION

Dado que en México, se han reportado 204 especies de hongos silvestres comestibles (Villareal y
Pérez-Moreno, 1989), las 53 especies encontradas en el drea representarian 26% del total
conocido en México. Dentro de las especies encontradas en el drea se encuentran cinco que
tienen una gran importancia en mercados internacionales: Amanita caesarea (Scop.) Pers. (Figura
3.1d), Boletus edulis Bull., Cantharellus cibarius var. Cibarius Fr., Morchella esculenta (L.)
Pers., Lactarius deliciosus (L.) Gray (Yun y Hall, 2004; Hall et al., 2003). Pilz et al., (2003)
reportaron que el comercio internacional de Cantharellus cibarius ha sido estimado anualmente
en unas 200,000 toneladas con un valor aproximado de 1.4 billones de d6lares americanos.

De igual forma en el afio de 1997, México exporté a los Estados Unidos de Norteamérica y
Europa 33 toneladas de Morchella spp. (Pilz et al., 2007). Daza et al., (2007) reportaron que el
hongo silvestres ectomicorrizico comestible Amanita ponderosa Malencon & R. Heim en el afio
2006 alcanzé un precio de 12 euros por kilogramo. Esto nos da una idea del beneficio econémico
que podria representar para las familias aledafias a estos ambientes de bosque templado donde
prosperan estas especies de hongos silvestres comestibles.

Los hongos comestibles ectomicorrizicos reportados en el presente trabajo fueron recolectados
en bosques de pino, oyamel, encino y ecotonos de pino-oyamel a altitudes de 2,718 a 3,805 m.
Zamora-Martinez et al. (2007), reportaron veinte especies de hongos comestibles asociadas a
bosques de Pinus spp. en el Estado de Tlaxcala, México a menores altitudes a las reportadas en el
presente trabajo. De igual forma, en los bosques del mismo estado, entre los hongos silvestres
ectomicorrizicos més apreciados para su consumo y que crecen en bosques de Pinus spp. se
encuentran Amanita caesarea, Boletus pinophilus, Ramaria spp. y Hebeloma mesophaeum. Para

bosques de Quercus spp. se tiene Amanita spp. (Sect. Vaginatae), Boletus variipes, Lactarius

36



indigo, Lactarius salmonicolor, Ramaria spp., Russula delica y y Russula aff. romagnesiana
(Montoya, 2003).

Los microhabitats edaficos estudiados nos muestran una tendencia en desarrollar una textura
franca arenosa con un 84%, asi como una mayor predilecciéon en la formacién de cuerpos
fructiferos por parte del hongo ectomicorrizico en estos sitios. Kong-Luz y Estrada-Torres (1994)
reportaron a Lactarius mexicanus, especie que prospera en bosques de Abies religiosa en areas
del centro de México, desarrollandose sobre fluvisoles arenosos a altitudes de 3,200 a 3,600 m,
estos datos reportados por estos autores son muy similar en la clase textura desarrollada y altitud
de los microhabitats edéficos estudiados. En otro estudio reportado por Estrada-Torres (2003),
realizado por Villareal y Pérez-Moreno (1989) se menciona que el hongo Tricholoma
magnivelare, comestible y que forma micorriza, prospera en suelos derivados de rocas igneas
extrusivas, clasificados como suelos de origen volcdnico y con una textura franca. Asi mismo,
crece asociado a Pinus teocote en bosques de pino o pino-encino y a una altitud de 2,000 a 3,250
m. En el presente estudio, se observo de una forma similar a lo reportado por estos autores.

Los hongos ectomicorrizicos prefieren desarrollar sus fructificaciones en suelos con textura
franca, debido probablemente al presentdrseles una menor resistencia para emerger del subsuelo.
Esto podria coincidir con el desarrollo de Tuber melanosporum sobre suelos que presentan
textura franca, la mds adecuada para su desarrollo, a pesar de que su desarrollo es hipogeo
(Casermeiro et al., 2002).

Han existido diversos reportes donde se sefialan los pH a los cuales prosperan diversas especies
de hongos comestibles ectomicorrizicos. Daza et al. (2007), observaron el desarrollo de Amanita
ponderosa en suelos dcidos (pH 6.2). De forma similar, ectomicorrizas de Lactarius deliciosus se
establecen a pH de 4.5 a 7.5 (Guerin-Laguette, 2003). Pilz et al. (2003), reportaron que

Cantharellus cibarius se desarrolla a pH de 4.0 a 5.5.
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Es importante hacer mencién, que la produccién de 4cidos organicos, (por ejemplo oxdlico,
carbodnico, citrico, acético) por la actividad del micelio externo de los hongos ectomicorrizicos
influye en gran medida en la acidificacién de los suelos forestales (van Hees, 2003). De igual
forma, la respiracién que realizan las raices ectomicorrizadas equivalen a un 65% de la
respiracion total de un suelo; esto se ve reflejado en la generacion de exudados (dcidos orgédnicos)
que contribuyen a disminuir el pH edafico (Hogberg et al., 2001). Asi mismo, en otro estudio
realizado por Hoffland et al., (2004) reportaron la participacion de los dcidos orgédnicos liberados
por el micelio de la ectomicorriza, como fuente potencial en la intemperizacién de minerales del
suelo y acidificacién del mismo. En contraste, algunas especies de hongos ectomicorrizicos
comestibles como las trufas (Tuber spp.) prosperan en pH alcalinos. Casermeiro et al. (2002),
registraron un pH de 7.2 hasta 8.1 para Tuber melanosporum Vitt. De igual forma, Reyna (1992)
y Renowden (2005) reportaron que el pH donde usualmente prosperan las trufas es de 7.8.

En el presente estudio, se observé de manera similar a lo reportado por estos autores, a pesar de
que la mayoria de especies de hongos ectomicorrizicos estudiados se encontraron en pH dcidos,
se presentaron dos con pH casi neutro (pH 7.2 y 6.8).

La cantidad de materia orgédnica constituye un factor importante para la retenciéon de humedad,
pH, nutrimentos disponibles y estructura del suelo. Daza et al. (2007), observaron en encinares
localizados en el Parque Natural Sierra de Aracena y Picos de Aroche, en Espaia, que el
contenido de materia orgdnica donde prospera Amanita ponderosa es pobre. Sin embargo, para el
desarrollo de la trufa (Tuber melanosporum) Reyna (1992) encontré que los suelos en los
primeros horizontes, deben ser ricos en materia orgdnica (1 al 8%). Casermeiro et al. (2002)
reportaron niveles de materia organica para el desarrollo de Tuber melanosporum Vitt. entre 4.3 a
30.2% en el primer horizonte del suelo. Becerra er al. (2005), reportaron en su estudio que los

hongos ectomicorrizicos Cortinarus sp., Suillus sp. y Gyrodon sp. desarrollan en horizontes ricos
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en materia orgdnica. De igual forma Douglas et al. (2005), reportaron que los suelos donde
desarrollan comunidades de hongos ectomicorrizicos, presentaron niveles medios de contenido de
materia orgdnica, entre 6.74 y 9.74%. Se pudo observar en el presente estudio que los porcentajes
en contenido de materia orgdnica se presentaron de medios a altos segin Serrato y Landeros
(2001), los cuales coinciden en algunos casos a lo reportado por los autores mencionados lineas
arriba.

La fuente asimilable de nitrégeno para las plantas se encuentra como ion amonio (NHy4) y nitrato
(NO3). France y Reid (1983) en Pérez-Moreno (1995) reportaron que la forma en que es
asimilable el nitrégeno por parte de los hongos ectomicorrizicos es principalmente en forma del
ion NHy4, aunque también es posible que lo asimile como NOs.

Es importante sefalar, que los suelos estudiados son de origen volcdnico, y segin Serrato y
Landeros (2001) para la interpretacién de los valores de nitrégeno, se aconseja la utilizacion de

rangos establecidos para este tipo de suelos como se muestra a continuaciéon

Clase  Nitrogeno total (%)

Bajo <0.30
Medio 0.30-0.80
Alto > 0.80

En contraste, los mismos autores mencionan que para suelos con génesis distinta a la de los

suelos volcéanicos se utiliza los siguientes valores:

Clase Nitrégeno total (%)

Muy bajo > 0.05
Bajo 0.05-0.10
Medio 0.10-0. 0.15
Alto 0.15-0.25
Muy alto >0.25
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Becerra et al. (2005) reportaron, que el contenido de nitrégeno total (0.22 y 0.36%) en sus suelos
estudiados donde se presentd colonizacién ectomicorrizica fue alto. Estos suelos no son de origen
volcanico. De manera similar, Casermeiro et al. (2002) observaron en suelos truferos un
porcentaje de nitrégeno alto; ademds, mencionaron valores medios de nitrégeno. De igual forma,
Glowa et al. (2003) estudiaron propiedades del suelo en un bosque boreal en Canadd, y
obtuvieron valores altos (entre 0.85 a 0.87%) de nitrégeno. Sin embargo, Arteaga y Moreno
(2006) reportaron en su estudio realizado en bosques de Pinus hartweggi y Abies religiosa en
Santa Catarina del Monte, Estado de México, (suelos de origen volcdnico), porcentajes de
nitrégeno medio y bajo (0.15 y 0.50%).

Estos datos coinciden con los obtenidos en el presente estudio, teniendo el mayor nimero de
muestras en un rango de 0.11 a 0.20% de nitr6geno, considerando estos valores como bajos. Sin
embargo, se presentaron porcentajes de nitrégeno medios (0.40, 0.58, 0.50, 0.74) como puede
apreciarse en el Cuadro 3.4. Meyer (1973), reporté que el contenido de nitrégeno en el suelo
puede ser un factor decisivo para el establecimiento de la ectomicorriza.

Una de las caracteristicas de los suelos de origen volcdnico, como los estudiados en el presente
trabajo, tienen la particularidad de fijar el fésforo, y por ende el P es cominmente un nutriente
limitado en este tipo de ecosistemas. Las hifas de hongos ectomicorrizicos tienen la capacidad de
utilizar fuentes de fosforo (P) orgdnicas como inorgénicas. Se ha reportado, en el caso de polen,
la colonizacidn del micelio ectomicorrizico en este material, moviliza el 97 por ciento de fdsforo,
para posteriormente transferirlo a plantas asociadas el 25 por ciento (Pérez-Moreno, 2005).
Reyna et al. (2006), reportaron contenidos de fésforo en suelos forestales de 5 mg Kg''. Perea-
Estrada et al. (2004) reportan contenidos de P de 2.2 y 3 mg Kg'l. Estos datos coinciden en parte

con los reportados en el presenté estudio. Asi mismo, Douglas et al. (2005) observaron valores de
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472 mg Kg' en suelos estudiado en el Parque Nacional Yellowstone, Estados Unidos de
Norteamérica.

El potasio es un ion movil, el cual en bosques con un alto contenido de biomasa es facilmente
removido y su concentracién se ve disminuida por accién del la acidificacion del suelo y por
lixiviacion (Van Scholl et al., 2006). En el estudio realizado por Glowa et al. (2003) la
concentracion de potasio en sus muestras de suelo fueron del orden de 0.29 a 0.32 ppm. Sin
embargo, Arteaga y Moreno (2006), observaron cantidades de potasio de 0.12 y 0.21 ppm en los
suelos que sustentan los bosques de Santa Catarina del Monte, estado de México. Los resultados
obtenidos en el presente estudio, son en algunos casos similares, pero se obtuvieron muestras con
valores mas altos de potasio (Cuadro 3.4).

Glowa et al. (2003), mencionaron que el incremento de la capacidad de intercambio catidénico
(CIC), puede estar relacionada con los contenidos de materia orgdnica altos, debido a la
asociacion de lar cargas negativas con los grupos funcionales, sin embargo esto no concuerda con

los valores obtenidos en el presente estudio, como se puede ver en el Cuadro 3.3.
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3.7 CONCLUSIONES

Se identificaron 53 especies de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en los diferentes
tipos de vegetacion de los Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos.
El 84% de los microhabitats edaficos estudiados, tuvieron una clase textural franca arenosa. El
contenido de arena fue de 43 a 80% en dichas muestras.
Se observaron dos tipos de distribuciones o tendencias para las caracteristicas fisicas y quimicas
de los microhabitats edaficos de los hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos en los
Parques Nacionales Izta-Popo, Zoquiapan y Anexos:
i) en relacién al pH de los suelos se observo una distribucién normal o Gaussiana, los
valores, se distribuyeron de 4.2 a 7.2, pero la gran mayoria se present6 en valores de
5.1 a 6.0. La mayor parte fueron dcidos, a excepcion de una muestra ya que presentd
unpHde 7.2,y
ii) en el caso del contenido de nitrégeno, fésforo, potasio y capacidad de intercambio
catidénico de los suelos, se observd una distribuciéon geométrica dado que la gran

mayoria de las muestras se concentraron en valores menores.
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CAPITULO 4

INFLUENCIA DEL pH EN EL CRECIMIENTO DEL HONGO SILVESTRE

ECTOMICORRIZICO COMESTIBLE Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél.

4.1 RESUMEN

Hebeloma mesophaeum es un hongo comestible ectomicorrizico que puede ser utilizado para la
inoculacion de plantas de interés forestal en condiciones de vivero. En el presente estudio, se
realizé el aislamiento de una cepa de dicha especie y se evalud in vitro su crecimiento en tres
medios de cultivo sélido a 28°C y cinco condiciones de pH. Ademads se evalué su crecimiento en
medio liquido MNM a pH 5.7. Los mayores crecimientos en medio sélido se presentaron en el
medio de papa dextrosa agar a pH 5 y 6, con un crecimiento promedio por dia de 0.23 cm, en

comparacion con extracto de malta a pH 8. En medio liquido se modificé el pH de 5.7 a 2.9.

Palabras clave: ectomicorriza, in vitro, comestible

4.2 ABSTRACT

Hebeloma mesophaeum is an edible ectomycorrhizal fungus which can be used for inoculation of
plants in nursery. The present study was conducted in order to isolate a strain of this species and
the “in vitro” growth was evaluated in three solid media at 28 ° C and five pH conditions. We
also evaluated the growth in liquid medium MNM at pH 5.7. The highest growths in solid media
were presented in potato dextrose agar at pH 5 and 6, with an average growth of 0.23 cm per day,

compared with malta extract at pH 8. In liquid medium the pH was modified from 5.7 to 2.9.

Keywords: ectomycorrhiza, in vitro, edible.
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4.3 INTRODUCCION

Los hongos se han vuelto atractivos como una fuente de alimento y participan activamente en el
desarrollo de medicamentos, como antioxidantes y compuestos antimicrobianos (Barros et al.
2006). Algunos hongos se desarrollan y crecen en condiciones de nutricién simples, inicamente
requieren para su desarrollo agua, carbono, nitrégeno, minerales y en ocasiones vitaminas
(Gémez y Corlay, 2007). Dentro del vasto reino de los hongos, estdn los que forman un tipo
simbiosis conocida como ectomicorriza, siendo esta de gran importancia para los bosques
templados y boreales del globo terrdqueo. La simbiosis ectomicorrizica es una asociacion
mutualista entre las raices cortas con didmetro menor de 2 mm de arboles y ciertos grupos de
hongos (Ascomicetos y Basidiomicetos).

El género Hebeloma pertenece a la familia Cortinariaceae, es un hongo comestible en México y
es capaz de formar ectomicorriza con algunas plantas lefiosas de interés forestal como son las
pindceas. Se ha reportada la formaciéon de micorriza de Hebeloma cylindrosporum con Pinus
pinaster en condiciones de cultivo in vitro y en la cual se llego a formar cuerpo fructifero
(Marmeisse et al., 2004). Asi mismo, Méndez-Neri (2007), report6 la formacién de ectomicorriza
en plantulas de Pinus greggii en condiciones de invernadero. Las fuentes de inéculo utilizadas en
vivero se ha centrado en esporas y cultivo micelial. En la propagacién de micelio, el crecimiento
del hongo se ve afectado por las condiciones del medio de cultivo como es el pH, temperatura y
composicion de los medios. En el presente trabajo se evaludé en condiciones in vitro, el
crecimiento de la cepa de Hebeloma mesophaeum en tres medios de cultivo sélido. Los medio de
cultivo utilizados fueron Papa-Dextrosa-Agar (PDA), Extracto de Malta (EM) y Melin Norkrans
Modificado (MNM) y cinco condiciones de pH (4, 5, 6, 7, 8) a 28°C. Adicionalmente se evalu6

su crecimiento en medio liquido.
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4.4 MATERIALES Y METODOS

4.4.1 Material biologico

Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél. se colecté en bosques de Pinus-Abies en el Parque Nacional
Izta-Popo, Zoquiapan a altitudes de 3,003 a 3,641 msnm, en los meses de agosto a septiembre del
afo 2005. La identificaciéon taxondémica se realizO mediante caracterizacion macro y
micromorfoldgica siguiendo las técnicas convencionales de micologia. Los ejemplares colectados
se deshidratados y herborizados y son conservados en la coleccién del Area de Microbiologia,
Edafologia del Colegio de Postgraduados en Texcoco, México. A partir de los cuerpos fructiferos

se realizaron aislamientos en condiciones axénicas.

4.4.2 Cultivo en medio sélido

La cepa aislada se evalu6 en tres medios de cultivo solidos: papa dextrosa agar (PDA), Merck
(Darmstadt, Alemania), Melin Norkrans modificado (MNM) segiin Marx y Kenney (1984) y
extracto de malta (EM) Difco (Sparks, MD, USA), a pH 4, 5, 6, 7 y 8. Se incubaron a 28°C en
condiciones de obscuridad. Se evalud el crecimiento radial después de treinta y cinco dias a

intervalos de ocho dias.
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Figura 4.1 a) cuerpo fructifero de Hebeloma mesophaeum; b) “Biorreactor” para cultivo en
medio liquido de hongos ectomicorrizicos; c) crecimiento de H. mesophaeum en medio liquido
MNM; d) crecimiento de H. mesophaeum en medios de cultivo sélido PDA: papa dextrosa agar;
EM: extracto de malta y MNM: Melin Norkrans Modificado después de 35 dias.
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4.4.3 Cultivo en medio liquido

Para el experimento en medio liquido (Figura 4.1by c), se utiliz6 inicamente el medio MNM a un
pH inicial de 5.7. En frascos de vidrio de 400 mL se afiadieron 250 mL de soluciéon MNM estéril
con 40 fragmentos de micelio del hongo Hebeloma mesophaeum de 5 mm de didmetro cada uno.
Se conecté una fuente de oxigenacién para que existiera agitacion constante a temperatura
ambiente. Se evalud el incremento de biomasa después de treinta dias de crecimiento fingico.
Para calcular el incremento de biomas se rest6 la biomas final a la inicial. El micelio se removi6
del medio liquido y se lavo con agua destilada para eliminar restos de agar, posteriormente se

seco a 60°C. Asi mismo se determiné el pH del medio después de treinta dias de crecimiento.

4.5 RESULTADOS Y DISCUSION

4.5.1 Cultivo en medio sélido

La cepa aislada presentd coloraciéon blanquecina en los tres medios de cultivo. El mejor
crecimiento promedio, en didmetro, se observo en el medio PDA a pH 5 y 6 con un crecimiento
promedio por dia de 0.23 cm. Mientras tanto el menor crecimiento se observé en EM a pH 8 con
0.05 cm por dia (Cuadro 4.1). Sin embargo, en PDA y MNM a pH 6 no se observé mucha
diferencia en crecimiento (Figura 4.2). Dependiendo del medio de cultivo y el pH se observaron
algunas variaciones macromorfolégicas. Por ejemplo se observaron anillos concéntricos en EM y
MNM apH 6 y en EM a pH 5. También se pudo observar presencia de micelio sumergido a pH 4
en los tres medios de cultivo (Figura 4.1d). Asi mismo se observé una modificacién del pH de 5 a

6.3yde6ab.s.
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Cuadro 4.1 Crecimiento en didmetro de la cepa de Hebeloma mesophaeum en tres medios de
cultivo a 28°C y cinco pH, después de 35 dias.

Medios Crecimiento radial (cm)
de cultivo pH
4 5 6 7 8

MNM

7 dias 0.36¢ 241a 2.45a 2.11a 1.58b
14 dias 0.63¢ 4.43a 4.55a 3.68ab 3.06b
21 dias 0.83b 5.85a 5.96a 4.85a 4.51a
28 dias 1.00c 6.90a 6.78a 5.83ab 5.15b
35 dias 1.08b 7.41a 7.76a 7.26a 6.36a

EM

7 dias 0.98b 2.30a 2.45a 0.00c 0.00c
14 dias 1.91b 4.10a 3.90a 0.83bc 0.00c
21 dias 3.05b 5.46a 4.95a 1.43bc 1.10c
28 dias 3.9bc 6.95a 5.71ab 1.93cd 1.45d
35 dias 4.70bc 7.73a 6.85ab 2.36¢d 1.78d

PDA

7 dias 1.45¢ 2.45a 2.35a 2.00b 1.63c
14 dias 3.25bc 4.50a 4.28a 3.58b 2.73¢
21 dias 5.30ab 6.18a 5.81a 4.78b 3.50¢c
28 dias 6.70a 7.30a 7.00a 5.65b 4.03c
35 dias 7.40a 7.95a 7.85a 7.23a 4.55b

MNM = Melin Norkrans modificado; EM = extracto de malta; PDA = papa
dextrosa agar. Valores en la misma linea con la misma letra son iguales segin
Tukey (p =0.05). n =6.
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Santiago-Martinez et al. (2003) observaron en su estudio, que Laccaria bicolor tuvo un
crecimiento promedio por dia de 0.22 cm. En otro estudio realizado por Barros et al. (2006)
observaron un crecimiento promedio de 0.020 cm por dia en Lactarius deliciosus en medio de
cultivo PDA a pH 5; sin embargo en el mismo estudio se presenté un crecimiento de 0.16 cm
después de 24 dias. De manera similar, se observé la misma tendencia en crecimiento radial en la
cepa aislada en el presente estudio (Figura 4.2). Sin embargo, Sanchez et al. (2000) observaron
en un aislamiento que realizaron de Hebeloma crustuliniuforme en medio de cultivo s6lido MNM
a pH 4 y 22-24°C en condiciones de obscuridad, un crecimiento radial de 4 cm en un periodo de
tiempo de cuatro semanas. De igual forma en el mismo estudio, algunas especies de hongos no
crecieron mds de 2 cm en el lapso de cuatro semanas, tal fue el caso de Lactarius evosmus. Garza
et al. (2002) reportaron la utilizacién del medio de cultivo MNM adiciondndole estreptomicina
para realizar aislamientos a partir de raices ectomicorrizadas. Posteriormente, realizaron

reaislamientos en el mismo medio de cultivo (MNM), con la finalidad de obtener cepas puras.

4.5.2 Cultivo en medio liquido

En el medio liquido en agitacién constante, con pH 5.7 se obtuvo 6.23 g de masa fingica. El
micelio presentd una coloracién blanquecina en forma algodonosa (Figura 4.1c). En cultivo en
medio liquido, cepas de Pisolithus tinctorius tiene crecimiento optimo de biomas fingica a pH
5.7 (Garcia-Rodriguez et al., 2006), sin embargo en otros estudios se ha reportado mejores

crecimientos a pH 6 con especies del género ectomicorrizico Laccaria (Yamanaka, 2003).
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Figura 4.2. Crecimiento micelial de la cepa Hebeloma mesophaeum en tres medios de cultivo
s6lido MNM: Melin Norkrans modificado; EM: extracto de malta y PDA: papa dextrosa agar a
28°C, después de 35 dias. Las lineas sobre las barras son errores estindar de la media. Las letras
iguales, para cada pH, indican que los valores son iguales segin Tukey (p = 0.05) n = 6.

Después de 30 dias de crecimiento micelial con un pH de 5.7, existi6 una disminucién de 2.8
unidades, teniendo un pH final de 2.9. Se ha documentado que los hongos tienden a acidificar o
alcalinizar su medio, esto con la finalidad de modificar su ambiente para poderse desarrollar. El
cambio de pH estd relacionado con la liberacidon de 4cidos organicos de bajo peso molecular por
parte del micelio ectomicorrizico (Hoffland et al., 2004).

Se ha reportado que el pH del medio de cultivo afecta el crecimiento del los hongos, aunque se ha
observado que el pH oOptimo donde desarrollan las cepas de hongos ectomicorrizicos en
condicionen in vitro va de 4.5 a 5.5. Asi mismo, se han encontrado cepas que crecen en pH

extremos, desde 3.2 hasta 8.3 (Hung y Trappe, 1983).
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4.6 CONCLUSIONES

El crecimiento 6ptimo de la cepa varié en funcion de los medios de cultivo y el pH. De acuerdo
al crecimiento micelial observado en el presente estudio, el mejor medio de cultivo sélido fue
papa dextrosa agar (PDA) apH 5 y 6.

Respecto al medio de cultivo liquido, se obtuvo 6.23 g de biomasa flingica a pH inicial de 5.7 en
medio de cultivo Melin Norkrans Modificado.

Seria recomendable realizar mas estudios con otras especies de hongos ectomicorrizicos y
efectuar comparaciones entre estas para poder identificar y seleccionar aquellas que tienen un
crecimiento mas rapido y generacion de una cantidad mayor de biomasa. Asi mismo resultaria
altamente deseable desarrollar un cepario de especies potencialmente ectomicorrizicas con
cardcter de comestibilidad y no comestibles para ser incluidos como inoculantes en los programas

de reforestacion del pais.
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES GENERALES Y CONSIDERACIONES FINALES

La informacion generada en el presente trabajo es bésica, podria ser utilizada para una aplicacién
practica. Esto debido a la posibilidad del cultivo de especies comestibles ectomicorrizicas.
Existen a nivel mundial dos casos exitosos relacionados con el cultivo de hongos silvestres
ectomicorrizicos comestibles, el del cultivo de trufas (Tuber spp.) principalmente en Francia,
Italia y Espafia (Renowden, 2005) y el de Lactarius deliciosus en Nueva Zelanda (Yun y Hall,
2004). Un aspecto fundamental para el desarrollo de dicho cultivo fue el profundo conocimiento
de las condiciones edéficas y ambientales en las cuales prosperaban dichas especies. Asi mismo,
los conocimientos ecoldgicos sobre hongos ectomicorrizicos dan la pauta para desarrollar nuevas
estrategias para el manejo forestal, introduccién de especies ectomicorrizicas importantes, como
son las comestibles, generadoras de metabolitos de interés industrial o farmacéutico, o en la
mejora y éxito de las reforestaciones, plantaciones comerciales y recuperacion de los bosques.
Hebeloma mesophaeum desarrolla bien a pH 5 y 6, siendo esta especie ectomicorrizica, podria
ser utilizada en la inoculaciéon de especies forestales en vivero, utilizando sustratos con estos
valores de pH. Sin embargo, se recomienda realizar la sintesis de micorriza con esta especie para
saber con exactitud con que especies forestales podria asociarse. Asi mismo, seria aconsejable
estudiar en cultivo in vitro, otras especies de hongos silvestres ectomicorrizicos comestibles y a
la vez, evaluar otros medios de cultivo.

Dado que en México se cuenta con la mayor diversidad de pinos en el mundo, seria altamente
deseable explorar bosques de otras especies de pinos para comparar las caracteristicas fisicas y
quimicas de microhabitats edaficos de hongos silvestres comestibles ectomicorrizicos con las

aqui estudiadas.
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ANEXO 1
Identificacion del hongo ectomicorrizico comestible Hebeloma mesophaeum (Pers.) Quél.

La identificacion del hongo ectomicorrizico comestible Hebeloma mesophaeum se realiz6 en el
Laboratorio de Biologia Molecular, Departamento de Biotecnologia y Bioingenieria del Centro
de Investigaciéon y Estudios Avanzados (CINVESTAV) del Instituto Politécnico Nacional,
Ciudad de México, mediante el siguiente procedimiento, modificado de Lanfranco et al. (1998):
Aislamiento de ADN. El ADN se aisl6 de carp6foros deshidratados para lo cual se utilizaron 500
mg molidos en nitrégeno liquido. Se utiliz6 el Kit Plant Mini Kit marca Quiagen con numero de
catdlogo 69104, se extrajo el ADN total y se almacen6 a — 20°C.

Condiciones de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa). Las regiones del segmento
intergenético (ITS4 y ITSS) y el gen 5.8S ribosomal RNA fueron amplificados en un
Termociclador marca Biometra T-gradient, usando los primers ITS4 y ITSS (White et al., 1990).
El PCR se realizé en un volumen total de 50 ul el cual contenia 1 U Taq de ADN polimerasa, 5
ul del buffer de10x Taq polimerasa, 10 nmol de dNTP, 50 pmol de cada uno de los dos primers y
1 ul de extracto de ADN. El programa empleado fue: 5 minutos de desnaturalizacién inicial a
94°C, seguido de 35 ciclos (40 segundos a 94°C, 30 segundos a 55°C y 60 segundos a 72°C), con
una extension final de 72°C por 6 minutos.

Clonacion, secuenciacion y andlisis de las secuencias. L.os productos del PCR fueron clonados
en el vector bacteriano pDRIVE (Qiagen) y se transformaron células de Escherichia coli TOP
10F. Los pldsmidos se purificaron y secuenciaron en Langebio, CINVESTAV, IPN vy las
secuencia fue comparada en la base de datos de GenBank con el programa BlastN (Basic local

alignment search tool) (Altschul et al., 1990).
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