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Resumen: . Para satisfacer la creciente demanda de alimentos,
es necesario impulsar estrategias encaminadas al fortalecimiento
de las actividades agricolas y pecuarias que se desarrollan en
los territorios locales, como una via factible para optimizar los
recursos disponibles y generar impactos positivos tanto en lo
econémico, social como ambiental. Contribuir con la generacién
de conocimiento sobre los procesos productivos regionales, sus
caracteristicas, condiciones y 4reas de oportunidad, permite
conocer la problematica que enfrentan, como base para proponer
alternativas asequibles que generen una sinergia entre procesos.
Esta investigacion se realiz6 en cuatro municipios de la Regién de
Amecameca, Estado de México (México), en los cuales ademds
de localizar y caracterizar las unidades de produccién de hongos
comestibles Pleurotus spp. se recuperan los usos que se le da a
los hongos y sustratos poscosecha, con el objeto de promover
un mejor aprovechamiento por sus propiedades nutracéuticas
en la alimentacién humana y de los ovinos, respectivamente.
En el trabajo de campo, se generd informacién cualitativa y
cuantitativa de las UP mediante la aplicacién de entrevistas y
observacién participante; de igual forma, se realizé la colecta
de cjemplares que fueron identificados taxondmicamente y
cultivados iz vitro en laboratorio, para la obtencién del micelio
empleado parala genotipificacion de las especies. La informacién
generada se analiza de forma integral para destacar las 4reas de
oportunidad y las potencialidades que ofrecen estos recursos
locales para la seguridad alimentaria en la regidn.

Palabras clave: Genotipificacién, identificacién taxondmica,

nutracéuticos, ovinocultura, Pleurotus spp, seguridad

alimentaria.

Abstract: . To meet the growing demand for food, it is necessary
to promote strategies aimed at strengthening agricultural and
livestock activities that take place in local territories, as a
feasible way to optimize available resources and generate
positive impacts in economic, social and environmental terms. .
Contributing to the generation of knowledge about regional
production processes, their characteristics, conditions and areas
of opportunity, allows knowing the problems they face, as
a basis for proposing affordable alternatives that generate
synergy between processes. This research was carried out in
four municipalities of the Amecameca Region, State of Mexico
(Mexico), in which, in addition to locating and characterizing
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the Production Units (PU) of edible mushrooms Pleurotus spp.
the uses given to mushrooms and post-harvest substrates are
recovered, in order to promote a better use for their nutraceutical
properties in human and sheep feeding, respectively. In the field
work, qualitative and quantitative information on the PUs was
generated through the application of interviews and participant
observation; In the same way, the collection of specimens that
were taxonomically identified and cultivated in vitro in the
laboratory was carried out, to obtain the mycelium used for the
genotyping of the species. The information generated is analyzed
comprehensively to highlight the areas of opportunity and the
potential offered by these local resources for food security in the
region.

Keywords: Genotyping,  taxonomic identification,
nutraceuticals, sheep farming, Pleurotus spp, food safety.

1. INTRODUCCION

Uno de los grandes desafios que se enfrentan en la actualidad, es atender la creciente demanda mundial
de alimentos para satisfacer las necesidades de las poblaciones. Esta condicién ha obligado a instrumentar
estrategias que fortalezcan la produccién agropecuaria en las diferentes regiones, especialmente en aquellas
en vias de desarrollo.

Debido a las restricciones que existen en estas regiones para integrar una mayor tecnificacién en los
procesos, el establecimiento de nuevos sistemas productivos o la diversificacion de la base productiva,
principalmente por el déficit presupuestario; una via factible para contribuir con este objetivo, se orienta
a fortalecer las actividades tanto agricolas como pecuarias que tradicionalmente se desarrollan de forma
incipiente, aislada y bajo practicas productivas poco rentables, para promover un mejor aprovechamiento de
los recursos disponibles y asi generar una plusvalia no sélo en lo econémico, sino en lo social y ambiental. Para
ello, es necesario contribuir con la generacién de conocimiento sobre los procesos productivos regionales,
las caracteristicas y condiciones bajo las cuales se desarrollan y sus dreas de oportunidad, con el propésito de
detectar las problemiticas que enfrentan, como base para proponer alternativas asequibles que generen una
sinergia entre procesos, a través de la aplicacién de conocimientos generados.

Aun cuando en la Regién de Amecameca el uso de los hongos Pleurotus spp. cuenta con una gran
tradicién gastrondmica; en general, se desconocen las potencialidades que ofrece este recurso no sélo para
la alimentacién humana, sino animal. El consumo humano se asocia més al sabor, que al conocimiento
de las propiedades nutracéuticas (alimentos que ademds de contar con cualidades nutricionales aportan
beneficios a la salud). Las setas del género Pleurotus, cumplen con esta propiedad nutracéutica: en el aspecto
nutricional, su alto contenido de proteinas y aminoécidos esenciales les confieren un alto valor biolégico
[1], los carbohidratos digeribles son libres de almidén, lo que implica que aportan energia pero no tienden
a incrementar el peso; en los lipidos predominan 4cidos insaturados con bajos contenidos de grasa, con un
papel importante en el aporte energético [2]; adicionalmente, los contenidos de vitaminas (principalmente
del grupo B) y minerales, aunque no aportan energia, tienen un papel crucial en el adecuado funcionamiento
del organismo [3], [4], [5].

Los beneficios para la salud, se asocian a la presencia de sustancias bioactivas como compuestos fendlicos
[6], B-glucanos [7], lectinas, xilanos y polisacéridos, asi como una variedad de enzimas fungicas como lacasas,
amilasas, xinalasas, ligninasas, por referir algunos, que les confieren
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propiedades antihiperglucémicas [8], antihipertensivas, hipocolesteromiantes, —anti-bacteriales,
anticancerigenas, antidiabéticas, antinflamatorias, inmunomoduladoras, entre otras que han sido
documentadas [9], [10], [11], [12].

En el casodelaalimentacién animal, la integracién de los hongos ha demostrado ser una fuente de alto valor
nutricional; sin embargo, la tendencia es destinar los basidiomas bien desarrollados al consumo humano,
y alimentar a los animales con los primordios contenidos en el sustrato, después de que la cosecha se ha
agotado. Asi mismo, la utilizacion de los sustratos en la alimentacién del ganado reporta grandes beneficios;
unos, asociados al enriquecimiento de los forrajes por los nutrientes aportados por los hongos y otros, por
los procesos de deslignificacion que producen los hongos en los sustratos empleados para el cultivo, que, en
su estado natural, o procesados como paja o ensilado, son dificilmente digeridos, degradados y aprovechados
por los animales [13], [14], [15].

Este aspecto es muy importante ya que el valor nutricional de los forrajes, contempla tanto la
disponibilidad de nutrientes como la eficiencia de conversion en los procesos metabélicos y digestivos que
se desarrollan en el tracto gastrointestinal de los rumiantes y que por lo tanto, afectan la digestibilidad al
involucrar alos procesos de digestion, de absorcién de nutrientes y del metabolismo animal, interrelacionados
con la calidad del forraje por sus contenidos de materia seca, fibra detergente 4cida (FDA), fibra detergente
neutra (FDN) y proteina cruda, por lo que puede ser muy variable dependiendo de la especie del forraje, as
como de la forma de manejo o suministro de que se trate [16], [17].

Al respecto, hongos como Pleurotus spp. han recibido especial atencién por sus valiosos sistemas
enzimaticos, capaces de degradar y mineralizar eficazmente las biomasas lignocelulédsicas de desechos agricolas
o forestales, que a diferencia de procesos desarrollados a escala industrial con este propésito (como la
hidrotermdlisis, la explosién de vapor o de fibras de amonio, o los pretratamientos quimicos en que se utiliza
hidréxido de sodio (NaOH), o dcidos como el clorhidrico (HCI), nitrico (HNO3, o sulftrico (H2SO4) que
ademas de costosos son altamente contaminantes; brinda la ventaja de ser una proceso de pretratamiento
biolégico mas sostenible para degradar la lignina de forma selectiva en el que se produce CO2 y H20, sin
modificar y/o degradar en gran proporcion la celulosa y hemicelulosa, evitando que el forraje se desperdicie,
al aumentar su calidad y valor nutricional, asi como su digestibilidad, ademas de ser un método accesible para
los pequefios productores pecuarios [18], [19].

Este pretratamiento de los forrajes mediante la accién de los hongos, es un proceso crucial en la conversiéon
de la biomasa lignoceluldsica en aztcares fermentables, que facilita

su descomposicion por parte de los microorganismos ruminalesy, por lo tanto, representa potencialmente
una tecnologia de pretratamiento ecoldgica y energéticamente eficiente, que ofrece la ventaja de proporcionar
forrajes facilmente digeribles por los rumiantes, a la vez de reducir la cantidad de desechos que son
acumulados o eliminados por otras vias, como la quema en los campos de cultivo, procurando un mejor
aprovechamiento y de bajo costo, lo que representa ademas un proceso més conservador del medio ambiente
[20]. Sin embargo, se ha observado, que dependiendo de la especie de hongo de que se trate, la conversién
enzimatica de los forrajes puede presentar algunas diferencias, dependiendo de los contenidos de enzimas
ligniloliticas como la Lignino peroxidasa (LiP), Manganeso peroxidasa (MnP), Lacasas (Lac), la Peroxidasa
Versatil (PV); asi como las enzimas celuloliticas (endoglucanasas, celobiohidrolasas, - glucosidasas y
xilanasas), por lo que es necesario evaluar estos potenciales de manera especifica [21], [22], [23].

En este marco, el objetivo de la presente investigacién fue realizar la identificacion y caracterizacién
de unidades de produccién del hongo comestible Pleurotus spp. en cuatro municipios de la Region de
Amecameca, a fin de analizar los usos actuales de los productos y los sustratos residuales, con el fin de
promover el aprovechamiento de sus propiedades nutracéuticas en la alimentacién humana y animal,
particularmente en los ovinos.

La relevancia es de tipo contextual, ya que la region estd integrada por municipios rurales, con altos indices
de pobreza en donde existe la disponibilidad de recursos para fortalecer tanto el cultivo de hongos, como
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la ovinocultura. No obstante, las practicas tradicionales que perviven hacen que muchos de estos recursos,
principalmente los residuos agricolas, estén siendo subutilizados, desechados a campo abierto o quemados,
impactando de forma negativa al ambiente.

En los apartados subsiguientes se recuperan los principales elementos metodoldgicos empleados tanto en
el trabajo de campo, como en laboratorio; asi como los resultados y conclusiones correspondientes.

2. MATERIALES Y METODOS/METODOLOGIA
2.1 Diseiio y tipo de investigacion

La investigacion fue cuali-cuantitativa, experimental, transversal y prospectiva. Integré dos fases: Fase 1:
Trabajo de Campo, que se realizé en cuatro Municipios de la Regién (Amecameca, Ayapango, Juchitepecy
Tenango del Aire), seleccionados por muestreo por conveniencia, con base en dos criterios de inclusion: a)
conocimiento previo sobre el uso de los hongos Pleurotus spp. y b) se realiza la ovinocultura. Fase 2: trabajo
de laboratorio.

2.2 Delimitacion espacial

La investigacién se desarroll6 en la Regiéon de Amecameca, ubicada en la zona sur-oriente del Estado de
México, México, a las faldas de los volcanes Iztaccihuatl y Popocatépetl, integrada por 13 municipios (figura
1), cuyaaltitud sobre el nivel del mar oscila entre los 2,240 m y 2,461 m. Cuenta con una extensién territorial
de 1,193.45 km2, lo que equivale al 5.31% del territorio estatal. El clima predominante es el C(w) templado
con lluvia en verano, las temperaturas medias anuales oscilan entre 3.8°C y 20.5°C y la precipitaciéon media
anual entre 539 mm y 1,214 mm. Un total de 43,189 ha son empleadas para realizar actividades agricolas
a cielo abierto y bajo condiciones de temporal y 1,103 ha de forma protegida mediante riego (viveros). Los
cultivos principales incluyen maiz, trigo, frijol, asi como algunas verduras y hortalizas. En el aspecto pecuario,
se realiza la crianza de bovinos, porcinos, ovinos y aves de corral [24], [25].
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FIGURA 1.
Municipios dela Region I Amecameca.
Tomado de COPLADEM [24].

Los municipios integrados enla investigacién presentan caracteristicas principalmente rurales, excepto en
la cabecera municipal de Amecameca, que tiene un estatus sub-urbano.

2.3 Fases de la investigacion

2.3.1 Trabajo de campo

Para cada municipio, se realizé la busqueda de informacién paralalocalizacién de las unidades de produccion
(UP), tanto en reportes oficiales como los planes de desarrollo municipal e informes de gobierno, y fuentes
especificas en internet [26], complementando la ubicacién por recorrido directo centro-periferia en cada
delegacién que los integra,

seleccionando al azar a 15 personas que pudieran proporcionar informacién al respecto. Se incluy6
principalmente a vendedoras de comida que ofrecen el hongo, para saber de doénde lo obtenian, lo que
posibilit6 la ubicacién de algunos productores. En total se entrevistaron a 300 personas, se localizaron tres UP
funcionando en Amecameca, dos en Ayapango (una sin operar), cuatro en Juchitepec (3) y una en Tenango
del Aire. De las cuatro UP que no estaban operando, dos reportaron problemas de salud del productor, una
suspendié por problemas en la comercializacién y una estd en inhabilitacién temporal por desinfeccion de
la UP por problemas de contaminacién.

De los nueve productores entrevistados, ocho son mexicanos y uno de origen chino. Cuatro cuentan
con formacién profesional (dos ingenieros agrénomos, un ingeniero bioquimico y un psiclogo), tres con
bachillerato, uno con secundaria y uno no especificé (chino). Sélo tres UP cuentan con una denominacién:
Agricola Xalomi (Amecameca), Fingika (Juchitepec) y Hongos Teposur (Tenango del Aire). El tiempo de
operacion para los vigentes estd en un rango de 2 afios a 12 afios, y para los inhabilitados de 10 afos a 15 anos.
Seis de los productores iniciaron por interés propio, dos por un curso de capacitacion y uno por continuar
con la actividad que realizaba en su pais de origen. De los productores vigentes, para cuatro es una actividad
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complementaria y para dos es su fuente principal de empleo e ingresos; cinco compran la semilla y realizan
el proceso de pasteurizacion del sustrato y siembra, uno compra las bolsas ya inoculadas. De acuerdo con
los productores el precio de la semilla inoculada (en trigo) fluctta entre MXN 38.00 y MXN 62.00, el que
adquiere las bolsas inoculadas (30” x 36”) paga MXN 120.00 por cada una. Cuatro conocen el procedimiento
para obtener el micelio, pero no lo realizan por la falta de equipo y de condiciones de laboratorio; cinco
de los seis productores cultivan principalmente Pleurotus ostreatus (de acuerdo con las especificaciones del
proveedor) y uno ademads de esta especie, P. djamor (Juchitepec). Tres utilizan como sustrato paja de trigo,
tres utilizan rastrojo de maiz, uno utiliza olote de maiz triturado, uno utiliza una mezcla de rastrojo de maizy
pajadeavenay el que adquiere la bolsa, el hongo es inoculado en semillas de sorgo, sembradas en paja de avena.

De los productores que realizan la siembra, seis utilizan gas para la pasteurizacién, uno gas o lefia y uno
una esterilizadora. Los tiempos de siembra son variables (semanal, quincenal, mensual) en funcién de las
capacidades de las instalaciones. Los nueve productores refieren realizar de dos a tres cortes con basidiomas de
buen tamano, o hasta cuatro o cinco, aunque el tamafo se reduce. El promedio de produccién reportado por

los productores es variable, oscilando entre 4 kg y 6 kg por bolsa, excepto para el que compra las bolsas
inoculadas que refirié un rendimiento promedio de 10 kg. Todos los productores realizan la comercializacion
de forma directa ya sea a través de puntos de venta especificos (comercios de familiares o amigos) o por la
entrega a los comerciantes que expenden productos elaborados con los hongos, sélo uno lo vende emplayado,
con etiqueta de denominacidn y gramaje, el resto a granel. Sobre el destino de los sustratos agotados (aunque
con primordios de hongos), cuatro los depositan directamente en campos de cultivo sin que medie un
procesamiento de incorporacién y dos elaboran composta. Solo tres refieren tener conocimiento del uso que
se puede dar a los sustratos como alimento de animales, dos no lo realizan y uno sefiala que anteriormente su
padre lo molia para darselo de comer a los conejos.

De las seis UP vigentes, se seleccionaron dos del Municipio de Amecameca y una para los municipios
restantes (Ayapango, Juchitepec y Tenango del Aire), para un total de cinco UP. El acopio de informacién
con los productores de hongos se realizé mediante una entrevista estructurada, empleando la observacion
participante. Las entrevistas fueron grabadas, con base en las cuales se elaboraron las correspondientes
versiones estenograficas; asi mismo, se realizé el registro fotogréfico y caracterizacién para cada UP. En
términos generales, se observé que las instalaciones son poco tecnificadas, aunque en dos UP estdn mejor
habilitadas. La UP del productor de origen chino, es la que presenta mayores deficiencias, ya que el drea
empleada para el cultivo de hongos es una construccién semidemolida, en la que el techo y los muros faltantes
estan cubiertos con lonas y plésticos en mal estado, no existen gabinetes o entrepanos por lo que las bolsas de
cultivo se encuentra de forma directa sobre el piso o suelo, ya que hay partes en que el cemento estd ausente,
por lo que algunos de los hongos hacen contacto con el suelo; algunas de las bolsas son apiladas sobre varillas
de construccidn (figura 2).
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FIGURA 2.
UP de hongos en el Municipio de Amecameca.

De acuerdo con lo observado, ademds de las condiciones fisicas del espacio empleado para el cultivo, existen
dreas de oportunidad en el proceso de siembra pues, aunque es el Gnico que cuenta con una esterilizadora y
emplea como sustrato olote triturado, éste se encuentra depositado en una plancha de concreto en el patio
rodeado de maleza, expuesto al transito libre de los perros mostrando algunos de los monticulos heces, por
lo que las condiciones de higiene y asepsia no son las idéneas (figura 3).

FIGURA 3.
Esterilizadora y monticulos de sustrato.

En las otras UP cada una presenta particularidades. En Fungika el sustrato proviene de los residuos
agricolas de campos de cultivo familiar lo que abate los costos, las pacas de rastrojo de maiz son almacenadas
en un invernadero. Las otras UP adquieren el sustrato conforme lo van utilizando, o emplean el disponible
de los cultivos del productor, evitando su almacenamiento.

Las 4reas destinadas a la pasteurizacion de los sustratos varfan, entre el uso de la esterilizadora empotrada
en un muro del patio (figura 3), el uso de tambos dentro de construcciones con quemadores a gas, o utilizando
lefia en espacios al aire libre, lo que de acuerdo con el productor es un proceso més econédmico por el costo del
gas, pero igualmente genera mayor afectacion al ambiente por la tala de rboles y la contaminacién producida

por la quema (figura 4).
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Area de
pasteurizaciony...
siembra

FIGURA 4.
Areas de pasteurizacion.
Fotografia de la izquierda proporcinada por el productor Sergio Buendia.

Del mismo modo, hay variantes en las dreas de incubacidn y cultivo, usando espacios construidos o
adaptando aquellos que cuentan con un techado, delimitando con lonas el area de cultivo, como en la UP
de San Mateo Tepopula en Tenango del Aire (Teposur), en donde las bolsas con los cultivos son colocadas
sobre tarimas de madera apilando un segundo nivel al intercalar tablas sobre las bolsas (figura 5).

FIGURA 5.
Adaptacion de dreas para el cultivo de hongos.

De las UP destacan la de la Delegacién de San Pedro Nexapa, Amecameca del productor Jorge Luis Rosales
y de la Delegacion de Poxtla, Ayapango de Andrés Montes de Oca. En la primera, aunque la pasteurizacion
del sustrato se realiza a campo abierto (Figura 4), las instalaciones fueron construidas ex profeso para la
produccién de hongos. El drea de incubacién estd totalmente forrada para evitar los estragos de las bajas
temperaturas, generando completa obscuridad, aunque adicionalmente los anaqueles en los que se colocan
las bolsas inoculadas son cubiertas con pléstico negro, en la época de calor se utiliza un ventilador. El 4rea de
cultivo, estd totalmente limpia, se desinfecta previo a la colocacion de las bolsas en los estantes y se mantienen
controladas variables como temperatura y humedad. El techado combina ldminas transparentes y traslicidas

para aprovechar la luz natural (figura 6).
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FIGURA 6.
Areas de incubacién y crecimiento UP San Pedro Nexapa.

En la UP de Poxtla, la construccidn tiene diferenciadas las dreas de incubacién (obscuridad) y crecimiento.
Este productor es el que adquiere las bolsas inoculadas y reporta los mayores rendimientos. Ademas de la
asepsia de las instalaciones hay un control de la temperatura y humedad (figura 7).

FIGURA 7.
Areas de incubacién y crecimiento UP Poxtla.

Segn se muestra, las caracteristicas de las UP son muy diferentes. Las dreas de oportunidad detectadas
se asocian a la insuficiencia de recursos para poder contar con instalaciones adecuadas que permitan que
la produccién pueda realizarse de forma sostenida. Algunos de los productores enfrentan problemas de
contaminacién de los cultivos, por la falta de control de variables, lo cual puede subsanarse con la asesoria
correspondiente ya que salvo en dos casos en los que los productores cuentan con una formacién profesional
y la actualizacidn constante, los demds han establecido los cultivos

de forma empirica, sin tener pleno conocimiento de los factores que pueden afectar no solo la
productividad, sino la inocuidad de los alimentos.
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En la figura 8 se muestran algunos ejemplares colectados para el procesamiento en el laboratorio.

FIGURA 8.
Muestras de hongos colectadas en el trabajo de campo.

En cada UP se realizé la colecta de muestras de material bioldgico, que fueron debidamente etiquetadas
(Municipio, UP, colector, fecha), para su posterior procesamiento en laboratorio, registrando en el momento
de la colecta los datos bésicos: sustrato, hébito de crecimiento, tipo de unién del cuerpo fructifero al sustrato,
tamaio, forma y color del pileo (sombrero) y estipite (pic) y del contexto (“carne”), el grosor, consistencia,
olor y sabor, as{ como caracteristicas del himenio (porcién interna del pileo donde se localizan las esporas).
Una vez registradas estas caracteristicas, los hongos fueron desecados a temperatura ambiente, mediante luz
solar indirecta; separando uno o dos ejemplares para los cultivos in vitro.

2.3.2 Trabajo de laboratorio

El trabajo de laboratorio integré cinco muestras (dos para el Municipio de Amecameca y una para los otros
tres municipios) e incluyé tres procesos: a) determinacién taxondmica, b) cultivo in vitro de micelio y ¢)
genotipificacidn y secuenciacién molecular (realizada por laboratorios especializados).

a) Para la determinacién taxonémica de las especies, se consideraron las medidas y caracteristicas tomadas en los ejemplares
frescos, la observacion de cortes de diferentes estructuras que se analizaron con un microscopio estereoscopico; asi mismo,
se elaboraron preparaciones en portaobjetos, de esporas tefiidas con azul de algodén (azul

de lactofenol) para su observacién en el microscopio éptico y medicién con un ocular micrométrico, se midieron 20
esporas para obtener un rango.

El conjunto de estas mediciones y observaciones se utilizé para contrastarlas con las referidas en las claves dicotémicas
y descripcidn de especies para determinar su afinidad. Cabe senalar que la plasticidad del género dificulta que los métodos
taxondmicos tradicionales puedan ser precisos [27] razén por la cual fue necesaria la identificacién molecular.

b) Para la obtencién del micelio requerido para la genotipificacion, se realizé el cultivo in vitro tanto de porciones
del basidioma obtenidas por cortes fines del pileo y de esporas, obtenidas por la recuperacion de esporadas, colocando un
ejemplar fresco con el himenio orientado y sin contacto directo sobre un papel filtro, cubierto por un vaso de precipitados
para evitar la posible contaminacién (figura 9).
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FIGURA 9.
Obtencién de esporadas.

El cultivo se realizé en placas de Petri esterilizadas, con agar, dextrosa y papa, DIBICO® (la proporcién
en gramos por litro de agua es: agar: 15.0 g; dextrosa: 20.0 g y papa: 4.0 g), preparado de acuerdo con las
indicaciones del proveedor que fue colocado en las placas cuando alcanzé una temperatura aproximada de
45°C para dejarlo solidificar de 30 minutos a 40 minutos. La siembra se realizé siguiendo los procedimientos
de bioseguridad y de asepsia necesarios, empleando una campana de flujo laminar, mecheros Bunsen y asas
de siembra estériles. Para cada UP se realizaron tres repeticiones para cada tipo de cultivo in vitro (a partir
de porciones de basidiomas y esporas), rotulando cada placa con una etiqueta numérica asociada a cada UP
muestreada. Los cultivos fueron procesados en un horno a 18°C, haciendo revisiones diarias para verificar el
crecimiento del micelio y realizando los registros fotogréficos correspondientes hasta que los

cultivos alcanzaron las caracteristicas de tamano y vigor requeridos para su genotipificacién (figura 10).

FIGURA 10.
Cultivo de micelio in vitro.

c) Genotipificacién.

A partir de los cultivos de micelio in vitro realizados con porciones de basidiomas y esporadas, la genotipificacién se realizé
en el Laboratorio de Biotecnologfa Ambiental y Agroecologia (LaBTAA) de El Colegio de la Frontera Sur (ECOSUR).
Inicialmente se realizé la extraccién de DNA para las cinco muestras de acuerdo con el protocolo de Karthikeyan y
colaboradores [28]. Una vez obtenido fue resuspendido en 50 pL de buffer de elucién, de los cuales

5 uL se utilizaron parala visualizacidn delos 4cidos nucleicos totales extraidos, por medio de electroforesis en gel de agarosa
al 0.8 % 2 90 V por 30 minutos. Posteriormente, se utilizé 1 pL de DNA resuspendido para realizar las PCR para cada cepa
(muestra), utilizando los primers ITS-4 ¢ ITS-5 (para una regién del gen 18S ribosomal que abarca la regién interespaciadora
(ITS) completa), los cuales tienen la siguiente secuencia:

ITS-4.- TCCTCCGCTTATTGATATGC
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ITS-5.- GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

Las PCR, se llevaron a cabo con un volumen final de 20 pL a una concentracién final de 1X 'y 0.2 pM de cada primer en un
protocolo que incluyé 1 ciclo de desnaturalizacién inicial 2 95°C / 5 minutos; 40 ciclos para: la desnaturalizacién (95°C / 1
min), alineamiento (55°C / 1 min) y extensién (72°C / 1 min), y 1 ciclo para la extensién final (72°C / 5 min). Los resultados
de las PCR se analizaron en geles de agarosa al 1 %. Para las cinco muestras de los sitios de estudio, se purificé el producto
tinico (que tuvo variaciones de 665 pb, 604 pb, 663 pb, 588 pby 611 pb, para las M1 a M5, respectivamente), utilizando el
GenEluteTM Clean-Up Kit (Cat. No. NA1020, Sigma-Aldrich), para posteriormente ser verificados por electroforesis en
gel de agarosa. Los productos purificados se verificaron por electroforesis en

gel de agarosa utilizando 3 de los 40 pL de reaccidn para cargar el gel, después de la electroforesis se visualizaron con luz
ultravioleta los resultados positivos para las cinco muestras procesadas (figura 11).

100pb (-) (+) 1

m™= B

FIGURA 11
Verificacidn de los productos purificados por electroforesis.
Resultados del analisis proporcionados por LaBTTA.

Una vez realizados estos procedimientos, los productos tinicos de PCR de cada localidad se enviaron
para la secuenciacion a la empresa Macrogen (Setl, Corea del Sur). Las secuencias obtenidas se revisaron
y compararon con los electroferogramas obtenidos para determinar la limpieza y confiabilidad de la senal.
Posteriormente, se analizaron por medio de los algoritmos tipo BLAST de la Base de Datos de National
Center of Biotechnology Information (NCBIBLAST) [29] y BOLD Systems Database [30], paraidentificar
las especies con base en la secuenciacién e indices de identidad/similitud.

2.4 Equipo e instrumentos

2.4.1 Equipo empleado en el trabajo de campo

Grabadora ICD-PX Series, grabadora de voz digital con micréfono integrado y USB, memoria de 4 GB.
Empleada parala grabacién de las entrevistas con los productores locales de hongos. Vernier Pretul VER-6PX
de 6”7 y cinta métrica para la medicién de los ejemplares.
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2.4.2 Equipo empleado en laboratorio

Para la determinacién taxondmica de los hongos, la observacién macroscédpica de las estructuras de los
basidiomas se realizé con un microscopio estereoscépico binocular AmScope SM-1BSX-64S, con oculares
WH10x y aumento de 3,5X-45X. Las preparaciones en portaobjetos de las esporas tefiidas se observaron y
midieron con un microscopio optico binocular, AmScope B100B-MS con aumento 40X-2000X, provisto
de un ocular micrométrico AmScope EP10X23R WF10X con reticula de 23 mm.

Para el cultivo de esporas y porciones de basidiomas, el equipo empleado fue una balanza granataria
ZEIGEN de

3 pilotes, Campana de flujo laminar vertical BLVR-203, Mecheros Bunsen sencillos marca Aesa y una
estufa de cultivo digital marca ECOSHEL H1-162.

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Determinacién taxondmica de especies

Aun cuando en todos los casos los productores reportan realizar el cultivo de Pleurotus ostreatus (de acuerdo
con las especificaciones de los proveedores de semilla o de las bolsas inoculadas), a simple vista pudieron
observarse diferencias en las caracteristicas macroscopicas. Con base en la informacién registrada como parte
del trabajo de campo, las Muestras (M) relacionadas con las UP’s corresponden a lo siguiente:

M1: Delegacién Poxtla, Municipio de Ayapango.

M2: Delegacién San Mateo Tepopula, Municipio de Tenango del Aire.

M3: Delegacién San Pedro Nexapa, Municipio de Ameca- meca. Productor David Rivera

M4: Delegacién San Matias Cuijingo, Municipio de Juchi- tepec.

MS5: Delegacién San Pedro Nexapa, Municipio de Ame- cameca. Productor Jorge Luis Rosales

El sustrato empleado es paja de avena (M1 y M2), rastrojo de maiz (M3 y M4) y M5 emplea ambos
sustratos. En la tabla 1 se integran los rangos promedio de la medicién de

15 ejemplares en fresco. Las abreviaturas corresponden a: Lp=largo pileo, Ap= ancho pileo; Le=largo
estipite y De= didmetro estipite. No se incluye el tipo de unién del cuerpo fructifero que en todos fue
estipitado y el himenio laminado. El olor del contexto (carne) es el tipico de estos hongos que sélo puede
referirse por asociacion, y el sabor es suave, excepto para M4 que despedia un olor avinagrado, y no fue
degustado. De forma complementaria, en la tabla 2, se muestra lo relativo a la forma y color del pileo.

TABLA 1.
Rangos de tamano del pileo y estipite

Lp (Crry AP cr) Le ({crm) [De (crm)
b1 5 9-102dE-105 [1E-Z 4|1 8-E0
e [F6-1123011.1-17.7 2. 4-4 25 6-7. 2
M3 8.4-1450.6-17.4 |2.3-3.54.2-7.9
42 3-85 [E8-F6 [21-32|28-F76
BME[F.9-150[F.9-16.2 |1.1-454.6-80
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TABLA 2.
Formay color del pileo

Forrma I_olor

k11 |Arpliamente Eeige, casi
convexa deprinuda, [blanco en
e bordes El horde
Bernmicirculares

b2 [Zonvexa casi plana  Beige claro
Iy bordes
Bermicirculares

b3 fZonvexa con bordes [Beige casi
Femicirculares a lanco
Circulares

B4 [Corvexa con bordes [Beige casi
Bernicirculares lanco

b5 [ onvexa v Eeige casi
Heprirruda, con olarco
bordes
Bermcircularas

La observacion al microscopio esteresocdpico requirid la realizacion de cortes que se obtuvieron
manualmente con una navaja (figura 12), asi como la obtencién de esporas para su tincién y medicién con

| . %
-3

s '.‘. T h

e TR "2

FIGURA 12.
Cortes de hongos para observacién macroscépica.

el ocular micrométrico del microscopio 6ptico.

La determinacion de las especies se realiz6 a partir de la integracion de las caracteristicas macroscépicas de
los hongos, de las estructuras desecadas de los mismos y la medicién de las esporas. Aun cuando de la medicién
de diferentes ejemplares fue posible establecer un rango en las mediciones, la amplitud de estos refleja que
a pesar de tratarse de un mismo cultivo, las formas de crecimiento de los hongos no son homogéneas,
influyendo de igual forma, el corte de cosecha ya que cuando mas se avanza en la produccién de un mismo
cultivo, el tamano de los basidiomas tiende a reducirse, de ahi la necesidad de considerar las caracteristicas
de las esporas para la determinacion de la afinidad de especies. Estas incluyen la esporada, color, forma y
tamano de las esporas para determinar la especie afin. Las dos tltimas variables se presentan en la Tabla 3.
Las esporadas en M1y M2 fueron blancas, en M3 y M4 beige y en M5 beige-amarillenta; para todos los casos
el color de las esporas fue hialino y la forma cilindrica con 4pices visibles.
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TABLA 3.
Determinacién de las especies afines de Pleurotus con base en las caracteristicas de las esporas

Tamarfio Especie afin
BI1 (7. 519-105x P. ostreatus
4-4.5 um
bz 9. 75-105(11)% [P
=7 um ulmonariug
M= 10-105(11x 4 [P
m ulmonarius
B1410-11 (12.5) % () F. populinus
4.5-5um
IS (91 9. 5-10.5 F. populinus
2.5-4 um

3.2 Genotipificacion

Como se refirid, la plasticidad genética de Pleurotus representa un problema en términos de sistemdtica y
particularmente, de taxonomia para este género. Las cercanias morfoldgicas entre las especies y las variaciones
que pueden encontrarse en los tamanos dependiendo del sustrato empleado asi como de la etapa de
desarrollo de los basidiomas, posibilita que a través de la taxonomia convencional sélo puedan generarse
determinaciones por afinidad. En general, tiende a considerarse que las técnicas moleculares resultan ser més
efectivas al respecto.

A continuacion, se presentan las secuencias obtenidas para cada una de las muestras y las identificaciones
moleculares generadas en las bases de datos (ver tablas 4 a 8).

M1: Consenso 665pb Secuencia:

CTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAAATTG
TCAAATTGTCCTTGCGGACGATTAGAGAGCTGGACTCTATTCA
TGCGTGCTATTGATGAGTGATAATTATCACATCATGCGCAGAG
GCAATGAGAAGTCCTGCTAATGCATTTAAGAGGAGCCGACCT
GTCAAGGCCAGCAGCCCCCAACAATCCAAACATCACAATTGG
AAAAACCAAAGTGAGTTTGAGAATTTTTTGAGACTCTCACAG
GCGTGCCCCTCGCAAAACCCCGGGGCGCACGGTGCGTTCTAA
GATACTATGATACACTGAATTCTGCACTTCTCATTACTTATCG
CACTTCTCTGCGTTCTTCTCCGATACGAGAGCCCAGAGATCCC
TTGTTGAAAGTTGTATTATGGTTTATAGGCGCAAGGCGCCTTA
TATGACATTCTTATACATACATTTGGGGTGTGTGAAATAAAAA
AACCGGGTTGTCCCACCCGAAACCTTTAAATCCCCCCAAACCA
AGTCTGACGACTTGAAAGACGACTTCACAGATCTATCAAAAG
TTCACAGGTGGTTGAAAGACTAGTGAAGCGTGCACATGCCCC
TAGAGGCCAGCAACAACTCCATAGTGAATTCATTAATGATCCT
TCCGCAGGTTCACCTACAGAAACC
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TABLA 4.
Identificacion molecular de la especie de Pleurotus para la UP de Poxtla, Ayapango (M1)

Base de Especie  [dentidad [[No. acceso
datos Sirmilitud
ICEI P. 92.71 ME_162515.1
BLAST |ostreatus
BOLD-5 [P Q3 37 4Y540327
Fapidus

Datos reportados por LaBTTA para el proyecto.

M2: Consenso 604pb Secuencia:

GAGGTCAATTGTCAAATTGTCCTTGCGGACGATTAGAGAGCTG
GACTCTATTCATGCGTGCTATTGATGAGTGATAATTATCACAT
CATGCGCAGAGGCAATGAGAAGTCCTGCTAATGCATTTAAGA
GGAGCCGACCTGTCAAGGCCAGCAGCCCCCAACAATCCAAAC
ATCACAATTGGAAAAAAACCAAAGTGAGTTTGAGAATTTAAT
GACACTCAAACAGGCATGCCCCTCGGAATACCAAGGGGCGCA
AGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTC
ACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCGAGA
GCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTATTATGGTTTATAGGC
ACAAGGCCCATTAAATGACATTCGTAGACATACATTTGGGGT
GTGTTAAGTAAATAGAATGGGTTGTCACACCGAGACGTTTAA
ATTCCAGCAAACCAAGTCTGACGACTTGAAAGACGACTTCAC
AGATCTATCAAAAGTTCACAGGTGGTTGAAAGACTAGTGAAG
CGTGCACATGCCCCTAGAGGCCAGCAACAACTCCATAGTGAATTCATTAATGT

TABLA 5.
Identificacién molecular de la especie de Pleurotus para la UP de Tenango del Aire (M2)

Base de Especie  [dentidad [[No. acceso
datos Sirmilitud
ICEI P. 99,17 ME_163515.1
BLAST |ostreatus
BOLD-5 P 9917 FM391585
oStreatus

M3: Consenso 663pb Secuencia:

GTTAAGTTCAGCGGGTAGTCCTACCTGATTTGAGGTCAAATTG
TCAAATTGTCCTTGCGGACGATTAGAGAGCTGGACTCTATTCA
TGCGTGCTATTGATGAGTGATAATTATCACATCATGCGCAGAG
GCAATGAGAAGTCCTGCTAATGCATTTAAGAGGAGCCGACCT
GTCAAGGCCAGCAGCCCCCAACAATCCAAACATCACAATTGG
AAAAACCAAAGTGAGTTTGAGAAATTAATGAGACTCACACAG
GCGTGCGCCTCTGAAAATCACGGGGCGCACGGGGCGTTCAAA
GATACGATGAGACACTGAATTCTGCAATTCTCATTACTTATCT
CATTTTTCTGCGTTCTTCTTCTATACGAGAGCCCAAAGATCCCT
TGTTGAAAGTTGTATTATGGTTTATAGGCGCAAGGCGCCTTAT
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ATGAGATTCTTATACATACATTTGGGGTGTGTGAAATAAAAAA
ACCGGGTTGTCCCCCCCGAAACCTTTAAATCCCCCCAAACCAA
GTCTGACGACTTGAAAGACGACTTCACAGATCTATCAAAAGTT
CACAGGTGGTTGAAAGACTAGTGAAGCGTGCACATGCCCCTA
GAGGCCAGCAACAACTCCATAGTGAATTCATTAATGATCCTTC
CGCAGGTTCACCTACGGAAACCTGTAG

TABLA 6.
Identificacién molecular de la especie de Pleurotus para la UP de San Pedro Nexapa-Rivera (M3)

EBase de Especie  [dentidad/[MNo. acceso

datos Similitud

CEI P. 92 55 ME_163515.1

BLAST |ostreatus

BOLD-5 [P 9222 TN234546
Fapidus

Datos reportados por LaBTTA para el proyecto.

M4: Consenso 588pb Secuencia:

GCTTAAGTTCAGCGGGTATTCCTACCTGATCCGAGGTCAACAT
TTCAGAAAGTTGGGTGTTTAACGGCTGTGGACGCGCCGCGCTC
CCGGTGCGAGTGTGCAAACTACTGCGCAGGAGAGGCTGCGGC
GAGACCGCCACTGGATTTCGGAGACGGCCCCCGCAGAGGGAG
GGCCGATCCCCAACGCCGACCCCCCGGAGGGGTTCGAGGGTT
GAAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCGCCAGAATACTGGCGG
GCGCAATGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAATTCTGC
AATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGC
CAGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTGATTCATTTTCG
AAACGCCCACGAGGGGCGCCGAGAAGGCTCAGATTATAAAAA
ACCCGCGAGGGGGTATACAATAAGAGTTTTGGTTGGTCCTCCG
GCGGGCGCCTTGGTCCGGGGCTGCGACGCACCCGGGGCAGAG
ATCCCGCCGAGGCAACAGTTTGGTAACGTTCACATTGGGTTTG
GGAGTTGTAAACTCGGTAATGACGGAGACCTGTC

TABLA 7.
Identificacién molecular de la especie de hongo para la UP de Juchitepec (M4)

EBase de Especie [dentidad /[No. acceso
Katos Similitud
MCEl  [Trichoderma=9 83 MNR_134421.1
ELAST |pleuroti
BOLD-5 T, 39,82 HM142383
Eleuroturn.
Fapidus

Datos reportados por LaBTTA para el proyecto.

En el caso de esta UP, desde la caracterizacién morfoldgica en campo se encontraron diferencias respecto
al material bioldgico colectado: exceso de humedad, olor avinagrado que impidi6 su degustacion, asi como
que durante el proceso de secado el olor que despedia era muy intenso, lo que no sucedié con el resto de los
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ejemplares. A pesar de que el procedimiento de cultivo in vitro fue el mismo y bajo las mismas condiciones, los
resultados de la genotipificacion evidencian una contaminacién de origen. De acuerdo con éstos, en ambas
bases de datos se identifica al género Trichoderma, (por lo que en el encabezado de la tabla se refiere la
especie de hongo y no de Pleurotus), un hongo altamente competitivo y biofungicida, lo que significa que los
hongos estaban contaminados y en proceso de descomposicion, a pesar de que fueron obtenidos directamente
de la cosecha. El productor refiere haber controlado estos problemas que observé inicialmente, pero estos
resultados muestran que el problema no ha sido superado, afectando la inocuidad de sus productos, en los
que ademds del olor se detectd la presencia de moscas en el himenio, representando una importante drea de
oportunidad que puede ser subsanada con la asesoria correspondiente.

MS5: Consenso 611pb Secuencia:

TGATTTGAGGTCAAATTGTCAAATTGTCCTTGCGGACGATTAG
GAGAGCTGGACTCCTATTCATGCGTGCTATTGATGAGTGATAA
TTATCACATCATGCGCAGAGGCAATGAGAAGTCCTGCTAATG
CATTTAAGAGGAGCCGACCTGTCAAGGCCAGCAGCCCCCAAC
AATCCAAACATCACAATTGGAAAAAAACCAAAGTGAGTTTGA
GAATTTAATGACACTCAAACAGGCATGCCCCTCGGAATACCA
AGGGGCGCAAGGTGCGTTCAAAGATTCGATGATTCACTGAAT
TCTGCAATTCACATTACTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATC
GATGCGAGAGCCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTGTATTATG
GTTTAAAGGCACAAGGCCCATTAAATGACATTCGTAGACATA
CATTTGGGGTGTGTAAATAAATAAACCGGGGATTACCACCGA
GCGGTTTAATTCCCAGAAACCAAGTCTGACGACTTGAGAGAC
GACTTCACAGATCTATCAAAAGTTCACAGGTGGTTGAAAGAC
TAGTGAAGCGTGCACATGCCCCTAGAGGCCAGCAACAACTCC
ATAGTGAATTCATTAATGA

TABLA 8.
Identificacién molecular de la especie de Pleurotus para la UP de San Pedro Nexapa-Rosales (M5)

EBase de Especie  [dentidad/[MNo. acceso
datos Similitud
CEI P. Q5. 58 ME_163515.1
BLAST |ostreatus
BOLD-5 [P 97.55 TN234546
Fapidus

Datos reportados por LaBTTA para el proyecto.

Con base en estos resultados, la NCBI-BLAST reporta como especie a P. ostreatus, excepto para la M4,
en tanto que BOLD-Systems solo ratifica esta identificacién para M2 y P. sapidus para M1, M3 y M5.

4. CONCLUSIONES

Esta investigacién permiti6é conocer los procesos productivos, caracteristicas y condiciones bajo las cuales
se desarrolla el cultivo de hongos comestibles del género Pleurotus en cuatro municipios de la Region
de Amecameca. A pesar de ser un recurso perfectamente identificado en la regién, los productores y
consumidores desconocen los beneficios que pueden aportar ala nutricién y salud, lo que destaca la necesidad
de fortalecer este conocimiento entre la poblacion.
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Laidentificacidn y registro de las UP, sienta el precedente documental en la regién, subsanando la ausencia
de informacién que hasta el momento existe al respecto. Una de las ventajas inmediatas fue dar a conocer
a los productores los usos potenciales que tienen los sustratos en la alimentacién animal. Aunque existen
diversos estudios que han mostrado tanto in vitro como in vivo que el pretratamiento de los forrajes y residuos
agricolas con estos hongos mejora el valor nutricional, la digestibilidad y la disponibilidad de nutrientes,
promoviendo una mayor eficiencia entérica en los rumiantes

por el proceso de deslignificacion producido por estos hongos [31], por este desconocimiento, los
productores desechan los sustratos ya que son depositados y acumulados en terrenos de cultivo. Por la
informacion intercambiada en las entrevistas, la mayoria de los productores que realizan de forma simultanea
la crianza de ganado, mostraron interés por dar una aplicacién diferente a estos sustratos.

Esta investigacion, se enmarca en una més amplia en la que a partir de la identificacién de las especies
de Pleurotus que son cultivados en la regidn, se busca extrapolar investigaciones previas en las que se ha
demostrado que dadas las propiedades nutracéuticas de estos hongos, dentro de las multiples aplicaciones
destaca su accién nematicida especialmente contra Haemonchus contortus [32], uno de los principales
nematodos gastrointestinales (NGI) que afectan la salud de los ovinos y que es de especial importancia para
la regién, ya que la ovinocultura tiende a ser una actividad pecuaria estratégica para el desarrollo rural.
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