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Resumen

La alteracion de los bosques por actividades antropogénicas y fendmenos naturales ha llevado al desarrollo de
caracteristicas adaptativas para que los organismos puedan tolerarlos o usarlos en su beneficio. En este trabajo se
aislaron e identificaron hongos saprotrofos de un bosque de Juniperus deppeana perturbado para su propagacion in
vitro. Se recolectaron 31 especimenes; se propagaron en extracto de malta agar (EMA), papa dextrosa agar (PDA),
agar lignina Kraft (A-L) y medio mineral (MM). La identificacion taxondmica se realiz6 a partir de caracteres macro
y micromorfoldgicos de los basidiomas, y fue complementada con un analisis filogenético de secuencias ITS. Solo
7 de las cepas crecieron en condiciones in vitro; los medios EMA y PDA fueron donde mejor se desarrollaron. La
temperatura ambiente (~22 °C) y la preservacion a 4 °C fueron las mejores condiciones para mantener la viabilidad
de las cepas. Después de 6 meses, las cepas preservadas en glicerol (15%) a 4° y -20 °C no fueron viables. Los
hongos aislados pertenecen a los géneros Agrocybe, Byssomerulius, Coniophora y Gymnopus. Dada las condiciones
ambientales donde las cepas fueron aisladas, éstas representan nuevos prospectos de investigacion para la obtencion
de biomoléculas de interés biotecnolédgico.
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Abstract

The alteration of forests due to anthropogenic activities and natural phenomena has led to the development of

adaptive features so that organisms can tolerate it or use it to their benefit. In this study, saprotrophic fungi from a

disturbed Juniperus deppeana forest were isolated and identified for in vitro propagation. Thirty-one specimens were

collected and propagated on malt extract agar (EMA), potato dextrose agar (PDA), Kraft lignin agar (A-L) and mineral

medium (MM). Taxonomic identification was performed on the basis of macro- and micromorphological characters

of the basidiomata, and was complemented by phylogenetic analysis of ITS sequences. Only 7 strains grew under

in vitro conditions; they grew best in EMA and PDA media. Room temperature (~22 °C) and preservation at 4 °C

were the best conditions to maintain the viability of the strains. After 6 months, strains preserved in glycerol (15%)

at 4° and -20 °C were not viable. The isolated fungi belong to the genera Agrocybe, Byssomerulius, Coniophora and

Gymnopus. Given the environmental conditions where the strains were isolated, they represent new research prospects

for obtaining biomolecules of biotechnological interest.

Keywords: Basidiomycetes; Characterization; Disturbed forest; Taxonomical identification; Molecular phylogeny

Introduccion

Los avances cientificos y tecnologicos han conducido
a la mejora y a la ampliacion de los criterios para usar a
los microorganismos y a las biomoléculas que producen.
El interés biotecnoldgico en algunos de éstos radica en
el hecho de que, al ser el resultado de su adaptacion ante
diferentes circunstancias biodticas y abioticas, los ha llevado
a desarrollar capacidades para responder a situaciones
particulares (Feckler et al., 2018). Las condiciones
que son adversas para muchos microorganismos han
mostrado ser inductores de caracteristicas adaptativas que
contribuyen a la resistencia y a la resiliencia (Philippot
etal.,2021; Shade et al., 2012). La tolerancia y, en algunos
casos, el uso exitoso de variados agentes causantes de
estrés como los pesticidas y fungicidas, por distintos
microorganismos, han llamado la atencioén para explorar
su potencial uso biotecnologico (Feckler et al., 2018).
De ahi la necesidad de conocer la diversidad microbiana
presente en regiones sometidas a diferentes condiciones
de perturbacion o estrés, mediante distintas herramientas
y analisis morfologicos y moleculares. El aislamiento de
los microorganismos que presentan crecimiento in vitro
y la caracterizacion de las condiciones de conservacion
de las cepas son imprescindibles para su manipulacion;
a partir de tal informacion se construyen bases de datos,
que constituyen acervos fundamentales para determinar el
potencial metabolico de los microorganismos (Arora et al.,
2005; Caktu y Tiirkoglu, 2011; De Vero et al., 2019).

En ambientes terrestres los hongos saprotrofos son
un grupo abundante y diverso. Ellos participan en los
procesos de descomposicion y de mineralizacion de la
materia organica para el mantenimiento del equilibrio
de los ecosistemas (Peay et al., 2008). También reciclan
nutrimentos a través de los ciclos del carbono, del nitrogeno

y de otros minerales del suelo (Pawloska et al., 2019;
Reverchon et al., 2010). Incluso, estos hongos contribuyen
a la diversidad y mantenimiento de las comunidades, al
descomponer compuestos complejos en otros de facil
asimilacion que son aprovechados por las plantas y por
otros organismos (Marin y Kohout, 2021). Dicha habilidad
de descomponer diferentes compuestos de origen natural
(Crowther et al., 2012; Kab-Yeul et al., 2009; Tortella
et al., 2008) y xenobiodticos (Magnin et al., 2018; Merlin
et al., 2014) se debe a los sistemas enzimaticos de 6xido-
reduccion que presentan (fenoloxidasas, peroxidasas,
entre otros). Ademas, son productores de moléculas
antioxidantes (Gi-Hong et al., 2019, 2020; Kalyoncu et al.,
2010; Nelson et al., 2019) y de una amplia variedad de
metabolitos secundarios aplicados en la medicina (Mygind
et al., 2005), razones que han despertado el interés por usar
hongos de este gremio y las biomoléculas que producen
para diferentes procesos biotecnologicos (Minkyeong
et al., 2020; Marin y Kohout, 2021).

En México, se estima que podrian existir mas de
2,000 especies de hongos saprotrofos, bajo condiciones
ambientales variadas y contrastantes (Aguirre-Acosta
et al.,, 2014); por lo que el potencial biotecnologico
que representan es enorme. Este podria acrecentarse de
forma significativa al explorar comunidades vegetales
secundarias, originadas por cambios de uso del suelo y por
otros fendmenos de perturbacion antropica (Rzedowski,
2006). Los bosques de Juniperus L., pertenecen a esta
categoria. En extensas superficies del centro de México,
estos bosques estan integrados por comunidades mono- o
multiespecificas (Rzedowski, 2006) de J. flaccida Schltdl.,
J. monosperma (Engelm.) Sarg. y J. deppeana Steud
(INEGI, 2017). Estas comunidades tienden a establecerse
con una alta frecuencia en sitios perturbados y ocupan
una gran extension de areas abiertas. Tales situaciones se
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traducen en incrementos de insolacion, de temperatura,
de salinidad del suelo y de una cada vez mayor incidencia
de xenobidticos, debido a la cercania o a la vecindad de
estos bosques con areas agropecuarias y zonas urbanas
¢ industriales (Feckler et al., 2018). Las comunidades
fungicas —y de otros organismos— que habitan en sitios
con tales caracteristicas, han desarrollado estrategias
biologicas para adaptarse y sobrevivir en ellas, con
mecanismos interesantes para explorar, en la busqueda
de productos bioactivos novedosos o alternativos a los
existentes (Anteneh et al., 2019; Thorn et al., 1996; Toledo
et al., 2014; Vanyolos et al., 2019). Para ello, es necesario
aumentar e incentivar los estudios sobre diferentes gremios
de hongos, como los saprotrofos, en diferentes tipos de
bosques y de ambientes perturbados en México.

Debido a lo anterior, el objetivo de este estudio es
contribuir al conocimiento de la diversidad de hongos
saprotrofos nativos de un bosque de J. deppeana perturbado
susceptibles de ser aislados, de sus caracteristicas de
crecimiento in vitro y de su respuesta a la preservacion
a corto plazo. Estos conocimientos ayudaran a sentar
las bases para crear una coleccion de cepas fungicas
como modelos de estudio encaminados a la obtencion de
metabolitos factibles para usos biotecnologicos.

Materiales y métodos

En la busqueda de hongos saprotrofos sometidos a
estrés constante, se decididé explorar un bosque sujeto a
actividades de disturbio de manera frecuente, como cambio
de uso del suelo para actividades agricolas, pecuarias
y/o por incendios provocados. Bajo estos criterios, se
selecciond un bosque de Juniperus deppeana, de ~10 ha
de superficie, localizado en el centro de México. Ahi, los
hongos se recolectaron a partir de recorridos de campo
efectuados durante las temporadas de lluvias de los afios
2015y2016. El bosque se ubica en el municipio Ixtacuixtla
de Mariano Matamoros, Tlaxcala, México, a 2,300 m de
altitud; el clima es templado subhtimedo con un promedio
anual de lluvia de 800 a 1,000 mm. Los meses de junio
y julio son los mas Iluviosos; la precipitacion invernal es
menor a 5%. La temperatura promedio anual varia de 14
a 16 °C; las heladas se presentan entre 40 y 60 veces por
afio, y con una frecuencia promedio de 2 granizadas al afio
(INEGI, 2017). Rhus standleyi F.A. Barkley predomina
en el estrato arbustivo, mientras que el herbaceo esta
dominado por pastizales de Muhlenbergia implicata
(Kunth) Trin., Stipa ichu (Ruiz y Pav.) Kunth y Aristida
schiedeana Trin. et Rupr. (Hudson et al., 2005; INEGI,
2017). Ademas, el bosque esta rodeado por areas urbanas
y agricolas en crecimiento y por un bosque inducido y
fragmentado de Eucalyptus globulus Labill.

La recoleccion de basidiomas se realizd de forma
dirigida en sitios visitados con anterioridad y durante
la cual se tomaron las coordenadas geograficas para
cada basidioma recolectado. Los hongos se llevaron
al Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de
Investigacion en Genética y Ambiente (CIGyA) de la
Universidad Auténoma de Tlaxcala (UATx), Tlaxcala,
Meéxico. La caracterizacion morfologica incluy6 la toma
de datos de tamarfio, color, textura, ornamentacion de los
basidiomas completos y de sus estructuras (pileo, estipite
¢ himenoforo). Estos datos se complementaron con las
caracteristicas de forma, color y de ornamentaciones de
las esporas y de estructuras microscopicas como basidios,
cistidios e hifas. Los hongos frescos fueron fotografiados,
a la vez que se registraron los sustratos de donde se
recolectaron.

La identificacion de los basidiomas se llevo a cabo
con claves taxonomicas y descripciones especializadas
(Petersen y Hughes, 2014, 2019; Contreras-Pacheco et al.,
2014). Como base, se usaron las descripciones contenidas
en la obra “Agaricales in Modern Taxonomy classification”
(Singer, 1986). Los caracteres considerados fueron:
tamafio, color y textura del pileo, estipite e himenio, tipo
de este ultimo (laminado, poroso, entre otros), reacciones
con KOH (10%) y Melzer (Munsell, 1975). Para observar
las estructuras microscopicas como esporas, basidios,
cistidios, hifas y fibulas, se realizaron cortes del himenio
o a partir de secciones de micelio en crecimiento de las
cepas, que se colocaron en preparaciones temporales con
KOH (2%, p/v).

Las observaciones se realizaron con un microscopio
optico con contraste de interferencia de Nomarski (Zeiss
Axioscope 2 Plus). La longitud de las esporas se considerd a
partir del apice hilar, mientras que el ancho se tomo hacia la
parte ecuatorial. Los valores de Q y de Qm se determinaron
de acuerdo con lo reportado por Petersen y Hughes (2019).
Los valores del largo y ancho de las esporas se obtuvieron
a partir de la medicion de 25 esporas por espécimen. Las
imagenes de las estructuras fueron tomadas con una camara
digital acoplada al microscopio (Infinity 1). Cada imagen
se proceso con el programa Image Pro®Plus v. 4.5., el
cual permite realizar mediciones, previa calibracion, con
un indice micrométrico de acuerdo con el objetivo de
observacion (Media Cibernetics, EUA). Los registros de
las cepas aisladas se asignaron consecutivamente como
CIGYA-n. Todas las cepas se registraron y sus duplicados
se depositaron en la Coleccion de Microorganismos del
Centro Nacional de Recursos Genéticos (CNRG) del
Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas
y Pecuarias (INIFAP), Jalisco, México.

La identificacion de las cepas se confirmo por medio
de la secuenciacion del DNAr de la region ITS. El DNA
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se extrajo a partir de basidiomas y micelio. El micelio se
produjo en medio liquido simple suficiente para generar
biomasa. Las cepas se crecieron en matraces Erlenmeyer
(125 ml) conteniendo 50 ml de medio de cultivo con la
siguiente composicion (g/L): glucosa (40), NaNO, (3.0),
extracto de levadura 2.0, KCI (0.5), MgSO,.7H,0 (0.5) y
FeSO,.7H,0 (0.01). Cada matraz se inocul6 con un cilindro
de agar (10 mm de diametro) con micelio y la incubacion
de los matraces fue a 25 °C durante 15 dias en oscuridad. Se
utilizaron 0.25 g de biomasa de cada cepa para la extraccion
de DNA total usando el kit Power soil DNA Isolation
Kit (Mo-Bio, Qiagen, EUA) siguiendo las instrucciones
del fabricante. La region ITS fue amplificada con los
cebadores ITS1 Fw (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) y
con ITS4 Rv (TCCTCCGCTTATTGATATGC) (White
et al.,, 1990). Para la PCR, se realizo una mezcla de
reaccion con volumen final de 50 pl, la cual contenia:
DNA total (10 ng), amortiguador Taq (10X), MgCl, (25
mM), dNTP’s (10 mM), cebadores Fw y Rv (20 mM),
H,0 y Taq polimerasa (2.5 U) (Thermo Scientific™ Inc.,
EUA). La amplificacion se realizd en un termociclador
T100™ (BioRad, EUA) de acuerdo con las condiciones
establecidas para la enzima. El equipo se programo6 como
a continuacion se menciona: un ciclo inicial de 5 min a
94 °C, seguido por 30 ciclos que incluyeron, 40 s a 94
°C, 1 min a 50 °C, 1 min a 72 °C; y un ultimo ciclo a
72 °C por 4 min. Las amplificaciones se confirmaron y
analizaron por electroforesis en gel de agarosa (1%, p/v)
y teflidos con bromuro de etidio (0.5 pg/L). Los geles
se visualizaron y se foto-documentaron en el equipo Gel
Doc 1000 (BioRad, EUA). Todos los productos de PCR
obtenidos se purificaron con los kits Wizard Sv Gel y PCR
Clean Up System (Promega Corporation, EUA), conforme
a las instrucciones del fabricante. La secuenciacion de
los amplicones se efectud en ambos sentidos, usando
un secuenciador automatico ABI-Prism 3100 (Applied
Biosystems®) del Laboratorio Divisional de Biologia
Molecular del Departamento de Biotecnologia de la
Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa, México.

Las secuencias se ensamblaron con el programa
Geneious R10.2.2. Las secuencias consenso se alinearon
y se realizd un andlisis de similitud en GenBank y
UNITE (https://unite.ut.ee/) mediante el programa Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). Las secuencias
obtenidas de las cepas aisladas se depositaron en GenBank
(MG817374, MGS817375, MGS817376, MG817377,
MG817378, MG817379, MG817380).

Las secuencias correspondientes a la region ITS
de los basidiomas (o micelio) fueron utilizadas para
complementar la identificacion morfologica con analisis
filogenéticos. Con este propdsito se tomaron en cuenta los

analisis filogenéticos de los géneros obtenidos y realizados
previamente por otros autores. Se consideraron los ntimeros
de acceso, las especies y el grupo externo propuesto por
ellos. Las matrices de datos obtenidas fueron alineadas
con el programa Clustal W (Thompson et al., 1994)
incluido en BioEdit v.7.2.5 (Hall, 1999) bajo los criterios
de alineamiento multiple y 1,000 réplicas de bootstrap. El
archivo resultante (alineamiento de secuencias) se edito en
el programa Mesquite v.3.04 (Madison y Madison, 1997).
Mientras que para la inferencia filogenética se utilizo el
programa MrBayes v3.2 con el modelo general reversible
con una proporcion de sitios invariable y una distribucion
gamma en las tasas de variacion entre sitios (GTR+I+D),
con 4 cadenas de Markov, 2 corridas y 3,000,000 de
generaciones. Por ultimo, el arbol filogenético obtenido
se edit6 con el programa FigTree v.1.4.2 (Rambaut, 2006).
Los medios de cultivo para el aislamiento fueron agar
extracto de malta agar (EMA) (Sigma-Aldrich, Canada),
papa dextrosa y agar (PDA) (MCD-LAB, México), agar
lignina Kraft (A-L) (0.1% de lignina -Sigma-Aldrich,
EUA-), y medio mineral (MM). El MM contenia (g/L):
glucosa (10.0), extracto de levadura (1.0), KH,PO, (2.0),
MgSO, 7H,0 (0.5), KCI (0.5), agar (2%, p/v). Los medios
de cultivo EMA y PDA fueron seleccionados por ser
medios nutritivos convencionales para el cultivo in vitro
de una amplia variedad de hongos. El medio lignina Kraft
fue utilizado como un medio selectivo, con el proposito
de aislar cepas con potencial de biodegradacion de
polimeros complejos de la pared celular (lignina) a través
de complejos enzimaticos; se considerd importante para
aislar hongos procedentes de madera. Se incluyo el MM
debido a que es un medio de cultivo sencillo, que cuenta
con los elementos basicos requeridos para el crecimiento
de las cepas y una fuente de carbono de facil asimilacion.
Para el aislamiento se eligieron basidiomas jovenes,
carnosos, sin dafio aparente, limpios, libres de insectos,
relativamente grandes. De cada uno de ellos se tomaron
5 fragmentos (0.25 cm? cada uno) cortados con un bisturi
estéril y bajo condiciones estériles en una campana de
flujo laminar. Los fragmentos se colocaron en el centro
de las cajas de Petri que contenian cada medio de cultivo
preparado. La segunda forma de aislamiento consistio
en la obtencion de esporas y de micelio producido por
germinacion. Pequefios fragmentos de los pileos de
especimenes maduros fueron adheridos, con glicerina
estéril, al interior de las tapas de cajas de Petri conteniendo
los medios de cultivo. Posteriormente, las placas se
colocaron a 45° de inclinacion durante 24 h para favorecer
la liberacion de las esporas hacia los medios de cultivo.
Las cajas Petri inoculadas con fragmentos de basidioma
(o esporas) se incubaron a temperatura ambiente (22
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°C) en oscuridad. Las placas se monitorearon cada 24 h
para visualizar germinacion, crecimiento hifal o posible
contaminacion. Para la caracterizacion de las cepas se
seleccionaron las que mostraron crecimiento constante y
regeneracion por al menos 2 generaciones.

Velocidad de crecimiento en diferentes medios de cultivo

Para este ensayo se usoé el mismo medio de cultivo
empleado para realizar el aislamiento de las cepas y medio
agar-agua como control negativo. Las placas se incubaron
a 25 °C en oscuridad. El disefio experimental fue factorial
completamente aleatorizado, con 3 réplicas; los factores
fueron los 4 medios de cultivo: EMA, PDA, A-L y MM.
La velocidad media de crecimiento (VMC) se obtuvo con
las mediciones del diametro del crecimiento miceliar cada
24 h hasta que éste cubri6 completamente la superficie
del medio. El medio de cultivo con la mayor VMC se
selecciono para las pruebas de preservacion. Los datos se
analizaron mediante un andlisis de varianza (Anova) para
determinar la existencia de diferencias significativas entre
las medias, seguida de una prueba “post hoc” de Tukey
para saber la diferencia entre tratamientos. Los analisis
estadisticos se llevaron a cabo con el programa IBM SPSS
Statistics (version 25).

El método de preservacion probado fue glicerol-
agua, en concentraciones de 10 y 15% (v/v), e incubadas
a temperatura ambiente (22 °C), 4 °C y -20 °C. Como
indicadores de respuesta al método de preservacion, se
evaluaron el porcentaje de sobrevivencia, la produccion de
biomasay la VMC, durante 1, 3 y 6 meses. Los datos de las
cepas crecidas sin glicerol se usaron como referencia. Al
final de cada tiempo se removio el glicerol de los cilindros
con medio de cultivo, con agua fisiologica estéril. Los
cilindros fueron colocados en cajas de Petri con el medio
de cultivo correspondiente. El porcentaje de viabilidad
estuvo representado por el ntimero de placas de cultivo
con crecimiento miceliar. La VMC se determind como
se describio anteriormente. La biomasa se determind
mediante el método de estimacion del peso seco, para lo
cual se coloco la biomasa producida a 45 °C durante 48 h.
Los datos se analizaron por Anova seguida de una prueba
“post hoc” de Dunnet para definir entre qué tratamientos
hubo diferencias. Los andlisis estadisticos se llevaron a
cabo con el programa IBM SPSS Statistics (ver. 25).

Resultados

La exploracion del bosque secundario de J. deppeana
llevo alarecoleccion de 31 especimenes de basidiomicetos
saprotrofos. De éstos, solo algunos fueron susceptibles de
aislamiento y crecimiento in vitro (figs. 1, 2). Se obtuvieron
7 cepas de 4 géneros, cada uno con una especie. Una
cepa de Coniophora aff. arida denominada CIGYA-001

(fig. 1A-D), 2 cepas de Agrocybe aff. pediades (Fr.)
Fayod CIGYA-002 (fig. 1E-H) y CIGYA-003 (fig. 1I-
L), 2 cepas de Byssomerulius aff. corium (Pers.: Fr.)
Parmasto CIGYA-004 (fig. 2A-D) y CIGYA-005 (fig.
2E-H) y 2 cepas de Gymnopus sp. CIGYA-007 (fig. 2I-
L) y CIGYA-008 (fig. 2M-P). En la tabla 1, se presenta
informacion detallada de las caracteristicas morfologicas,
macro- y microscopicas, de los basidiomas y de crecimiento
miceliar de estos hongos.

La identificacion molecular se realiz6 mediante la
amplificacion de laregion ITS del DNAry los subsecuentes
analisis en BLAST y de arboles filogenéticos con las
respectivas secuencias. Se realizaron amplificaciones de
ITS tanto de basidiomas como del micelio, las cuales no
mostraron diferencias. La tabla 2 muestra los resultados
del analisis de BLAST.

El analisis filogenético que incluia las secuencias de las
cepas CIGYA-002y CIGYA-003 (MG817375yMG817376
respectivamente), indica que éstas se resuelven en un clado
con la secuencia MZ725547 depositada en GenBank como
Agrocybe imaii con valor de probabilidad posterior de
1 en el soporte de rama, con Agrocybe ochracea como
grupo hermano y con otro clado formado por 2 secuencias
identificadas como Agrocybe pediades. El soporte de las
ramas de estos 3 grupos presentd un valor bajo menor de
0.7 (fig. 3). En lo que se refiere a la cepa de Gymnopus sp.,
se incluyeron las secuencias reportadas por Oliveira et al.
(2019). De acuerdo con el analisis filogenético, la posicion
de las secuencias de las cepas CIGYA-007 y CIGYA-008
(MG817379 y MG817380, respectivamente) se resolvid
en un clado con soporte de rama igual a 1 y como grupo
hermano del clado formado por las secuencias depositadas
en GenBank de Gymnopus barbipes, incluyendo la del
espécimen tipo (fig. 4). Aunque, la posicion resultante en
el cladograma lleva a determinar que no corresponde con
esa especie.

Es importante mencionar que no se realizaron analisis
filogenéticos para el género Coniophora debido a que
no existen registros de secuencias ITS; ni del género
Byssomerulius porque los registros en las bases de datos
corresponden solo a una especie.

Los resultados del analisis de velocidad media de
crecimiento (VMC) muestran que las velocidades de
crecimiento de las cepas dependen del medio de cultivo
donde se propaguen (fig. SA-G). La mayor VMC (11.4
mm/d) para C. aff. arida, cepa CIGYA-001 se presento
en el medio mineral (MM) (fig. 5A). Respecto a 4. aff.
pediades, una de las cepas (CIGYA-002) no crecié en
medio MM, pero si presento desarrolld en medio EMA
(6.39 mm/d); mientras que la cepa CIGYA-003 registrd
la misma velocidad de crecimiento en todos los medios
(fig. 5B, C). El medio de cultivo EMA fue el mejor
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Caracteristicas morfologicas de hongos saprotrofos provenientes de un bosque perturbado de Juniperus deppeana ubicado en el centro de México.

Especie Cepa Numero Sustrato  Georreferencias/ Morfologia del esporoma Morfologia de la cepa
CIGYA de figura sustrato de origen
Coniophora 001 1A-D Madera ~ 19°20°0.08” N,  Basidiomas costrosos, resupinados, lignicolas, de Crecimiento denso de
aff. arida (Fr.) 98°21°52.3” color café amarillento en el centro (10 YR 5/4), forma bien definida, con
Karst 0, 2,160 m de café muy palido a blanquecino en el margen (10 anillos de crecimiento
altitud YR 8/4). Esporas ovoides, hialinas, 10.9 -13.2 um  concéntricos. Micelio
de largo x 6.0-7.9 um de ancho (Q = 1.81-1.67; aéreo y sumergido
Qm = 1.74). denso. El primero con
apariencia algodonosa,
blanco a blanquecino
donde se diferencian las
zonas de crecimiento.
Agrocybe aff. 002 1E-H suelo 19°20°0.03” N, Basidiomas con un estipite corto, 2.5-6 cm de Crecimiento compacto,
pediades Fr. 98°21°52.8” altura total, de color café amarillento (10 YR 8/6),  formando pliegues
(Fayod) 0, 2,166 m de cilindrico, coridceo, café amarillento (10 YR 7/6 a  radiales y un anillo de
altitud 10 YR 8/6), oscureciéndose al acercarse al pileo. crecimiento en la zona
003 11-L suelo 19°19°58.4” N, Pileo convexo a aplanado-convexo, 0.6-2.3 cm de de crecimiento activo
98°21°56.9” diametro, amarillo pardusco (10 YR 6/6). Laminas  bien definidos. Micelio
0. 2,166 m de adnadas, café oscuro (7.5 YR 5/6 a 5/8). Sin anillo. denso, con crecimiento
altitud Esporas de color café a café amarillento, lisas, aéreo postrado, blanco.
ovoides, 15.1-17.8 um de largo x 9.2-10.7 um
de ancho (Q = 1.81-1.67; Qm = 1.74). Basidios
bisporicos, cistidios hialinos, presencia de fibulas.
Byssomerulius 004 2A-D madera 19°19°59.7” N,  Basidiomas resupinados en el centro, con margen Crecimiento laxo,
aff. corium 98°21°52.2” tendiente a levantarse, de aproximadamente sumergido y aéreo,
(Pers.: Fr.) 0, 2,261 m de 7 cm de largo. Coloracion heterogénea, con formando un anillo en
Parmasto altitud partes blanquecinas (10 YR 8/4), de color café la zona de crecimiento
005 2E-H madera 19°20°00.1” N, amarillento en el centro (5Y 7/6), con areas de activo, definido por
08°21°55.8” tonos amarillento (10YR 7/6) y amarillo palido (2.5 abundante micelio
0,2.277 m de Y 7/6) y la periferia con el margen blanquecino. aéreo. Micelio escaso,
altitud Basidiomas suaves y flexibles al toque cuando esparcido, resupinado en
frescos, quebradizos al deshidratarse. Himenio el area de crecimiento
constituido por pseudoporos (pliegues porosos), con activo, blanco grisaceo a
contexto blanco. Presencia de basidiolos (basidios  ligeramente amarillento.
inmaduros). No se observaron esporas.
Gymnopus sp. 007 2I-L hojarasca 19°19°58.8” N,  Basidiomas estipitados, 3-7.7 cm de altura total. Crecimiento compacto,
98°21°58.4” Estipite cilindrico a ligeramente conico, 1.4-6.2 sumergido y aéreo,
(fig. 21-P) 0, 2,166 m de cm de alto, tomentoso y blanco en la base (10 YR formando un anillo
altitud 8/1), de color café rojizo a café oscuro hacia el de crecimiento
008 OM-P hojarasca  19°19°57.9” N, apice (5YR 5/3 a 7.5 YR 5/4). Pileo aplanado, 0.7-  activo definido por
98°21°57.0” 5.5 cm de diametro, ligeramente resupinado hacia ~ un cambio de color.
0. 2,166 m de el margen, los especimenes maduros presentan un ~ Micelio abundante,
altitud umbo pequeo en el centro, rojo oscuro (10R 3/2,  compacto, postrado

10R 2.5/ 2) en especimenes jovenes a rojo débil
(10R 5/4) hacia el margen; de color café rojizo
oscuro a café oscuro (SYR 3/4-7.5 YR 4/6) en

el centro a café rojizo (SYR 4/4-7.5 YR 6/6) en
los bordes. Laminas libres a adnadas, gruesas y
separadas, de color rosa (7.5 YR 7/4). Olor intenso
y desagradable. Esporas hialinas, lisas, elipsoides,
6.2-8.9 um de largo x 3.1-4.8 um de ancho (Q =
2.0-1.8; Qm = 1.92). Basidios tetrasporicos, 4.6~
7.2 x 18.1-26.3 pm, 6.10 um de ancho promedio,
22.34 um de largo promedio. Con fibulas.

en su mayoria, con
apariencia algodonosa
solo al ocupar la placa
entera, con apariencia
resupinada en el centro.
El micelio viejo se
diferencia del joven por
el cambio de color de la
periferia hacia el centro,
de blanco a café a café
10jizo.
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Tabla 2

Similitud entre cepas de hongos saprotrofos aislados y otros hongos reportados. Analisis obtenido de BLAST.

Especie Cepa Numero de Resultados del BLAST Especie (nimero de acceso) Similitud
acceso en (%)
GenBank
Coniophora aff.arida (Fr.) CIGYA-001 MGS817374  Coniophora arida (Fr.) P. Karts (GU187510.1) 99
P. Karts
Agrocybe aft. pediades CIGYA-002 MG817375  Agrocybe pediades (OL687128.1) 99
(Fr.) Fayod
Agrocybe pediades (FI810131.1) 98
Agrocybe vervacti (Fr.) Singer 97
Agrocybe ochracea Nauta 97
Agrocybe imaii Beker et U. Eberh. 96
Agrocybe flexuosipes (Peck) Beker et U. Eberh. 95
Agrocybe praecox (Pers.) Fayod 94
Agrocybe smithii Watling et H.E. Bigelow 94
Agrocybe acericola (Peck) Singer 93
CIGYA-003 MG817376  Agrocybe pediades (OL687128.1) 98
Agrocybe pediades (FJ810133.1) 98
Byssomerulius aff. corium  CIGYA-004 MGS817377  Byssomerulius corium (KX449489.1) 98
(Pers.:Fr.) Parmasto Byssomerulius corium (MT177290) 98
CIGYA-005 MG817378  Byssomerulius corium (KX449489.1) 98
Byssomerulius corium (MT177290)
Gymnopus sp. CIGYA-006 MG817379  Gymnopus foetidus (Sowerby) P.M. Kirk 98
(KY026739.1)
Gymnopus impudicus (Fr.) Antonin, Halling et Noordel 98
(MN992405)
Gymnopus barbipes R.H. Petersen et K.W. Hughes 94
(MK532859)
CIGYA-007 MG817379  Gymnopus foetidus (Sowerby) P.M. Kirk 98

(KY026739.1)

Gymnopus impudicus (Fr.) Antonin, Halling et Noordel 98
(MN992405)

Gymnopus barbipes R.H. Petersen et K.W. Hughes 94
(MK532859)

crecimiento para las cepas de Byssomerulius aff. corium
(CIGYA-004 y CIGYA-005) con una VMC de 10.09
mm/d (fig. 5D, E). Mientras, que las cepas de Gymnopus
sp. (CIGYA-007 y CIGYA-008) se desarrollaron mejor
en los medios PDA y EMA, obteniéndose valores de
434 y 5.32 mm/d, respectivamente (fig. 5F, G). Estos
resultados permitieron seleccionar los medios de cultivo
que se emplearian para los ensayos de preservacion de
las cepas. El medio MM para C. aff. arida, medio EMA

para A. aff. pediades y Byssomerulius aff. corium, y PDA
para Gymnopus sp.

Para Coniophora aff. arida los valores de VMC y
de generacion de biomasa fueron mayores durante los
primeros 3 meses, cuando la preservacion se realizo a
temperatura ambiente y 4 °C. Incluso, cuando se utilizo
glicerol (10 y 15%) y se conservaron a 4 °C, se logré
recuperar 100% de los aislados después de 1, 3 y 6 meses
de preservacion. La sobrevivencia de las cepas conservadas
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Figura 1. Coniophora y Agrocybe, hongos saprotrofos aislados de un bosque de Juniperus deppeana perturbado, en el centro de
Meéxico. A-D, Conidiophora aff. arida (CIGY A-001), basidioma (A), crecimiento miceliar en medio mineral (B), esporas (C), basidio
(D). E-H, Agrocybe aff. pediades (CIGY A-002), basidiomas (E), crecimiento miceliar en medio EMA (F), esporas (G), basidio (H).
I- L, Agrocybe aff. pediades (CIGY A-003), basidiomas (I), crecimiento miceliar en medio EMA (J), esporas (K), basidios (L). Barra
en C, G, K=10 pm.

en glicerol a 15% y mantenidas a temperatura ambiente,
disminuy6 hasta 60% después de 6 meses de conservacion
(tabla 3). No hubo respuesta de las cepas a la preservacion
con ambas concentraciones de glicerol a -20 °C.

Porotro lado, para 4. aff. pediades todas las condiciones
de preservacion realizadas en este trabajo fueron favorables
para su sobrevivencia. Los tratamientos a 4 °C mostraron
los mayores valores de VMC y de biomasa (tabla 4). Para
esta cepa, su resguardo a temperatura ambiente y -20
°C en glicerol (10%), fueron las condiciones adecuadas
para obtener 100% de sobrevivencia del micelio. Aunque
disminuy6 a 80% al usar glicerol al 15% y conservadas a
temperatura ambiente, 4 °C y -20 °C (tabla 4).

Respecto de las cepas de Byssomerulius aff. corium,
solo respondieron a los tratamientos de preservacion a
temperatura ambiente y a 4 °C al usar glicerol al 10 o 15%,
obteniendo sobrevivencia de 100% del micelio. Las VMC
y generacion de biomasa fueron comparables con las del
control a los 3 tiempos probados (tabla 5). Las cepas de

esta especie no respondieron a la preservacion en glicerol,
independientemente de la concentracion, a -20 °C.

En tanto que las cepas de Gymnopus sp., respondieron
favorablemente en glicerol al 10 y 15%, conservadas a
temperatura ambiente, con sobrevivencia de 100%. La
conservacion de esta cepa a4 °C disminuye su propagacion
a 20%, mientras que a -20 °C en ambas concentraciones
de glicerol no se obtuvo respuesta de sobrevivencia de
las cepas (tabla 6). Los porcentajes de sobrevivencia, de
VMC y de biomasa fueron mejores a los 3 y 6 meses de
preservacion.

Discusion

Identificacion de las cepas

Coniophora aff. arida. El tamafio de las esporas en los
especimenes recolectados, 10.9-13.2 um de largo X 6.0-
7.9 um de ancho (Q = 1.67-1.81; Qm = 1.74), es mayor
de lo que se ha reportado para esta especie (8-10 x 5 um),
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Figura 2. Byssomerulius y Gymnopus, hongos saprotrofos aislados de un bosque de Juniperus deppeana perturbado, en el centro
de México. A-D, Byssomerulius aff. corium (CIGYA-004), basidiomas (A), crecimiento miceliar en medio EMA (B), basidios
inmaduros (C), basidiolos (D). E-H, Byssomerulius aff. corium (CIGYA-005), basidiomas (E), crecimiento miceliar en medio MEA
(F), basidiolos (G, H). I-L, Gymnopus sp. (CIGYA-007), basidiomas (I), crecimiento miceliar en medio PDA (J), esporas (K), basidios
(L). M-P, Gymnopus sp. (CIGYA-008), basidiomas (M), crecimiento miceliar en medio PDA (N), esporas (O), basidios (P). Barra
enK, L, O, P=10 um.

de otros especimenes recolectados en el estado Durango
(Contreras-Pacheco et al., 2014) y del Estado de México
8-12 um de largo x 5.5-8 um de ancho (Q = 1.4-1.5;
Qm = 1.45) (Contreras-Pacheco et al., 2018). Kauserud
et al. (2007) y Skrede et al. (2012) sefialaron que existen
conflictos taxonoémicos con la identidad de C. arida debido
a la variabilidad de caracteristicas como el tamaiio de las
esporas, que podrian llevar a considerar la posibilidad de
que en realidad se trate de varias especies cripticas. Si bien
se observo este tipo de variacion en el ejemplar estudiado,

se decidi6 designarlo como C. aff. arida con base en las
caracteristicas morfologicas analizadas.

Agrocybe aff. pediades. De acuerdo con el tamaiio de
las esporas, mientras que la cepa CIGYA-0002 coincidid
con A. pediades, la cepa CIGYA-003 se relacion6 con A.
semiorbicularis (Bull.) Favod. De acuerdo con Agretious
(2000), los caracteres macromorfolégicos para separar
ambas especies son practicamente indistinguibles, por lo
que en la actualidad se considera a A. semiorbicularis
como sinonimo de A. pediades (www.indexfungorum.
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~-HQ714790 Alnicola umbrina
L HQ714787 Alnicola badia

0.7

0.9

MG817375 Agrocybe aff. pediades CIGyA002*
MGB817376 Agrocybe aff. pediades CIGyA003*
MZ725547 Agrocybe imaii
MG383857 Agrocybe ochracea
OL687128 Agrocybe pediades
FJ810131 Agrocybe pediades
. OP743429 Agrocybe acericola
ON943286 Agrocybe firma
OMS523930 Agrocybe pruinatipes
OMS524385 Agrocybe elatella
0Q389432 Agrocybe praecox
’ MW441210 Agrocybe smithii

KY744153 Agrocybe dennisii

' OP470472 Agrocybe dura
' | L()P643082 Agrocybe molesta
2 0Q450352 Agrocybe retigera

OP494102 Agrocybe rivulosa

0.9

L_MW349111 Agrocybe arvalis

8.0E5

1

I—M'W425942 Agrocybe vervacti
MNO017805 Agrocybe flexuosipes

OMB373535 Agrocybe putaminum

“LOMS524387 Agrocybe sororia

OMS524384 Agrocybe coprophila

OMS524383 Agrocybe firmicola

DQ389732 Agrocybe pusiola

Figura 3. Cladograma resultante del analisis filogenético de las secuencias ITS de Agroycbe aff. pediades asilado del bosque de
Juniperus deppeana. Los nimeros en las ramas corresponden a los valores de soporte expresados en probabilidades.

Tabla 3

Efecto de las condiciones y tiempos de preservacion en la velocidad media de crecimiento, en la biomasa seca y sobrevivencia de

Coniophora aff. arida, cepa CIGYA-001.

Categoria T-1 T-2 T-3 T-1 T-2 T-3
VMC (mm/d) Biomasa (g/L) Sobrevivencia %

Control 487+0.09 - - 5.83 £0.55 - - 100

10% T.A. 574+£0.09 500*+028 277+093 521*°+1.66 534*+£0.83 549°+0.59 100

15% T.A. 544 £0.17 5.83+£0.24 3.37+£0.57 6.132£0.25 5.522+0.57 4.47+0.57 60 - 100

10% 4 °C 5.01*+0.46 5.032+0.18 547*°+042 6.18+1.75 574*+£0.39 328+041 100

15% 4 °C 544+035 573+0.13 544*+0.39 562°+041 517°+0.63 343+046 100

Media + desviacion estandar. VMC: Velocidad media de crecimiento. T-1: 1 mes, T-2: 3 meses, T-3: 6 meses. T.A.: Temperatura

ambiente. = Indica diferencias significativas (p = 0.0001).

org). Herrera et al. (2006) reportaron, a partir de cepas
aisladas, esporas de tamafio de 9-13 um de largo x 6.6-7.5
pm de ancho (Q = 1.36-1.73; Qm = 1.54); sin embargo,
las esporas reportadas en este trabajo son de mayor tamafio
con valores de 15.1-17.8 um de largo % 9.2-10.7 um de
ancho (Q = 1.64-1.66; Qm = 1.65). En contraste, los
resultados del analisis filogenético muestran la inclusion
de las cepas de nuestro estudio en el mismo clado de

Agrocybe imaii, especie descrita en Japon (Eberhard et al.,
2022), con un tamaiio de esporas de Q = 1.44. Dicho
clado se resuelve con un soporte de rama igual a 1, pero
alejado de A. pediades. En vista de ésto, hasta no contar
con nueva informacion y realizar estudios mas detallados,
se decidi6 designar a las cepas aisladas como Agrocybe
aff. pediades, especie con la que fueron morfolégicamente
mas parecidas.


http://www.indexfungorum.org
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Tabla 4

Efecto de las condiciones y tiempos de preservacion en la velocidad media de crecimiento —de acuerdo con la biomasa (peso seco)— y en la
sobrevivencia de Agrocybe aff. pediades, cepas CIGYA-002 y CIGYA-003.

Categoria  T-1 T-2 T-3 T-1 T-2 T-3
Cepa 002 003 002 003 002 003 002 003 002 003 002 003
CIGYA
VMC (mm/d) Biomasa (g/L) Sobrevivencia
%
Control 652+ 677+ - - - - 025+ 016 - - - - 100
0.60 0.37 0.04 0.02

10% T.A. 526+ 488+ 584+ 747+ 583+ 572+ 0.18 0.18 0.13+ 022+ 0.20* 0.13* 100
0.13 0.06 0.34 0.26 0.12 0.17 +0.05 +£0.01 0.07 0.02 +0.03 =+0.04

15% T.A.  6.16* 634+ 720+ 741+ 573+ 461+ 014+ 0.18 015+ 0.19* 0.09+ 0.06+ 80-100
+0.07 0.13 0.15 0.05 0.09 0.09 0.04 +0.02 0.03 +0.01 0.01 0.02

10% 4 °C  6.44* 638+ 7.04 766+ 655 624+ 022 017* 011+ 020+ 017+ 0.16% 80-100
+0.27 0.05 +044 0.28 +0.04 0.21 +0.07 +£0.02 0.07 0.03 0.05 +0.01

15% 4°C 635 618+ 649* 787+ 624* 604+ 028 0.199 015+ 021+ 0.17+ 0.17* 100
+0.58 0.16 +0.63 0.10 +0.19 0.26 +0.08 +£0.04 0.05 0.02 0.01 +0.04

10% -20 447+ 583+ - - - - 0.19*  0.16* - - - - 100

°C 0.78 0.26 +0.06 +0.03

15% -20 411+ 616 - - - - 0.23* 026 - - - - 80 - 100
°C 1.07 0.22 +0.03 +£0.15

Media =+ desviacion estandar. VMC: Velocidad media de crecimiento. T-1: 1 mes, T-2: 3 meses, T-3: 6 meses. T.A.: Temperatura ambiente.
2= Indica diferencias significativas (p = 0.0001).

Tabla 5

Efecto de las condiciones y tiempos de preservacion en la velocidad media de crecimiento —de acuerdo con la biomasa (peso seco)— y en la
sobrevivencia de Byssomerulius aff. corium, cepas CIGYA-004 y CIGY A-005.

Categoria  T-1 T-2 T-3 T-1 T-2 T-3
Cepa 004 005 004 005 004 005 004 005 004 005 004 005
CIGYA
VMC (mm/d) Biomasa (g/L) Sobrevivencia
%
Control 10.87  9.65+ - - - - 008+ 0.17+ - - - - 100
+0.17 0.60 0.02 0.03

10% T.A. 10.07 9.08 £ 10.85* 879+ 7.78+ 9.64* 0.05* 0.17* 0.02+ 0.15% 0.05* 0.09+ 100
+0.12 0.17 +027 0.13 0.74 +0.33 +£0.02 =+0.16 0.01 +0.05 +£0.01 0.03

15% T.A. 975+ 9.12+ 1054 7.68+ 10.12 848+ 0.04+ 0.15* 0.03+ 0.14* 0.05* 0.122 100
0.11 0.09 +025 048 +0.14 035 0.004 +0.05 0.02 +0.06 +£0.03 =+0.05

10% 4 °C 10.17 870+ 10.55 688+ 10.86® 9.48<+ 0.08 0.06% 0.02+ 0.14* 0.04+ 0.09+ 100
+0.05 0.20 +0.10 0.31 +0.14 0.20 +0.03 +£0.02 0.00 +0.06 0.02 0.03

15%4°C 10.17 889+ 1055 572+ 1098 926* 0.08  0.10* 0.03= 0.08  0.03+ 0.13*= 100
+0.03 0.19 +0.08 027 +0.07 +£0.11 +0.02 =£0.05 0.02 +0.02 0.01 0.02

Media =+ desviacion estandar. VMC: Velocidad media de crecimiento. T-1: 1 mes, T-2: 3 meses, T-3: 6 meses. T.A.: Temperatura ambiente.
2= Indica diferencias significativas (p = 0.0001).
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Tabla 6

Efecto de las condiciones y tiempos de preservacion en la velocidad media de crecimiento —de acuerdo con la biomasa (peso seco)—
y en la sobrevivencia de Gymnopus sp., cepas CIGYA-007 y CIGYA-008.

Categoria T-2 T-3 T-2 T-3

Cepa 007 008 007 008 007 008 007 008

CIGYA
VMC (mm/d) Biomasa (g/L) Sobrevivencia %

Control 1.90 + 3.69 + - - 2.65 + 2.62 + - - 100
0.34 0.35 0.83 0.17

10% R.T. 2213+ - 2154+ - 2,112+ - 2943+ - 100
0.03 0.09 0.26 0.64

15% R.T. 228 + 3.03*+ 397+ - 236+ 347+ 135+ - 100
0.12 1.17 0.21 0.23 0.90 0.29

10% 4 °C 206+ 2728+ 2200+ 417+ 1.77 + 1358+ 335+ 1.812+ 80
0.05 0.37 0.02 0.09 0.58 0.14 0.43 0.60

15% 4 °C 2.01% 215+ 2,122+ 423+ 237* + 1.822+ 398+ 209+  80-100
0.19 1.19 0.03 0.07 0.33 1.16 0.54 0.74

Media + desviacion estandar. VMC: Velocidad media de crecimiento. T-1: 1 mes, T-2: 3 meses, T-3: 6 meses. T.A.: Temperatura

ambiente. = Indica diferencias significativas (p = 0.0001).

Byssomerulius aff. corium. No existe informacion
acerca de la variacion de los caracteres morfologicos de
esta especie en México u otras areas geograficas en el
mundo, aun cuando se propuso la variedad B. merulius
var. halileensis para la region mediterranea, recolectada
en Israel a partir de madera de Quercus (Zmitrovich
et al., 2006). Las secuencias ITS de las cepas estudiadas
alcanzaron 96 y 97% de similitud con la especie B. corium
identificada con una especie reportada en Espafia (acceso
KX449489.1). Sin embargo, los 7 registros disponibles en
GenBank para el género Byssomerulius al corresponder
unicamente con esta especie, hacen imposible establecer
relaciones entre especies del género a través de analisis
filogenéticos. Por ello se decidio considerarlo como una
especie afin, hasta realizar estudios mas detallados sobre
dicha especie, que incluyan las caracteristicas morfologicas
de las esporas, estructuras que no se detectaron en los
especimenes examinados.

Gymnopus sp. Petersen y Hughes (2014) reportaron a
G. barbipes R.H. Petersen et K.W. Hughes, G. disjunctus
R.H. Petersen et K.W. Hughes, G. micromphaleoides
R.H. Petersen et K.W. Hughes y G. pseudoluxurians R.H.
Petersen et K.W. Hughes como especies nuevas para
Norteamérica, por lo que el espécimen estudiado bien
podria corresponder con alguna de ellas. La especie mas
parecida de acuerdo con los caracteres morfologicos fue G.
barbipes, aunque también existen diferencias morfologicas

entre algunas de las caracteristicas de esas especies y las
de los ejemplares aqui estudiados. Por ejemplo, el tamaiio
de las esporas es menor, 6.2-8.9 um de largo x 3.1-4.8
um de ancho (Q = 1.8-2.0; Qm = 1.92) respecto con lo
reportado por Petersen y Hughes (2014), con valores de
6-6.5 um de largo x 2.5-3 (3.5) pm de ancho (Q = 1.85-2.4;
Qm = 2.12). Ademas, el color y el grosor del estipite son
diferentes. Estos resultados y los generados por la posicion
filogenética de los especimenes que se situaron en un clado
diferente de donde se encuentran las del espécimen tipo,
sefialan la posibilidad de que se trate de una especie nueva
o una variedad de las descritas anteriormente. Debido a
¢ésto, se decidid mantener el nombre de las cepas como
Gymnopus sp. con registro CIGYA-007 y CIGYA-008,
hasta que se disponga de mas datos taxonomicos, o
informacion de cepas aisladas de bosques templados,
primarios y secundarios que puedan integrarse en
estudios filogenéticos morfologicos, moleculares o con
evidencia total.
Aislamiento y preservacion

De los 31 ejemplares de basidiomicetos recolectados,
solo se aislaron in vitro 4 especies con un total de 7
aislamientos o cepas. Los medios de cultivo probados en
este estudio fueron adecuados para aislar a algunos de los
hongos saproétrofos del bosque de Juniperus explorado.
Los medios de cultivo EMA y PDA favorecieron el
aislamiento de las cepas de 4. aff. pediades, Byssomerulius
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Figura 4. Cladograma resultante del analisis filogenético de las secuencias ITS de Gymnopus sp. asilado del bosque de Juniperus
deppeana. Los nimeros en las ramas corresponden a los valores de soporte expresados en probabilidades.

aff. corium y de Gymnopus sp., mientras que el MM lo
fue para C. arida. De acuerdo con Thorn et al. (1996),
el medio EMA es conveniente para aislar basidiomicetos
saprotrofos de muestras de suelo, tal como se mostr6 con
las cepas de 4. aff. pediades, especie recolectada de suelo.
Las cepas de Gymnopus sp. 'y de Byssomerulius aff. corium,
recolectadas de hojarasca y de madera, respectivamente,
también respondieron favorablemente a ese medio. En
contraste, la cepa de Coniophora aff. arida, aislada de
madera, tuvo mejor respuesta al medio de cultivo MM
suplementado con glucosa, lo que puede deberse a que esta
especie pertenece a los hongos de pudricion parda, que
usan preferentemente celulosa y otros hidratos de carbono
en lugar de la lignina (Castafio et al., 2022). Ninguna
cepa creci6 de manera aceptable sobre el medio de cultivo
lignina Kraft, a pesar de que al menos 2 géneros se aislaron
de madera. Esto podria deberse a que la lignina Kraft es un
compuesto resultante del proceso de deslignificacion de la
madera, es decir, es lignina recuperada a partir de la mezcla
de celulosa y hemicelulosa con las que se encuentra en
dicho material (Chakar et al., 2004), y aunque podria sufrir
modificaciones por la accion enzimatica de peroxidasas o
de fenoloxidasas extracelulares, como la lacasa fungica
(Malric-Garaiova et al., 2023), los resultados sugieren que
no es aprovechada eficientemente como fuente de carbono.

Estos resultados son alentadores al mostrar que
existen hongos saprotrofos que pueden ser aislados con

los procedimientos y medios de cultivo convencionales
desarrollados hasta el momento.

Larespuesta de todas las cepas fue diferente de acuerdo
con el tiempo y las condiciones de preservacion dado
que se tratd de especies aisladas y estudiadas por primera
vez, con capacidades metabolicas distintas (Feckler
et al. 2018; Pawlowska et al., 2019). Cabe destacar que
la informacion bioldgica inherente a cada hongo, a sus
adaptaciones ecofisiologicas para hacer uso de los recursos
disponibles en sustratos como la madera y la hojarasca, es
limitada, aun cuando dichos conocimientos podrian servir
para determinar las posibles respuestas de los aislamientos
fungicos hacia diferentes métodos de preservacion (Barrasa
et al., 2014).

La preservacion a una temperatura de -20 °C no fue
la mas adecuada para las cepas analizadas. Karaduman
et al. (2012) indicaron que las bajas temperaturas son poco
apropiadas para la preservacion; en cambio Voyro et al.
(2009), al trabajar con cepas de hongos saprotrofos no
encontraron pérdida de viabilidad después de 18 meses.
Estos autores preservaron dichas cepas con diferentes
protocolos de liofilizacion y de criopreservacion
resguardadas a -80 °C. Esos reportes y los obtenidos en
este trabajo indican la necesidad de continuar buscando
protocolos para mejorar la preservacion de las cepas o
realizar modificaciones de procedimientos existentes.
Incrementar el estudio y el desarrollo de métodos de
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Figura 5. Crecimiento de las cepas en 4 medios de cultivo: MEA, PDA, MM y A-L. A, Coniophora aff. arida (CIGYA-001); B,
Agrocybe aff. pediades (CIGYA-002); C, A. aff, pediades (CIGYA-003); D, Byssomerulius aff. corium (CIGYA-004); E, B. aff.
corium (CIGYA-005); F, Gymnopus sp. (CIGYA-007); G, Gymnopus sp. (CIGY A-008). Las barras representan la desviacion estandar
de las 3 réplicas trabajadas. Anova (p < 0.05). Letras iguales indican que no existen diferencias de acuerdo con la prueba de Tukey.

preservacion de hongos a corto, a mediano y a largo plazo
es de suma importancia para que sean considerados como
recursos microbianos de alto valor y de facil acceso (Arora
etal.,2005). Las generalizaciones sobre qué procedimientos
o métodos de preservacion aplicar a los hongos no son
vélidas para todas las cepas fungicas (Voyro et al., 2009;
Homolka, 2014).

Los cultivos fungicos, constituyen los materiales
biologicos necesarios para proveer de los microorganismos
por si mismos o de los metabolitos que producen, para
desarrollar procesos biotecnologicos variados ((aktu
y Tirkoglu, 2011). Ejemplos importantes en hongos
saprotrofos al respecto, son las propiedades blanqueadoras
provistas por sus enzimas oxido-reductasas (Barrasa et al.,
2014) y a las significativas actividades antimicrobianas de
importancia para la medicina humana, en cepas nativas
(Mariselvi y Earanna, 2018).

En este estudio se aislaron 2 cepas de A. aff.
pediades y 2 de Gymnopus sp., que producen lacasas
extracelulares, enzimas cuyo potencial biotecnologico
es reconocido ampliamente (Aza et al., 2021; Gonzalez-
Gonzalez et al., 2023; Sun et al., 2021). La cepa de A.
aff. pediades (CIGYA-002) ha mostrado la capacidad
de tolerar concentraciones altas de compuestos toxicos
como el hexaclorobenceno en cultivo liquido (datos no
publicados), probablemente debido a la presencia de
enzimas (fenoloxidasas) capaces de procesarlos. Esto
ha llevado a considerarla como un modelo de estudio
atractivo para la busqueda de enzimas que puedan usarse
en procesos biotecnoldgicos dirigidos a la biodegradacion
de compuestos xenobiodticos.

Los 4 géneros de hongos saprotrofos aislados del
bosque perturbado de Junmiperus fueron determinados
taxondmicamente a través de caracteres morfologicos y
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moleculares de los basidiomas y del micelio cultivado
in vitro. Su aislamiento y preservacion con medios de
cultivo y métodos de conservacion convencionales fue
exitoso. Los resultados obtenidos evidencian la necesidad
e importancia de aumentar los estudios micologicos en
ecosistemas perturbados para identificar especies o nuevas
variantes. Las capacidades de sobrevivencia, de tolerancia
y uso de recursos que para otros organismos pueden ser
desfavorables, hace que estos hongos sirvan como modelos
para estudiar la sintesis de metabolitos secundarios o de
enzimas que puedan ser empleados en diferentes procesos
biotecnologicos.
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