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Resumen

En México el cultivo de Pleurotus spp., esta basado
principalmenteen eluso de cepas dealtacalidady productividad
de procedencia extranjera (P. ostreatus), pero existen
recursos flingicos nativos todavia no estudiados con mejores
perspectivasanivellocal. Seaislarony caracterizaron cepas de
Pleurotus djamornativas de la selva mediana subperennifolia
del municipio de Santiago Xanica, Sierra Sur de Oaxaca, para
conocer sus atributos y el potencial para introducirse al cultivo
ensubstratos locales como alternativaproductivay alimentaria.
En septiembre de 2009 se recolectaron seis fructificaciones
de P. djamor silvestres en buen estado (especie consumida
localmente); se aislaron y purificaron dos cepas (ITAO-3 e
ITAO-6) y durante el afio 2010 se evaluaron y compararon
conunacepacomercial (CPC)envelocidad de crecimientodel
micelio en medios de cultivo EMA, SIM y PDA, asi como sus
caracteristicas de colory textura. Se evalué el desarrollo a partir
delainoculaciénsobre grano de trigo como soporte de micelio.
Los resultados muestran que la cepa ITAO-3 tuvo mayor
velocidad de crecimiento micelial en los medios de cultivo
PDAyEMA, le sigui6 la cepa ITAO-6 que presentd similitud
en crecimiento a la cepa comercial testigo CPC. En pruebas
de elaboracion de indculo e invasion micelial sobre grano de
trigo, la cepa ITAO-3 fue la 6ptima y muestra cualidades para
cultivarse posteriormente en diferentes substratos.
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Abstract

In Mexico the cultivation of Pleurotus spp., is based
primarily on the use of strains of high quality and
productivity of foreign origin (P. ostreatus), but there
are native fungal resources not studied yet with better
prospects locally. Were isolated and characterized strains
of Pleurotus djamor native from the evergreen tropical
forest in the municipality of Santiago Xanica, South
highlands of Oaxaca, to know their attributes and the
potential for introduction to crops in local substrates as
a productive and food alternative. In September 2009,
collected six fruiting of wild P. djamor in good condition
(locally consumed species); two strains were isolated
and purified (ITAO-3 and ITAO-6) and during 2010 were
evaluated and compared with a commercial strain (CPC)
on mycelial growth rate in culture media EMA, SIM
and PDA, as well as its color and texture characteristics.
Development was evaluated after inoculation on wheat
grain as support mycelium. The results show that the strain
ITAO-3 had higher mycelial growth rate in culture media
PDA and EMA followed ITAO-6 which showed growth
similarity to CPC. In tests of inoculum elaboration and
mycelial invasion on wheat grain, ITAO-3 strain was
optimal and shows qualities to be cultivated on different
substrates.
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Introduccion

Es costumbre que el cultivo de las setas (Pleurotus spp.) se
base principalmente en el empleo de cepas de alta calidad
y productividad de procedencia extranjera de Pleurotus
ostreatus, incluyendo latecnologiay el capital. Esta especie
requiere cuidados especificos dificultando su cultivo y el
manejo postcosecha en las comunidades rurales (Castillejos
et al., 1996; Guzman, 2003); por ello y para disminuir
la dependencia externa se ha adaptado biotecnologia
intermedia para el cultivo sobre desechos agroindustriales
con buenos resultados en diferentes regiones de México
(Villegas, 1996). Otraaccion es estudiar ladiversidad de los
recursos fungicos locales y aprovechar el papel promisorio
como alimentos funcionales (Trigos y Suarez-Medellin,
2010), lo que representa una estrategia para disminuir la
dependenciade cepas extranjeras, al respecto existen algunas
experiencias documentadas del cultivo de cepas nativas
de Pleurotus spp. y Auricularia fuscosuccinea (Sanchez-
Vazquez, 1994; Castillejos et al., 1996) y de Lentinus
boryanus (Mata y Guzman, 1989).

En Oaxaca, a pesar de que el cultivo de hongos comestibles
ha tomado auge debido a la promocion de alternativas de
produccion y alimentarias por parte de diversas instituciones
de gobierno estatal y federal, existen dificultades en la
introduccion de P. ostreatus a sus agroecosistemas y a la
falta de organizacion y acompafiamiento técnico. En el caso
de la comunidad de Santiago Xanica, en la Sierra Sur de
Oaxaca, algunos grupos de agricultores cultivan Pleurotus
ostreatus siendo asesorados por la asociacion civil iniciativa
Fomcafé. Pero en la localidad existen especies silvestres de
Pleurotus por lo que surgi6 la presente investigacion, como
parte de un proyecto mayor. Se aislaron y caracterizaron
morfologicamente dos cepas de Pleurotus djamor, especie
comestible nativa de la selva mediana subperennfolia de la
localidad; se evalué el crecimiento del micelio en medios de
cultivoEMA, SIMyPDA, asi comosus caracteristicas decolor
ytextura, también se evaluo larespuestaalainoculacion sobre
grano de trigo como soporte de micelio (indculo primario).

Serealizaron dos etapas: 1) colectaen campo y aislamientos
de contexto; y 2) purificacion y caracterizacion del micelio
a través de dos experimentos; el primero se realizé durante
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Introduction

It is customary the cultivation of mushrooms (Pleurotus
spp.) based mainly on the use of strains of high quality
and productivity of foreign origin of Pleurotus ostreatus,
including technology and capital. This species require
specific care hindering its cultivation and postharvest
handling in rural communities (Castillejos et al., 1996;
Guzman, 2003) therefore and to reduce external dependence
hasbeen adapted intermediate biotechnology for cultivation
of agro-industrial wastes with good results in different
regions of Mexico (Villegas, 1996). Another action is to
study the fungal diversity of local resources and leverage
the promising role as functional foods (Trigos and
Suarez-Medellin, 2010), representing a strategy to reduce
dependence on foreign strains; regarding this there are some
experiences documented on cultivation of native strains of
Pleurotus spp. and Auricularia fuscosuccinea (Sanchez-
Vazquez, 1994; Castillejos et al., 1996) and Lentinus
boryanus (Mata and Guzman, 1989).

In Oaxaca, although edible mushroom cultivation has taken
height due to the promotion of alternative production and
food by diverse institutions of state and federal government,
there are difficulties in the introduction of P. ostreatus to
its agroecosystems and to the lack of organization and
technical support. In the case of the community of Santiago
Xanica, in the south highlands of Oaxaca, some groups of
farmers cultivate Pleurotus ostreatus being advised by a
civil association, Fomcafé initiative. But in the locality
there are wild species of Pleurotus so this research came
as part of a larger project. Were isolated and characterized
morphologically two strains of Pleurotus djamor, native
edible species from the evergreen tropical forest of
the locality; was evaluated mycelial growth in EMA,
SIM and PDA culture media, as well as their color and
texture characteristics; also evaluated the response to the
inoculation of wheat grain as mycelium support (primary
inoculum).

There were two stages: 1) field collection and isolates from
context; and 2) purification and characterization of the
mycelium through two experiments: the first was conducted
in 2005 in the municipality of Santiago Xanica located in
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el afio 2005 en el municipio de Santiago Xanica ubicado
en la Sierra Sur de Oaxaca, en las coordenadas 16° 00’
latitud norte, 96° 13’ longitud oeste, a una altitud en el
rango de 800 hasta 1 100 msnm. El clima es semicalido
subhuimedo, la precipitacion promedio anual es de 1 514
mm y los meses de mayor humedad son de mayo a octubre
con mucha variacion, la temperatura promedio anual es de
18°C. Eltipo de vegetacion predominante es selva mediana
subperennifolia, conmanchones de bosque meso6filo, lazona
sehaconsiderado como de altabiodiversidad (INEGI, 2010).

Para tener acceso a las unidades ambientales se realizo
un acuerdo de colaboracion con representantes de la
Cooperativa de Productores de Café La Trinidad y con la
Iniciativa Fomcafé A. C. En 2009, con el apoyo de guias
locales se realizaron dos exploraciones en la selva mediana
subperennifolia y en policultivos tradicionales de café para
recolectar carpéforos de Pleurotus spp., frescos, en buen
estado y en etapa juvenil. Cada fructificacion se envolvid
en papel encerado y se transportaron dentro de una hielera
hasta la poblacion para el trabajo de aislamiento. Otras
cuatro fructificaciones se deshidrataron y depositaron en
la Coleccion Etnomicologica Teofilo Herrera Suarez del
ITVO como respaldo a su identidad taxondmica (Mueller
etal.,2004).

Para el aislamiento de contexto de cada carpdforo silvestre,
se siguieron recomendaciones técnicas convencionales,
con algunas adecuaciones de acuerdo a las condiciones
disponibles en la localidad; se emplearon mecheros
de alcohol, cajas plasticas de Petri estériles de 5 cm de
diametro conteniendo medio de cultivo EMA (agar de
extracto de malta), previamente preparadas. Cada caja
Petri una vez inoculada, se rotulo y sell6 con parafilm para
evitar contaminaciones, posteriormente se trasladaron al
Cepario de Hongos Comestibles del ITVO parapromover su
crecimiento y efectuar su purificacion. El Cepario indicado
se encuentra en la ex Hacienda de Nazareno Xoxocotlana 6
kmdelaCiudad de Oaxaca;a 17° 00’ de latitud norte y 96°46’
delongitud oeste, aunaaltitudde 1 650 msnm. Elclimadela
region es semiseco-calido, con lluvias en primavera-verano,
la precipitacion pluvial media anual es de 702.2 mm con
temperatura media anual de 20.4 °C.

La purificacion se llevo a cabo en medio de cultivo EMA
bajo condiciones asépticas proporcionadas por una cimara
de flujo laminar horizontal, a través de una secuencia
de traspasos cada tercer dia de micelio puro, entre cada
traspaso se fomento el crecimiento micelial a temperatura
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the south highlands from Oaxaca at coordinates 16° 00'
N, 96° 13' W, at an altitude in the range from 800 to 1 100
masl. The climate is semi-warm humid, the annual average
rainfall of 1 514 mm and the most humid months are from
May to October with a lot of variation, the average annual
temperature is 18 °C. The predominant vegetation type
is evergreen tropical forest, with patches of cloud forest;
the area has been considered as high biodiversity (INEGI,
2010).

To access environmental units was conducted a collaborative
agreement with representatives of the Coffee Producers
Cooperative La Trinidad and with Initiative Fomcafé A.
C. In 2009, with the support of local guides were made two
explorations in the evergreen tropical forestand in traditional
coffee polyculture to collect fresh, healthy and youthful
fruit bodies of Pleurotus spp. Each mushroom is wrapped
in wax paper and transported in a cooler to the locality for
insulation work. Four other fruiting were dehydrated and
deposited in the Ethnomicology Collection Teofilo Herrera
Suarez from ITVO as a backup to their taxonomic identity
(Mueller et al., 2004).

For the isolate from context of each wild fruit body,
conventional technical recommendations were followed,
with some modifications according to the conditions
available the locality; alcohol burners, sterile petri plastic
boxes of 5 cm diameter containing EMA culture media
(malt extract agar) previously prepared. Every Petri dish,
once inoculated was labeled and sealed with parafilm to
prevent contamination, then moved to the edible strain
collection from ITVO to promote their growth and make
its purification. The indicated strain collection is located in
the former Hacienda de Nazareno Xoxocotlan 6 km from
the city of Oaxaca, at 17° 00' N and 96° 46' W, at an altitude
of 1 650 masl. The climate of the region is semi-warm, with
spring-summer rainfall, the average annual rainfall of 702.2
mm with average annual temperature of 20.4 °C.

Purification was carried out in EMA culture media under
aseptic conditions provided by a horizontal laminar flow
chamber; through a sequence of mycelia transfers every third
day, between each transfer was promoted mycelial growth
at room temperature (26 at 27 °C) to obtain a pure strain.
From here, the strains were stored in refrigeration at 4 °C
on average. Initially six strains were isolated and after the
purification process were selected two, called ITAO-3 and
ITAO-6 thatentered to the edible mushroom strain collection
from ITVO and subjected to evaluation.
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ambiente (26 a 27 °C) hasta la obtencion de una cepa pura.
A partir de aqui, se conservaron las cepas en refrigeracion
a 4 °C en promedio. Inicialmente se aislaron seis cepas
y después del proceso de purificacion se seleccionaron
dos, denominadas ITAO-3 e ITAO-6 que se ingresaron al
Cepario de hongos comestibles del ITVO y se sometieron
a evaluacion.

Para la caracterizacion de las cepas se desarrolld una
secuencia general recomendada por el Centro de Recursos
Genéticos de Hongos Comestibles (CREGENHC) del
Colegio de Posgraduados, Campus Puebla (Stamets, 2000;
Sobal etal.,2007)y se aplicaron protocolos convencionales
de preservacion para cultivo de hongos. Se realizaron
pruebas de crecimiento micelial al inocular por separado
segmentos de 1 cm? de agar con micelio de cada uno de las
cepassilvestres en cajas de Petride 9 cm de diametro por 1 cm
dealtura conteniendo alguno de los tres diferentes medios de
cultivo, EMA (extracto de malta agar), PDA (papa dextrosa
agar) y SIM (Sulfato indol y carnico) apH 7.

Como testigo se us6 una cepa comercial (CPC) de P.
ostreatus proporcionada por el CREGENHC. La toma
de datos de la variable de velocidad de crecimiento se
efectud cada48 horas, se midi6 el diametro de crecimiento
lineal en tres puntos diferentes con un vernier. Las
variables cualitativas (color, textura, presencia de
micelio aéreo y densidad) fueron tomadas una vez que
el micelio cubrio la superficie del medio de cultivo en
las cajas Petri. El experimento se establecio de acuerdo
a un disefio completamente al azar con arreglo factorial
3 x 3 (DCA). Los datos de velocidad de crecimiento se
analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) y
una comparacion de medias (DUNCAN). Paralarutinade
analisis estadistico se uso el programa computacional SAS
System (SAS Institute, 2004).

El segundo experimento para evaluar la velocidad de
crecimiento micelial (micelio primario) de las dos cepas
silvestres ITAO-3 e ITAO-6y latestigo CPC sobre grano de
trigo, se elabord el inoculo de acuerdo a las recomendaciones
técnicas de Medina et al. (1999) y Pérez et al. (1994). El
grano de trigo se esterilizo a 15 Ib - 1 h en cantidad de 250
g en cada frasco de vidrio con capacidad de 500 cm®y se
incubaron durante 16 dias en condiciones de laboratorio a
temperatura ambiente (26- 27 °C). La unidad experimental
fue un frasco con sustrato inoculado con alguna cepa y se
tuvieron cinco repeticiones de cada cepa.
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For the characterization of the strains was developed a
general sequence recommended by the Genetic Resources
Center for Edible Fungi (CREGENHC) from the Graduate
School, Campus Puebla (Stamets, 2000; Sobal ez al., 2007)
and were applied conventional preservation protocols for
mushroom cultivation. Mycelial growth tests were made to
inoculate separately segments of 1 cm? ofagar with mycelia
ofeeach ofthe wild strains in Petri dishes of 9 cm diameter by
1 cm high containing one of three different culture media,
EMA (malt extract agar), PDA (potato dextrose agar) and
SIM (Sulfate indole and meat) at pH 7.

As control was used a commercial strain (CPC) of P.
ostreatus, provided by CREGENHC; data collection for
the growth rate variable was performed every 48 hours,
was measured linear growth diameter at three different
points with a caliper. Qualitative variables (color, texture,
presence of aerial mycelium, and density) were taken once
the mycelium covered the surface of the culture media in
Petri dishes. The experiment was established according to
acompletely randomized design with 3 x 3 factorial arrays
(DCA). The growth rate data were analyzed by analysis of
variance (ANOVA) and comparison of means (DUNCAN).
Fortheroutine of statistical analysis was used the program
SAS System (SAS Institute, 2004).

The second experiment to evaluate the mycelial growth
rate (primary mycelium) of the two wild strains
ITAO-3 and ITAO-6 and control CPC on wheat grain;
inoculum was prepared according to the technical
recommendations of Medina et al. (1999) and Pérez
et al. (1994). Wheat grain was sterilized at 15 1b “'h in
amount of 250 g in each glass jar with a capacity of 500
cm?® and incubated for 16 days in the laboratory at room
temperature (26-27 °C). The experimental unit was a
flask with substrate inoculated with a strain and had five
replications of each strain.

Results

Experiment 1. In mycelial characterization of the two
strains, was observed that ITAO-3 had higher growth in
culture media PDA and in the middle EMA excelling above
ITAO-6 and CPC; however, growth from ITAO-3 was slow
in the culture media SIM, even surpassed in growth rate by
strains [ITAO-6 and CPC (Figure 1).
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Resultados

Experimento 1. En la caracterizacion micelial de las
dos cepas, se observéd que la cepa ITAO-3 tuvo mayor
crecimiento en el medio de cultivo PDA y en medio EMA
que sobresalio por encima de la cepa ITAO-6 y de la cepa
comercial CPC; sin embargo, el crecimiento de la cepa
ITAO-3 fue lento en el medio SIM, incluso superada en
velocidad de crecimiento por las cepas ITAO-6 y la cepa
comercial CPC (Figura 1).

Referente a las variables cualitativas de la caracterizacion
micelial, se observo que en el medio EMA la cepa ITAO-3
destaco por su crecimiento acelerado, en cuanto a densidad
y colorlas dos cepasy el testigo (ITAO-3,ITAO-6ylaCPC)
fueron similares; una diferencia fue que la cepa comercial
CPC formé anillos concéntricos, lo que no se observo en las
cepas nativas (Cuadro 1).
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Figura 1. Crecimiento diario de tres cepas ITAO-3,ITAO-6y
CPC en tres medios de cultivo a pH 7y temperatura
ambiente.

Figure 1. Daily growth of three strains ITAO-3,ITAO-6 and CPC

in three culture media at pH 7 and room temperature.

Cuadro 1. Caracterizacion micelial de cepas de Pleurotus spp., en medio EMA, pH-7.
Table 1. Characterization mycelial strains of Pleurotus spp., Amid EMA, pH-7.

Especie = Cepa  Color Densidad Textura Micelio aéreo Crecimiento  Observaciones generales
P ostreatus CPC  Blanco Alta Algodonosa casi Nulo Regular Formacion de anillos
compacta concéntricos
P. djamor. 1TAO-3 Blanco Alta Algodonosa  Soloel centro Acelerado
P djamor  ITAO-6 Blanco Alta Algodonosa Nulo Lento
aterciopelada leve

De acuerdo a la prueba de Duncan, el crecimiento micelial de
las dos cepas nativas en medio de cultivo PDA dio mejores
resultadosqueenmedio EMAYyY SIM, adiferenciadeloreportado
porHernandez-Ibarraetal. (1995)y Salmonesetal. (1997) que
indicaronmayorvelocidad de crecimientode cepasde P, djamor
enmedio EMA; sinembargo, estadiferencia podriaasociarse a
los atributos genéticos de cada cepa, incluso a las condiciones
ambientales de cada region; también se observo que la cepa
ITAO-3 mostré mayor velocidad de crecimiento que las cepas
ITAO-6 y la CPC, las cuales fueron de crecimiento regular,
ademas, éstas dos ultimas presentaron alta densidad micelial
con textura algodonosa y formacion de anillos concéntricos,
atributos que la cepa ITAO-3 no presentd (Cuadro 2).

Estos datos nos sugieren que la rapida velocidad de
crecimiento ayudan a evitar el arribo de agentes contaminantes
u otros problemas patologicos, aunque no necesariamente
representa una ventaja en el desarrollo de las fructificaciones
(Salmones et al., 1997).

Regarding qualitative variables of the mycelial
characterization, was observed that in culture media
EMA, ITAO-3 highlighted for its rapid growth, in terms of
density and color the two strains and the control (ITAO-3,
ITAO-6 and CPC) were similar; one difference was that the
commercial strain CPC formed concentric rings, which was
not observed in the native strains (Table 1).

Accordingto Duncantest, the mycelial growth ofthe twonative
strainsin culturemedia PDA, gave better results than EM A and
SIM, unlike those reported by Hernandez-Ibarra et al. (1995)
Salmonetal. (1997) showing higher growth rate of strains of P
djamorinculturemediaEMA ; howeverthis difference couldbe
associated with genetic attributes of each strain, even atambient
conditions of each region; also was observed that ITAO-3
showedhigher growth rate than ITAO-6 and CPC, which were
ofregular growth, besides the two latter showed high mycelial
density with cottony textured and formation of concentric
rings, attributes that ITAO-3 did not present (Table 2).
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Experimento 2, en la evaluacion de invasion micelial sobre
grano de trigo esterilizado empleado como soporte (indculo
primario), el analisis estadistico ubic6 a la cepa ITAO-3 en
el nivel alto de crecimiento, desplazando a la cepa ITAO-6
y ala cepa comercial CPC que mostro nivel de crecimiento
medio, sin existir diferencia significativa entre estas dos
ultimas (Cuadro 3).

De acuerdo con Salmones et al. (1997) algunas cepas de P
djamor nativas de México, Guatemala y Cuba también han
presentado mas rapido periodo de incubacidn, pero sobre
granos de sorgo esterilizados en experimentos de comparacion
conotras especies de Pleurotus seleccionadas genéticamente.
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Cuadro 2. Crecimiento micelial promedio (cm/dia) de P.
djamor sobre medios de cultivo evaluados.
Table 2. Mycelial growth rate (cm / day) of P. djamor on
culture media tested.

Cepa
Medios de ITAO-3 ITAO0-6 CPC
cultivo cm/dia cm/dia cm/dia
EMA 0.761, 0.309, 0.405,,
SIM 0.368, 0.048; 0.455,,
PDA 0.889, 0.694, 0.561,

EMA= extracto de malta agar; SIM= sulfato indol carnico; PDA= papa dextrosa
agar. Letras distintas indican diferencias significativas (o= 0.05).

Cuadro 3. Valores promedio del comportamiento de cepas inoculadas sobre grano de trigo.
Table 3. Average values of the behavior of strains inoculated on wheat grain.

Cepa Velocidad de crecimiento (cm) ~ Numero de repeticiones Comparacion de medias  Analisis de varianza
ITAO-3 3.06 5 5.8780, ’=73%
ITAO-6 3.42 5 7.7760, C.V=8.24
CPC 2.58 5 6.0260,

Letras distintas indican diferencias significativas (o= 0.05).

Para la generacion de indculo primario, la cepa ITAO-3
resultd con mejor crecimiento micelial sobre grano de trigo
esterilizado, la cepa ITAO-6 tuvo un crecimiento similar al
de la cepa comercial CPC. Lo que indica que ambas cepas
nativas (ITAO-3,ITAO-6) poseen atributos potenciales para
este paso inicial en el cultivo de hongos comestibles.
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