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RESUMEN.

Con motivo de iniciar los estudios sobre la expresion del color en Basidiomicetos del
género Pleurotus, se adquirieron, fruétificaron y caracterizaron 20 cepas parentales
dicaridticas de varios colores de Pleurotus spp. Se seleccionaron 10 cepas (ECS127,
ECS187, 1B67, 1E202, IE200, IE201, INI8, PORO, RP y P15) que presentaron colores
estables y contrastantes al ser cultivadas tanto a béjas temperaturas (12.5-15°C) comb en
condiciones sin control de la temperatura ambiental (18-35°C). Se efectud la
" desdicariofizacion quimica de estas cepaé, recuperandose simétricamente los dos
compoenentes monocarioticos (neohaplontes) para cada una de ellas. Al aparear los
nechaplontes de estas cepas se observo la presencia de cinco grupos interesteriles. En el
primero se encuentran las cepas IB67 (gris), |IE200 (blanca), PORO (fosa). y RP (rosa)
agrupandose sus neohaplontes dentro de 2 tipos de .com-patibilidad con factores
totalmente distintos, el AnBm, ¥ el AiBp. En el segundo estan contenidas las cepas'IEzoﬁ
(blanca) e IE202 (rosa), donde se agrupan los nechaplontes en los tipos de compatibilidad
AsBs ¥ ApBp. No obstante que las cepas rosas y blancas se distribuyeron en estos dos
grupos interestériles, existe la posibilidad de que los factores del grupo 2 correspondan a
los tipos complementarios AnBn ¥ AnBr. Los 2 componentes de‘I_as cepas INI8 (gris} ¥
ECS127c (gris) se ubican dentro de un tercer grupo interestéril con los tibos' de
compatibilidad AqBq ¥ ABr. En el grupo 4 con factqfes de compatibilidad AsBs y ABy se
encuentra una cépa amarilla ECS187 mientras que también en ei grdpo 5 con factores de
compatibilidad ABy y ABy se encuentra una cepa gris P15. ._fﬁbn los apareamientos
monocarién-monocarion entre los neohaplontes se produjeron 13 cepaé hibridas
dicarioticas. Se determind la coloracidn de los hibridos asi como su productividad al primer
corte; 11 cepas hibridas presentaron coloracion grisdcea y en las dos restantes la
coloracion fue amarilla (hibridos de las cepas 1E201 pansaXIE202,0sa). La eficiencia biolégiéa
(EB) de los hibridos al primer brote se encontré entre 93 y 42%, rango similar al de las
cepas parentales Las esporadas de todos los hibridos fue coler lila. Se obtuvieron las
progenies monosporicas de los hibridos amarillos, y al aparear los monospéricos de tipo
de compatibilidad parental con los neohaplontes compatibles de la cepa parental

respectiva se obtuvieron hibridos productores de esporoforos amarillos. Se obtuvo la



progenie monosporica de la cepa parental rosa |E202 y al aparearse los cultivos
monosporicos se generaron cepas dicaridticas que presentaron también color amarillo. En
contra de lo esperado, se obtuvieron cuerpos fructiferos amarillos al reconstituirse la cepa
parental rosa |IE202 a partir de sus nechaplontes respectivos. La inesperada coloracion
amarilla de los espordforos resulta probablemente de la presencia de uno o varios genes
que no se expresan de forma natural en las cepas parentales. Es también posible que la
presencia de factores extracromosomales participen en la expresién del color. La
segregacion de los cuatro tipos de compatibilidad presentd una distribucion 1:1:1:1, tanto
‘para las cepas parentales como las hibridas. Ademéas se observd que los tipos de
compatibilidad de las progenies de las cepas hibridas corresponden con los tipos de
compatibilidad de sus respectivos padres. Se descarta la posibilidad de que la expresion
del color en estas cepas hibridas esté asociada a los factores de incompatibilidad.



1 INTRODUCCION

La gran diversidad fenotipica de las especies que forman el género Pleurotus se ha
puesto de manifiesto a través de la variabilidad en la coloracién que presentan las
estructuras reproductivas o cuerpos fructiferos de estos Basidiomicetos (Petersen y
Hughes, 1899). Cuando se cultivan artificialmente estos macromicetos, |a coloracion de los
cuerpos fructiferos cambia dependiendo de las condiciones ambientales a las que se
- sometan |os hongos (Eger-Hummel, 1980 y Li, 1980). Al eStar créciendo en la naturaleza
bajo diferentes condiciones ambientales se han recolectado cepas silvestres de un mismo
grupo interesteri! que presentan espordforos con coloraciones distintas, asi por ejemplo,
en la especie F. djamor se encuentran cepas con esporoéforos de colores blancos y rosas,
en la especie P. citrinopileatus aparecen cepas con espor6foros que presentan colores
amarillo y gris (Petersen, 1995; Petersen y Hughes, 1999). También_ se han detectado en
cultivos de laboratorio cepas albinas en las especies de Pleurotus, (Byun, 1994; Murakami
y Takemaru, 1990). Un problema comln que se presenta en esté género es que al utilizar
la coloracidn de esporéforos y esporadas como caracteres de clasificacion, hay confusion
en la ubicacidn taxondmica de las cepas, considerandolas en la mayoria de los casos
como especies diferentes. Sin embargo, a través de las pruebas de compatibilidad entre
cepas se ha podido identificar que pertenecen al mismo grupo interestéril (Eger, 1978,

Vilgalys et al, 1993, Petersen y Huges, 1999).

La variabilidad en la colaracion de los esporéforos se ha explicado de dos formas
distintas: por un lado se considera que es debido a una plasticidad fenotipica no genética,
por lo gque no se debe a la presencia especifica de algln gen o grupo de genes (Petersen
y Hughes, 1999) y por el otro se plantea la existencia de un gene recesivo alb que induce
ausencia de coloracion en los espordforos (Komatsu y Kimura, 1968; Arita, 1974,
Komatsu, 1977; Murakami y Takemaru, 1990; Murakami, 1999).

Los estudios sobre la expresion del color en el género Pleurofus permitiran elucidar
los mecanismos genéticos que se encuentran involucrados en la transmision de este
caracter en los esporéforos y esporadas, asi como esclarecer la participacion del medio

ambiente en su expresion.



Para iniciar los estudios de expresion del color en este género se plantet utilizar la
desdicariotizacién quimica para obtener los componentes monocariéticos (nechaplontes)
de cepas dicariéticas de colores de Pleurotus spp. con colores contréstantes. De esta
forma en los neohaplontes recuperados estaria presente la informacion genétiba gue
determina la coloracion de los esporoforos y al aparear estos componentes monocarioticos
se obtendrian hibridos donde podrian estudiarse los factores que controlan la expresion

del color.
2 ANTECEDENTES

2.1 Importancia biotecnolégica de la produccién de hongos.

El cultivo de los hongos representa una.industria biotecnolégica econdmicamente
importante que se ha expandido marcadamente e-n'todo el munde durante las Gltimas
décadas. La produccion mundial de hongos comestibles cultivados en 1986 fue de 2.2x10°
toneladas de hongos frescos y se incremento 125.6% .en 1994 (4.9><'1‘0Ei toneladas)
(Chang, 1996, Royse, 1897). En la actualidad se estima‘ gue se- producen
‘aproximadamente 5x10° toneladas de hongos frescos por afio {Kues y Liu, 2000). Es
importante indicar que en el afio de 1988, Pleurotus spp. ccupaba el c_uért_o lugar de
produccién mundial con 1.7x10° toneladas después de Agaricus, Lentinus % Volva_riel_lé, y
para el afio de 1994 pasoé al segundo lugar con 7.97x10° toneladas ,cj_e' hdngos frescos es
decir con un incremento del 371% para este periodo (Chang, 1996; Royse, 1997). -

La produccion comercial de hongos en México es una actividad importante para el
desarrollo economico, social y ecoldgico del pais. Desde el punto de vista economico, en
1990 el mohto anual de operaciones superé los 22 millenes de délares, con un volumen de
produccién cercana a 9 mil toneladas de hongos por afio lo que sociaimente repercutio en
la generacién de aproximadamente 5 mil empleos, estimandose. que se utilizaron 27 mil
tdneladas de desechos agroindusiriales para esta produccion de hongos. El cultive de
hongos comestibles ha resultado una buena alternativa para la agricultura, lograndose
obtener resultados de produccion en poco espacio y en un tiempo relativamente corto
(Martinez-Carrera et al., 1993).



En lo que respecta a la produccién de setas (Pleurofus spp ), en México la produccién
anual estimada para 1990, fue de 356 toneladas de hogos frescos, y en 1997 se estimd en

, 1825 toneladas, 1o que representa un incremento del 413% durante este periodo
{(Martinez-Carrera, 1997; Sobal et al,, 1997). |

El incremento a nivel mundial y nacional de! cultivo de hongos comestibles del género
Pleurotus, plantea la necesidad de desarrollar tecnologias para su mejoramiento genético,
con la finalidad de obtener cepas comerciales gue permitan ofrecer al consumidof un
. alimento con atributos comerciales de calidad, y al productor contar con germoplasma de
alta calidad que garantice elevados rendimientos en la produccidn en tiempos cortos. Se
ha sugerido que la presencia de un color atractivo es una caracteristica importante de una
cepa para que sea aceptada en el mercado (Royse y Zaki, 1991). Es por ello que deben
buscarse mediante la seleccién y mejoramiento genético cepas de Pleurofus que
presenten colores atractivos y novedosos.

2.2 Ciclo de vida del género Pleurotus.

Uno de los principales problemas del cultivo de los hongos comestibles es el escaso
entendimiento de los procesos celulares y genéticos asi como de los controles fisioldgicos
y ambientales que regulan'la iniciacion del cuerpo fructifero de estos orga‘niémos (Kues'y
Liu, 2000). Es por eso de fundamental impartancia conocer entre otros aSpectos su ciclo

de vida y sus patrones de sexualidad.

El ciclo de vida en los hohgos consiste de tres etapas principales (Chang, 1982). La
primera etapa esencial es la plasmogamia o anastomosis que es la fusién de dos celulas
del micelio que se aparean; a través de la plasmogamia los nuclees de dos cepas
coexisten en un citoplasma comun. La segunda etapa importante es conocida como
cariogamia o fusion nuclear. La tercera etapa esencial es la meiosis, la divisién nuclear en
la cual el nimero de cromosomas es reducido del estado dipioide (2n) al estado haploide
(1n). Por medio del proceso de sexualidad, ocurren la recombinacion genética y la
segregacian. En el caso del género Pleurotus, esta segunda y tercera etapa ocurren de
manera casi inmediata en células especializadas, los basidios, que se encuentran en las

laminas de sus cuerpos fructiferos.



La fase haploide se presenta cuando existe un niimero n de cromosomas y las células
0 grupos de células en este estado se denominan haplontes. La fase dipldide se obtiene
cuando hay un numero 2n de cromosomas, y las células o grupos de célu]as en este
estado se llaman diplontes. El fenémeno sexual completo podria resumirse de la siguiente
forma (Chang, 1982: Herrera y Ulloa, 1990):

Haplontes > Diplontes ' » Haploﬁtes

Plasmogamia Meiosis
Cariogamia

Para muchos hongos basidiomicetos, donde quedaria incluido el genero Fleurotus,
después de que se efectla la plasmogamia, no se realiza la cariogamia en fcrma
inmediata, de lo que resulta una célula binucleada ifamada dicariobito o dicariote, cuyos
dos nicleos con diferentes factores de ihcdmpatibilidad reéiben el nombre de 'diearién.; a
este estado en general se le da el nombre de fase dicaridtica o dicariofase (ver Figura 2;1)
y al proceso completo dicariotizacion. El dicariocito obtenido puede Ilegér a formar un

micelio completo, para lo cuai crece, se ramifica y se divide formando nuevas células.

Durante el ciclo biolégico, los’'basidiomicetos incluyendo a Pleurotus genera!mente
pasan por tres fases de desarrollo del micelio gue corresponden a los tipos: primario,
secundario y terciario (Herrera y Ulloa, 1990). El micelio primaric se origina de la
germinacién de una basidiospora y estd constituido por hifas de células generalmente
uninucleadas o monocarioticas y haploides.

El micelio secundario deriva del primario y esta constituidp pci_r hifas de celulas
binucleadas o dicaridticas. La dicariotizacion de las células del micelio primario se inicia
mediante |a plasmogamia de células monocariéticas y haploides (Figura 2.1), con genes
compatibles. Es relevante considerar que la fase dicariética del micelio se establece

mediante los siguientes procesos:



1) La formacion por plasmogamia de una rama de la célula binucleada inicial a la

cual emigra el dicarién, siendo dicha rama la que da origen a micelios
secundarios.

2} El fendmeno de Buller en donde un micelio monocariédtico puede dicariotizarse si
se desarrolla junto a un micelio dicaridtico de la misma especie, siempre y
cuando alguno de 'sus ndcleos sea compatible sexualmente con el nicleo del
monocariote. La dicariotizacion de dos micelios mohocariéti_cos puede ocurrir a
partir de una celula dicaridtica inicial resultante de la somatogamia de dichos
micelios: los ndcleos compatibles de una célula diéériética inicial se dividen
simultaneamente y cada nucleo hijo emigra a una célula vecina a través del poro
del tabique (llamado doliporo)o a través de las fibulas formadas por el micelio
dicaridtico.

Finalmente, el micelio terciario surge a partir del micelic secundario y es caracteristico
de la fase de reproduccion sexual de los hongos, se organiza en tejidos especializados

para formar cuerpos fructiferos.

En la Figura 2.1 aparece la representacion esquematica el ciclo de vida para hongos
del género Pleurotus. Una sola basidiospora germina para dar una masa de hifas
filamentosas monocaridticas (micslio), con células conteniendo un nucleo haploide cada
una. El micelio puede o no pasar a través del ciclo asexual via reproduccion de oidios o
clamidosporas. Si el complejo de hifas ramificadas, continia creciendo como una umdad
monacaridtica y se encuentran con otro micelio monocariético, en este momento las hlfas
de ambos micelios se unen {plasmogamia) y la determinacidon de si los micelios son
sexualmente compatibles ocurre intracelularmente. Si los dos monocariotes son
compatibles ocurre la migracién nuclear después de la fusion celular. El nicleo de una de

las células fusionadas migra hacia la otra célula monocariética compatible.
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'El septo que separa la célula dentro del filamento hifal contiene un poro complejo
llamado doliporo, el cual normalmente previene los movimientos nucleares entre las
celulas. La migracion nuclear después de la fusion celular es facilitada por la degradacién
del doliporo, y después de la migracion del nucleo, los septos son reconstruidos entre las
células. Una vez que los dos nlcleos compatibles estén presentes dentro de la hifa se
realiza el crecimiento para formar el micelio dicaridtico mediante Ia divisién conjugada
simultanea de [os dos nlcleos iniciales y la distribucién de los 'pares de nacle_rjs hermanos
~compatibles o dicariotes en las células hijas. Durante este proceso la -fprmacién de fibulas
es importante para el establecimiento del micelio dicaridtico (fase vegetativa en Figura
2.1). Después de la dicariotizacion y si se cuenta con estimulos del medio ambiente

apropiados, se induce la formacion del cuerpo fructifero.

Este - micelio terciario ‘permanece dicariotico y la cariogamia y meiosis ocurren
Unicamente en los basidios, los cuales son producidos sobre |as laminillas localizadas en
la parte inferior del pileo. Los nucleos hapleoides, producto de la meiosis, emigran adentro
de una tétrada de basidiosporas en la parte externa del basidio (fase reproductiva en
Figura 2.1). Finalmente, las esporas son liberadas del cuerpo fructifero una vez que este
ha madurado, empezando de nuevo el ciclo. |

En los basidiomicetos los cuerpos fructiferos son |as estructuras donde se lleva a
cabo la reproduccién sexual. Se forman sobre el micelio indiferenciado que se genera por
crecimiento vegetativo. Para producir las fructificaciones, primero se forman sobre el
micelio vegetativo protuberancias de hifas (nodulos primarios) consistentes de un intenso
conjunto de micelio ramificado. Los nddulos de hifas se originan como conjuntos de ramas
cortas de més de una hifa generativa. Las ramas en los nudos hifales generélmente tienen
una morfologia globosa y estédn embebidos en material mucilagineso. Graduaimente, las
ramificaciones de hifas se agregan una con otra para formar una asociacion esférica de
micelio de aproximadamente 1 0 2 mm de didmetro (nddulos secundarios). Dentro de esos
pequefios cuerpos ocurre la diferenciacién y se establecen primordios de cuerpos
fruétiferos que béasicamente contienen todos los distintos tejidos que se presentan en el
cuerpo fructifero (Kues, 2000; Kues y Liu, 2000).
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Por medio de estudios fisiologicos se ha encontrado que P. ostreatus es un hongo
cuyo proceso de fructificacion es influenciado por la luz, de tal forma que los estados de
desarrollo Il y I (Figura 2.1) fienen una reaccion positiva fototrépica, el estado \Y;
presenta una reaccién negativa geotrdpica, y en la etapa V aparece una Segundé et.apa
fototrdpica positiva dando la forma excéntrica tipica de este macromiceto (EgereHummel,
1980). Los eventos citologicos que ocurren durante el desarrolio del cuerpo fructifero en el
genero Pleurotus pueden resumirse en las 5 etapas que se muestran en la Flgura 2:1

(Eger-Hummel, 1980; Li, 1980) y son los siguientes:

|. Agregacion de hifas de células dicariéticas formande nédulos primarios.

Il. Agregacién de ramificaciones de hifas generando primordios que tienen farma de
cilindros con proyecciones alargadas y punta roma (fase fototrépica 1). |

lil. La porcién apical del estado Il desarrolla el pileo por ensanchamiento de la
cabeza del primordio (contintia fase fototropica 1).

IV. El pileo joven se expande por crecimiento de los margenes y diferenciacién de las
laminillas. Los basidios crecen sobre el himenio (fase geotrépica negativa).

V. Por la influencia de Ia luz, el pileo termina de expandirse (fase fototrépica 2) y se
efectla la liberacidn de basidiosporas. ' ‘

2.3 Sistemas de compatibilidad sexual en los hongos.

Dentro de los hongos comestibles existen tanto especies autofértiles u homotalicas
como autoestériles o heterotéiicas. Si bien e! homotalismo es un modo de reproduccion
sexual en los hongos en general, en los basidiomicstos las especies autofértiles
representan tan solo un 10%. Por otro lado, dentro del 90% de las especies heterotalicas
el 25% es bipolar y el 65% tetrapolar (Bumnett, 1975; Burnett, 1986).

En el homotalismo, la estructura fructifera puede ser producida por un solo micelio

monosporico. Se encuentran dos tipos de homotalismo entre especies autofertiles:

a) Homotalismo primario en dande el micelio homocariotico, establecido de un sdio
nicleo meidtico, tiene la posibilidad de progresar a través de heterocariosis a la

culminacion del ciclo sexual.
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b} Homotalismo secundario, en el cual se establece un micelio dicariético o

heterocaridtico fértil a partir de una espora llevando dos nlicleos meidticos de
diferentes tipos de apareamiento (Raper, 19686).

En el heterotalismo se requiere del apareamiento entre diferentes micelios
homocaridticos para completar el ciclo sexual. ComUnmente se encuentran dos sistemas
de heterotalismo en hongos comestibles.

a)

La compatibilidad bifactorial esta controlada por un solo factor, que suele ser
denominado factor A, dispuestc en un par de cromosomas homdbloges que
necesitan unirse durante la reproduccion sexual, para formar el par de genes
alelos o alelomorfos compatibles, A4, Los otros tipos de unidn (AAs, AzAz)
son incompatibies y por tanto estériles. |

La compatibilidad tetrapolar, depende de dos factores situados en los pares de
cromosomas homélogos, y se denominan factdres AyB. Debido a que estén
ubicados en cromosomas diferentes la segregacion de eéios factores ddrante-la
meiosis es independiente. Cada nucleo tiene su par de genes alelos o
alelomorfos que controlan el mismo tipo de céractere’s; se presenta un alelo en
cada lugar o locus (en piural |oci), en posicién idéntica respecto a su cromosoma
homdlogo formandose asi parejas de genes (ApAn y BoBy) en dichos
cromosomas, situados en sus loci correspondientes., Sdlo es fértil la unidn
sexual en la que se relnen cuatro alelos diferentes para formar un micelio
heterocigdtico, por ejemp|o con los alelos A1AzB¢B,. Un talo con este juego de
alelos puede producir basidiosporas de cuatro genotipos diferentes: A8, AxB3,
A1B> y AzB,. También es posible que se produzcan esporés solamente de dos
tipos si la combinacién de caracteres se efectia de la sig_uiente forma: AiBi,
A1By,A2B> y AzB,. Esto depende del arreglo de los cromosomas homologos
durante la meiosis y del entrecruzamiento o falta de entrecruzamiento (crossing
over) de un par o de ambos pares de cromosomas (Herrera y Ulloa, 1990).
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En la fusion de los nlicleos con genotipos AsB;y y A28, después del proceso de

meiosis, [a segregacion de los tipos de compatibilidad se distribuye en una relacién 1:1:1:1
que podemos representar de la forma siguiente:

("

AB;

AzB,
A]Bzi
AB,

A 131M£2 4

.
Al aparear estos genotipos en todas las combinaciones posibles, Unicamente el 20%
de los hibridos seran fértiles, es decir, produciran cuerpos fructiferos y basidiosporas. Se

presentara el siguiente patron de segregacion de acuerdo a la segunda ley de Mendel:

- Dos factores son diferentes
FERTIL | (20%) .

(COMPATIBLE) i A1B1xA2B2; A1B2xAB4

. *Dos factores son iguales (40%):
NO FERTIL A1B2xA1Bo, AzB1xA2B1, A1B1xA1B4, A2BaxAsBo
(INCOMPATIBLE) K o

*Un factor en comun (40%): :
A1B1xA2B4, AzB2xA2B1, A1B1xA1B2, A1B2xA2B2

\

2.4 Control genético del desarrollo del esporéforo.

Los cuerpas fructiferos se desarrollan sobre micelio dicariético. Debido a que los loci
del tipo de compatibilidad regulan la formacién del dicarion, esos genes también controlan,
en Ultima instancia la iniciacién de la fructificacion. Los basidiomicetos frecuentemente
tienen dos loci complejos de tipos de compatibilidad (halotipos). El locus de tipo de
compatibilidad A codifica para dos tipos de factores de trascripcién (flamados HD1 y HD2),
subunidades proteicas de una proteina regulatoria heterodimérica, y el locus de tipo de
compatibilidad B codifica para feromonas y receptores de feromonas. En muchas especies
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los genes para esas funciones estan tan estrechamente ligados que ellos aparecen como
atributos genéticos en apareamientos entre cepas compatibles. El inicio de la formacién
del dicaridon y su posterior desarrollo sexual se establece cuando dos micelios‘compatibles
con diferentes factores de incompati_bilidad (halotipos) interactian entre si. La proteina
HD1 y la proteina HD2 de diferente halotipo A se dimerizan para formar un factor complejo
de transcripcién activo. Similarmente una feromona reconoce y ebviamente se une aun
~ receptor de feromona de un halotipo B diferente (Cassélton y Olesnicky, 1998; Hiscock y
Kues, 1999; Kothe, 1999; Kues y Liu, 2000, Kues, 2000). '

Los genes de A y B regulan diferentes funciones celulares durante el apareamiento 'y -
la formacién del dicaridn. Los genes del locus del tipo de compatibilidad A controlan la
duplicacion de los dos nucleos parentales dentro del dicarién e inducen la- formacién de
fibulas en las células, sincronizando la divisidn nuclear, y consecutivamente la formacion
del. septo (Figura 2.2). Una vez efectuada |a fusion de micelios monocaricticos, [os genes
B son responsables de la disolucidn del septo y la migracién nuclear. En el dicarion ya
establecido, los genes B controlan la fusion de la fibula con la célula subapical despues de
la singronizacion de la divisidn nuclear, y asi regulan la liberacién del nicleo inicialmente
atrapado dentro de la fibula no fusionada (Kues y Liu, 2000; Raper, 1978). (Figura 2.2).
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Fusion de hifas, no controlade por factores de
incompatibilidad.

Control de genes B migracion puclear y
disolucién de septo. -

Control de genes A: a) Apareamiento nuclear,
b) formacién de células fibula, c) coordinacion
de dlvisién nuclear, y d) septacidn de fibulas.

- 2

Contral de genes B: Fusitn de fibulas.

»o ? o ? "o ) { Control de genes A y B. Mantenimiento del
estado dicarittico.

Figura 2.2 Papel de los genes de factores de incompatibilidad Ay 8 en la reguiacion
de la formacién y mantenimiento de dicarion (Casselton y Olesnicky, 1998)
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2.5 Controversia taxonomica sobre el género Pleurotus

La clasificacion taxonémica del conjunto de especies de los basidiomicetos del género
Pleurotus, ha sufrido varios cambios a lo largo de los dltimos aﬁoé. Esto se puede explicar
debido a que inicialmente las especies del género se definian en fuhcién Unicamente de
las caracteristicas morfologicas de los esporédforos, sin embargo, se ha descubierto que
estos organismos muestran una gran plasticidad fehotfpica, gspecificamente, presentan
diferencias en el color de los esporéforos dependiendo de las condiciones
“medioambientales en las que se desarrollan (Eger, 1978; Vilgays et al., 1'993; Petersen Yy
Hughes, 1998). Abtualmente, la definicién de especie, para este género, es muy

‘controvertida vy es considerada tentativa por algunos autores (Eger, 1978).

Investigadores norteamericanos llaman P. osfreatus (Jacq.) Kummer (Arita, 1974) a la
especie P. sapidus Kalchbr, basandose en el color de la esporada mientras que, otros
taxdnomos no prestan mucha atencién a esta caracteristica. Se ha propuesto la
diferenciacién de espécies tales como P. salignus, P. pulmonarius Fr. y P. columbinus
Quel. Ap. Bres., con respecto a la especie P. ostreatus con base en &l color del pileo, asi
como en su afinidad por el sustrato (Eger, 1978). Sin embargo, el color .es, una
caracteristica extremadamente variable, que depende de las condiciones del cultivd. En P
ostreatus, bajo diferentes condiciones de crecimiento, los esporéforos pued.en desarrollar
un pileo blanco como el micelio, obteniéndose también espordforos de color crema, cafe, o
gris en diferentes tonalidades (Eger-Hummel, 1980; Li, 1980). Las laminas pueden ser
mas o menos decurrentes, coloreadas (mas palidas que el pileo) o blancas y Iaéupe'rficie
del estipite pued'e ser tomentosa o glabra. Por lo anterior es muy dificil ia identificacién
basada (nicamente en caracteristicas morfoldgicas sobre todo en especies de amplia
distribucidn mundial, como es el caso del genero Pleurctus. Eger (1978), propuso se
confronten las cepas en estudio contra cepas de referencia en pruebas de apareamiento
apropiadas, como una alternativa para evitar confusiones. |

Vilgalys et al. (1993) estudiaron la compatibilidad de 170 cepas de Pleurotus spp., ¥
clasificadas dentro del complejo P. ostreatus, pertenecientes a colecciones de

Norteamérica, encontrando la presencia de Unicamente 3 especies interestériles en
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Estados Unidos y Canada. Ellos utilizaron apareamientos monocaridtico-dicariético
confrontando con cepas monocaridticas europeas de referencia, concluyendo que las
especies P. ostreatus y P. pulmonarius se encuentran también ampliamente distribuidas
en Norteamérica, y que la otra especie detectada se describe como nueva especie,
denominandola P, populinus. A partir de estos estudios se define el complejo P. ostreatus,

el cual se encuentran constituido por varias especiés gue con anterioridad eran
clasificadas como especies diferentes.

Otro grupo interestéril de importancia es el complejo P. djamor, el que esta constituido
por varias cepas que prese:ntan esporoforos de colores blancos y rosas. De acuerdo a
Corner (1981), no hay diferencias esenciales entre P. sa/monecstramenius L. Vassilieva y
P. djamor var roseus (Fr.) Boedijin, excepto que el primero produce basidiosporas rosas y
en el Ultimo blancas. Neda et al (1988), reportaron que las especies P,
salmoneostramineus y P djamor son compatibles una con otra, y sugieren que las dos
especies estan estrechamente relacionadas, indicando que no se puede justificar su
separacién en dos especies unicamente a partir de la diferencia del color entre el
espordéforo y basidiosporas.

Estudios posteriores con P. dfamor han mostrado que éste grupo interestéril esta
formado por 3 variantes morfologica que presentan los colores blanceo, rosa y gris,
correspondiendo a las denominaciones djamor, salmoneostramineus u ostreatoroseus y
opuntiae (Dur. & Lev.) Sacc. Pleger, respectivamente (Petersen, 1995; Petersen y Ridley,
1906; Petersen y Hughes, 1999). McCleneghan y Hughes (1998) confirmaron la alta
similitud genética de las. variantes de color rosa a través del andlisis de polimorfismos de
fragmentos de restriccién amplificados (RFLP) de la regién del acido ribonucléico de

ribosoma ITS ARNTr, confirmando estudios previos de apareamiente,

Otro caso importante se presenta para las especies P. cifrinopileatus Vassilyeva
(amarilla) y P. cornucopiae (Pers.) Rolland (gris), que de acuerdo a los estudios de
compatibilidad se ubican en el mismo grupo interestéril, a pesar de sus diferencias

marfolégicas (Petersen, 1995).

19



Esta situacion ha llevado a considerar los conceptos de especies y especiacion al
interior del género Pleurotus. La especiacion es el proceso por el cual un grupo
geneticamente unido de individuos que se aparean se divide en dos o mas grUpcS's
geneticamente distintos. Un requisito en este proceso es uh “vacio” en el intercambio de
genes entre los dos grupos de individuos emergentes. Este “vacio” permite a cada grupo
acumular diferencias genéticas a través del proceso natural de la evolucidn incluyendo
mutacion, seleccion y deriva genética. Cuando dos grupos llegan a ser sufi'cientemen,te
diferentes ellos son reconocidos como especies (Petersen y Hughes, 1999). Para los
“hongos del género Pleurctus, en la mayoria de los casos las diferencias fenotipicas en el
cuerpo fructifero son sutiles y hay desacuerdo de cuande dos grupos son especies
diferentes o grupos adaptados |localmente, pero con apareamiento qentrb de la especie.
(Petersen y Hughes, 1999) |

Es importante considerar por lo anterior algunas definiciones de especie para tener un
marco referencial a parir del cual se analicen |las variaciones fenotipicas observadas en los
hongos del género Pleurotus. Los fres conceptos de especie mas ampliamente aplicables
a los hongos de acuerdo a Petersen y Hughes (1999) soh: |

« Concepto de especie morfologica. Parte del supuesto que las diferencias en las
caracteristicas morfologicas reflejan las diferencias genéticas fundamentalés, y
por tanto implican una diferencia genética entre dos grupos. |

e Concepto de especie filogenética. Establece que las poblaciones pueden ser
agrupadas como especie si y solo si ellas comparten un linaje evolutivo comun,
generaimente exprésado como un nodo terminal en un arbol filogenético.

» Concepto de éspecie bioldgica. Definido como la habilidad de los individuos de
dos grupos para interhibridizarse y obtener hibridos viables y fértiles.

Tradicionalmente, hasta fechas recientes, en la mayoria de los macromicetos el
concepto de especie ha estado basado principalmente en un criterio morfologico. Sin
embargo, el uso de la morfologia para determinar especies en hangos superiores se ve

limitada por las siguientes razones:
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+ Generalmente las caracteristicas morfoldgicas consideran solo parte del ciclo de

vida, es decir, el cuerpo fructifero. De esta manera la clasificacion se ve limitada
a las caracteristicas de esta estructura.

e Los hongos de diferentes lingjes evolutivos pueden compartir caracteristicas

morfolégicas semejantes como consecuencia de una evolucién convergente o
paralela,

» Finalmente la amplitud de la plasticidad fenotipica dentro de un mismo taxdn en
los hongos superiores es altamente desconocida. Esto se debe en parte a que |a
mayoria de los cuerpos fructiferos son effmeros, ya que se forman sélo cuando
las condiciones del entorno son apropiadas y slo prevalecen por un tiempo' muy
corto. |

Estas limitaciones han ftraido como consecuencia el desarrollo de multiples
clasificaciones intuitivas, ya que la mayoria de los taxénomos proponen ciasificacion de
acuerdo a criterios propios. Como resultado, los patrones de variacion morfologica han

dado relativamente poca luz sobre los procesos de especiacion enfhdn_gos (Vilgalys, 1991)

De suma utilidad en la taxonomia de basidiomicetos ha sido la informacion obtenida
en los estudios de apareamiento en hongos. Actualmente como alternativa al concepto
morfoldgico de especie, los estudios de sistemas de incompatibilidad, han ganado‘t.ina
amplia aceptacion para la aplicacién del concepto bioldgice de especie dentro de Ia
problematica taxonomica de los basidiomicetos (Vilgalys, 1991; 'Vilg_aiys y Sun, 1994,
Petersen, 1995). El conocimiento acerca de las barreras de interesterilidad, ha sido
invaluable para identificar caracteres taxondmicos confiables entre especies similares, asi
como para confirmar la validez de los taxones morfolégicos existentes. Sin embargo, el
concepto bioldgico de especie como un criterio sistematico ha mostrado ser problematico
para muchos grupos de hongos (Vilgalys, 1991; Petersen y Hughes, 1999). Las pruebas
de compatibilidad son imposibles de aplicar a los hongos que no producen esporas
sexuales (esporas meidticas). Este problema es seric porque aproximadamente el 20% de
los hongos son morfoldgicamente asexuales {Donoghue, 1985; Bock, 1986; Templeton,
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1989). También existen otros hongos que son homotélicos, es decir producen esporas
meidticas pero sin estar bajo el control de un patrén de compatibilidad, por lo que en estos
hongos la presencia de esporas meibticas no es suficiente para inferir su compatibilidad.
Aunado a lo anterior, en algunos hongos heterotélicos no ha sido pos.ib.le realizar las
pruebas de apareamiento en condiciones de laboratorio, otros no pueden ser cultivados y
bajo estas circunstancias es problematico aplicar el reconocimiento de especies biolégicés
a todas las especies de hongos. ' |

Considerando los problemas anteriores, Mayden (1997), teniendo como base el
concepto de especie filogenética 1o transforma en el de reconocimiento de especies
filogenéticas por concordancia genealdgica. La fuerza de este concepto surge de la
comparacion genealdgica de mas de un gene; un requisito de la genealogia de cada gen
es gue no ocurra recombinacién entre ellos y en la préctifca‘ partes del gen son
generalmente usadas para construir la genealogia. Este concepto ha sido aplicado tanto
en hongos que producen esporas meidticas, como en aquellos que producen esporas
mitéticas. En todos los casos ha permitido identificar especies que no fuero‘n detectadas
por el concepto morfoldgico, y en algunos casos por el cohcepto biolégico. Sin embargo
también hay casos en donde concuerdan los conceptos de reconocimiento de especies
biologicas y filogenéticas (Taylor ef a/., 2000). |

2.6 Aspectos fisiologicos del color

Las especies del génerc Pleurotus, se encuentran altamente influenciadas por las
condiciones del ambiente en el que crecen y desarrollan, dependiendo de éstas, se altera
su ciclo de vida yfo cambia la morfologia‘y coloracién de los cuerpos fructiferos que se
producen.

LI, en 1980 realizé trabajos sobre hibridaciones de cepas de F. osteratus y P.
ostreatus var. florida, las cuales fructifican a diferentes temperaturas, indicando que a
temperaturas bajas de 15 °C todos los esporéforos de los dicariotes obtenidos por
apareamientos intracepa e intercepa fueron obscuros. Los dicariotes “florida” a una

temperatura de 22.2 °C dieron espordforos que presentaron tonalidades de café claro a
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crema, y a temperaturas de 30 °C y 32.5 °C el color de los cuerpos fructiferos fue blanco
cremoso y blanco, respectivamente.

El color gris persistid en los esporéforos formados a 22.2 °C, y todos los .esporofores
fueron entre crema y blanco a 30 °C. Asi mismo, se encontré gran variacidon en
caracteristicas macroscépicas morfoldgicas como [a forma y el tamafic en los cuerpos
fructiferos crecidos tanto a bajas como a altas temperaturas. Los esporéforos formados a
altas temperaturas fueron mas robustos y mas compactas en textura. -

Zadrazil (1978), estudid el efecto de- diferentes condiciones climaticas sobre el
desarrollo de los cuerpos fructiferos de P. ostreatus (ver Figura 2.3), observando que al
disminuir la intensidad de luz, el estipite se alarga y adelgaza, con una reduccién parcial
del pileo, lo cual concuerda con los trabajos de Eger (1970) y Gyurko (1972). La luz es un
factor iniciador del desarrollo de primordios, siendo necesaria por lo menos 15 minutos al
dia, de tal manera que en una cepa P. oslreatus var. florida, el nimerc de primordios
aumentd con un incremento en la duracion e intensidad luminosa (Eger, 1970, Eger et
al.1974). '

Figura 2.3. Influencia de la luz en la formacion de esporoéforos de . ostreatus.
1y 2: Esporéforos desarrollados con calidad y cantidad adecuada de luz; 3 y 4:
Espordforos crecidos con baja intensidad de luz. (Zadrazil, 1978)

2 TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Leatham y Stahmann (1987) realizaron estudios del efecto que tiene la luz y la
aireacion sobre fructificaciones de Lentinula edodes, encontrando que los cuerpos
fructiferos producidos en la oscuridad fueron menos pigmentados de lo normal y
frecuentemente no presentaban un crecimiento adecuado. Otra conclusion importante es
que unicamente los primordios pigmentados se expandieron y que la luz (especialmente la
azul) promovia'la pigmentacion de primordios y cuerpos fructiferos. Acorde con los datos
anteriores Tan (1977), indica que la respuesta fotomorfogenética en los hongos depende

mas comunmente de las longitudes de onda de los colores azul, ultravioleta y ultraviolets
lejano.

Eger-Hummel (1980) propuso el fotofropismo como una buena herramienta para
estudiar la existencia de mas de un sistema fotorreceptor en la morfo,génesis de hcngés
del género Fleurotus, dado que este tipo de macromicetos presentan dos fase_s
fototropicas y una geotrépica durante la etapa de fructificacion (ver Figura 2.1). Por
tratamiento de dicariotes con 1-metil-3-nitro-1-guanidina Eger-Hummel (op. cit,), obtuvo 3
mutantes a,b y ¢ de P. ostreatus, que normalmente forman esporéforos con coloracion de
gris a marron (Eger y Leal-Lara, 1979). La mutante a fue co’mp_lefament,e atrcﬁpica; la
mutante b no presentd las etapas de geotropisme ni la segunda fase fototrdpica y en la
mutante ¢ se bloquearon las etapas de fructificacion llegando é formar Gnicamente
primordios. .En presencia de luz se acumulan pigmentos que van del amarillo (flavonoides)
al anaranjado (carotenos), desarrollandose espordforos con colores llamativos. Con luz
tenue o en oscuridad los pigmentos no se manifiestan quedando los esporéforos blancos
como el micelio. Los tres tipos de mutantes que obtuvo Eger-Hummel requirieron de méas
luz para fructificar en comparacion con las cepas silvestres, con la obtencién de estas :
mutantes se demostré: 1. los hongos que normalmente producen esporéforos con colores
de gris a marrdn pueden ser capaces de producir pigmentos amarillo o naranjg,
normalmente estos pigmentos pueden estar presenteé en minimas cantidades (Eger-
Hummel, 1980). 2. que las fases fototrdpicas 1 y 2 no necesariamente dependen de los
mismos genes o factores, ya que algunas mutantes son afectadas en' la fase fototropica 2
pero no en la fase fototrépica 1. |
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Es importante indicar que los experimentos realizados por Egér—HummeI (1980)
ponen de manifiesto la presencia de pigmentos de colores diferentes a los de la Cepa
original, y que bajo determinadas condiciones se expresan en los espordforos, La
presencia de pigmentos de coloracion diferente a la mostrada normalmente én los
esporoforos de Fleurotus se ha puesto manifiesto por otra via diferente, Takekuma et al.
(1994), realizaron el aislamiento y purificacién de un pigmento rosa en el hongo comestible
P. salmoneostramineus, dicho pigmento se aisld a partir de un extracto acucso de honéo
molido. La solucién acuosa obtenida por filtraciones repetidas .'en gel, contenia una
cromoproteina con una estructura o-hélice, la extraccidn con acetona permitié la
identificacion de tres componentes: el pigmento identificado como 1 indolona, una
glicoproteina con cadena galactosida y tres metales (Zn, Fe y Cu). La filtracién é_n gel

también suministré una glicoproteina de color amarillo pélido con B-estructura.
2.7 Aspectos genéticos del color

A partir de la fructificacién d‘e tres cepas rosas de P. sa{moneostramineus, Murakami y
Takemaru (1990), obtuvieron una mutante que presant6 esporéfofos blancos (albinos).
Observaron que al aparear los cultivos monospéricos de la mutante blanca con los cultivos
monosporicos de 3 cepas rosas silvestres se produjeron en todos los casos esporoforos
rosas. El analisis genético de la progenie meidtica (basidiosporas) de los hibridos
producidos mostrd, que los esporéforos blancos y rosas se segregaban en una razén 1:1,
En los apareamientos entre diferentes cepas albinas, todos los dicariones desarrollaron
esporoforos blancos. Estos ihvestigadores sugieren que' la prod_uccién de espordforos
albinos en las tres cepas silvestres originales es un carécter heredable, el cual es
controlado por un solo gene recesivo, al que denominarcn alb. Asi mismo, indican que
este gene no se encuentra ligado a los factores de compatibilidad A o B. La esporada de
estos esporéforos blancos también fue blanca, sugiriendo qgue el gene alb puede afectar la
pigmentacién tanto de esporas como de cuerpos fructiferos, ya que las cepas originales
rosas tienen otro color de esporada. Finalmente especulan que el gene alb muta
facimente y que se encuentra distribuido ampliamente en varias especies de

basidiomicetos.
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Asi, se han reportado mutaciones espontaneas que producen esporéforos albinos en
Lentinula edodes (Komatsu y Kimura, 1968), en Pleurotfus ostreatus (Arita, 1'9?4), y
Auricularia cornea (Komatsu, 1977). Estos reportes indican que la mutacion es controlada
por un solo gene recesivo. Murakami (1999) obtiene espontaneamente esporéforos
blancos de cuatro nuevas cepas rosas de P. salmoneostramineus. E| anélisis genético de
la progenie de los cuerpos fructiferos de las respectivas cepas confirmé que la formacién
de esporéforos albinos es un cardcter heredable y controlado por un solo gene recesivo.

Los apareamientos entre cepas monocaritticas seleccionadas y los cultivos monospéricds
“albinos aislados previamente por Murakami y Takemaru en 1990, indicaron que los genes
albinos detectados en las cuatro cepas fueron idénticos, La mayoria de los monosporicos
aislados con el gene alb+ secretaron pigmento rosa en el medio de cultivo utilizado. Los
monospdricos aislados teniendo gen alb no produjeron la pigmentacion rosa en el medio
de agar. Estos resultados permiten especular que los pigmentos rosas de los cultives

monospdéricos con el gene alb+ asi como los que se producen en |os esporéforos rosas
son el mismo metabolito.

2.8 Desdicariotizacién quimica como método alternativo para estudios
genéticos.

Para el estudio de la expresitn del color en basidiomicetos es factible utilizar
diferentes métodos y técnicas. En el caso particular de esta investigacion se planted
realizar el estudio siguiendo los métodos de la genética clasica, por lo que resultaba
necesario obtener los genotipo's caracteristicos de las cepas estudiadas.

Para los estudios genéticos y el mejoramiento de cepas en varias especies de
basidiomicetos y en particular en el género Pleurofus la expresion de los genotipos se
estudia en la progenie monospérica. Para ello se fructifican las cepas que se van a
estudiar y asi obtener sus progenies monocariéticas, producto de la meiosis de los nucleos
dicariéticos (ver ciclo de vida, en Figura 2.1). Por apareamiento de los monocariotes de la
progenie, en todas las combinaciones posibles, se identifican los cuatro tipos de
compatibilidad, siguiéndose el mismo procedimiento para estudiar la herencia de cualquier

ofro caracter genético, por lo que este método es laborioso y requiere de mucho tiempo.
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Un método alternativo para realizar estos estudios con un menor esfuerzo es la
separacion de los dos componentes monocaridticos de un diéariote a través del proceso
de desdicariotizacidn. El estado dicaridtico de los hongos es geheralmente estable, sin
embargo, es conocido que en muchas especies de basidiomicetos superioreé, estos
dicariotes pueden ser directamente separados (desdicariotizados) en sus componentes
monocarioticos (nechaplontes) por medios artificiales (Fries y Aschan, '1952; Kerruish y Da
Costa, 1963) ya sean fisicos (microcirugia), quimicos (crecimiento con substancias
guimicas) o biocldgicos (regeneracién de protoplastos). Asi mismo, se ha reportado para
'a!gunas especies de hongos una habilidad para desdicariotizarse naturalmente (Arita,
1974). El término neohaplonte, fue definido por Fries y Aschan (1952) para designar al
micelio monocaridtico derivado de un dicarion sin la ihterven.cién de la cariogamia y
meiosis.

La desdicariotizacion artificial tiene grén potencial ya que los nechaplontes obtenidos
contienen en principio la informacion genetica de los fenotipos que se expresan en el
dicarién original. Por ello es posible utilizar este proceso como una herramienta para
evaluar distintos eventos tales como el efecto del citoplasma dicaridtico en el micelio
monocaridtico, [a recombinacion somatica, la estabilidad del com'p'onente nucleico en
dicariones y la identificacién de grupos interestériles en pruebas de apareamiento, Este
procedimiento presenta ademds la ventaja de reducir el tiempb_ requerido para aislar los
genotipos de las cepas dicaridticas, debido a que no es necesario. producir los cuerpos
fructiferos para obtener las progenies, también es necesario considerar que dado que en
el esporéforo se realiza la cariogamia y la meiosis, en estas progenies no es probable
encontrar los genotipos originales (Leal-Lara, 1980). |

La desdicariotizacion guimica inicialmente se realizé utilizando sustancias altamente
toxicas como desoxicolato de sodio o acido célico (Miles y' Raper, 1956). Dado que estas
substancias inhibian el desarrollo micelial, se requerian de pericdos de incubacién muy
largos (6 a 16 semanas) para lograr la desdicariotizacion, reporténdose en la mayoria de
los casos una recuperacion no simétrica de los neohaplontes, es decir, se obtenia un solo
niclec del dicariote.
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Leal-Lara (1980) y Leal-Lara y Eger-Hummel (1982), implementaron el método de
desdicariotizacién quimica utilizando soluciones no tdxicas de glucesa-glicina y glucosa-
peptona. Con 14 cepas (entre ellas dos mutantes) de 5 espécies de basidiomicetos
lograron la recuperacion simétrica de los dos componentes monocariéticos. Asi mismo,
observaron por el comportamiento y rnbrfologia gue no se presentaron mutantes en ‘Ios
nechaplontes obtenidos. Los tiempos de obtencion de los componéntes monocarioticos

variaron entre 6 y 80 dias dependiendo de la sustancia utilizada.
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3 JUSTIFICACION

Los estudios genséticos de la expresién del color son necesarios porque pueden dar
respuesta a varias interrogantes que se presentan en la actualidad para el género
Pleurotus. Algunas de las mas importantes son: la identificacién de especies o compiejos
de especies del género, ya que se ha visto a lo largo del tiempo que es dificil la ubiCac.ién
taxonémica correcta de las especies unicamente a través de sus caracteristicas
morfolégicas. La variabilidad de la coloracién de esporéforos de las especies del género
" Pleurotus depende de las condiciones ambientales bajo las cuales crecen, por lo que es
importante las bases genéticas que controlan la expresion del color y que le permiten a
estos organismos maodificar la coloracién de los esporéforos, bajo diferentes situaciones
ambientales, Asi mismo, este género presenta diferentes patrones de eSpeciaciéh -qué
demandan de estudios genéticos para esclarecérlos. | :

El estudio genético del color en los espordforos de Pleurofus spp. requiere la
obtencién de cepas que presenten colores estables bajo condiciones de produccién
controladas, de tal forma que permita eliminar la influencia del ambiente sobre la
coloracion de los espordforos de estos hongos. Asi mismo, es necesario contar con un
mecanismo para la obtencién de monocariones, a partir de las cepas dicaridticas
parentales, que permita la conservacion de las caracteristicas genéticas para la expresion
de! color. Dada esta situacion, se planted en el presente trabajo la seleccion de cepas con
colores estables, la implementacion del metodo de desdicariotizacion quimica para la
obtencién de los componentes monocarioticos de estas cepas y la hibridacion de dichos.
componentes, con el objeto de aportar elementos que permitan explicar la variabilidad
fenotipica de los cuerpos fructiferos de este hongo comestible y coadyuven al

entendimiento de la expresion de color en el género Pleurotus.
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4 OBJETIVQOS

4.1 Objetivos generales.

4.1.1 Aportar elementos que permitan explicar la expresidn del color en cepas de
Pleurotus spp.

4.1.2 Optimizar el método de desdicariotizacion quimica para cepas de Pleurotus
spp.

4.1.3 Obtener cepas hibridas de Pleurotus spp. que presenten colores contrastantes
y estables,

4.2 Objetivos particulares

4.2.1 Obtener neohaplontes de cepas de diferentes colores de Pleurotus spp.
4.2.2 Obtener hibridos de cepas de diferentes colores de Pleurotus spp.

4.2.3 Caracterizar el sistema que controla la compatibilidad sexual en los hibridos y
en las cepas parentales.

4.2.4 Realizar apareamientos entre la progenie de hibridos con colores novedosos y
neohaplontes de cepas parentales.

5 HIPOTESIS

5.1 Si la informacién genética sobre el color de los esporéforos en las especies del
género Fleurotus se encuentra contenida en los nechaplentes, el apareamienio
de estos componentes monocariéticos entre cepas de Pleurofus con colores
distintos permitira determinar el o los patrones de expresidn del color en este
género. |

5.2 Dado que el proceso de desdicariotizacion implica la separacion de los nucleos
que forman el dicaridn original, los componentes monocariéticos obtenidos

conservan los genotipos originales, por lo que el apareamiento entre
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nechaplontes compartibles permitira la obtencién de hibridos de Pleurotus que

presenten colores diferentes a las cepas parentales.

5.3 Debido a que las cepas de Pleurotus parentales presentan un sistema de
compatibilidad tetrapolar heterotalico, los hibridos formados a partir de
apareamientos’entre cepas tendran el mismo tipo de’ compatibilidad.
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6 MATERIALES Y METODOS
6.1 Cepas de Pleurotus spp.

En el cuadro 6.1 se indica el origen de las cepas de Pleurotus spp. empleadas en este
estudio y se sefiala el nombre de la persona que la dond. Estas cepas se encuentran
depositadas en el cepario del departamento de Alimentos y Biotecnologia de La Facultad
de Quimica, UNAM. : |

CUADROC 6.1 CEPAS DE PLEUROTUS SPP. CON ESPOROFOROS DE DIFERENTES COLORES.

Cepas de Pleurotus spp.

CLAVE ORIGEN DONANTE
ECS1274(") | Chiapas G. Huerta
ECS127x Chiapas G. Huerta
ECS130 Chiapas G. Huerta
ECS187 () |Chiapas G. Huerta
AP ... . |Veracruz H. leal
IB67(*) Jalisco A, Arias
IE136 Jalapa D. Salmones
IE200 (") Jalapa D. Salmones
1E201 () Jalapa D. Salmones
IE202(*) Jalapa D. Salmones
INI8 (*) Jalapa G. Valencia
P5 Canada H. Leal .

P15 (*) italia H. Leal
PLEUS Puebla G. Valencia
PORO(Y) USA (Stamets) | G. Huerta
RP(™ México G. Pulido
Uap7 Pughla M.A. Castro
Uap9 Puebla M.A. Castro

E! {*} indica cepas gue se utilizaron para desdicarloizaclén

6.2 Medios de cultivo
6.2.1 Medio de extracto de malta con agar (EMA)

Para preparar 500 ml de extracto de malta agar, se depositaron 7.5 g de extracto de
malta y 10 g de agar en un matraz Erlenmeyer de un litro. Se adicionaron 500 ml de agua
destilada gradualmente, procurando disolver los componentes. Se tapd el matraz y se dejo
reposar durante 20 minutos agitando ocasionalmente. Posteriormente se esterilizd en
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autoclave a 121 °C y 15 libras de presién durante 30 minutos. El medio estéril se vacio,
con ayuda de un dlspensador en cajas Petri de plastico con un dlametro de @ cm. Una vez
solidificado el medio, las cajas se incubaron a 28 °C durante 24 h para prueba de
esterilidad. Posteriormente se efectué la revision visual de las cajas estériles y las que no
presentaron problemas de contaminacién se guarda'ron en bo'llsas de polietileno y se
refrigeraron hasta su uso para evitar contaminaciones y deshidratacion del medio.

6.2.2 Solucion desdicariotizadora

En un litro de agua destilada se disolvierén 20 g de glucosa anhidra y se agregaron 20
g de peptona de carne P (Oxoid). De esta solucidn se tomaron 50 ml que se colocaron en
matraces Erlenmeyer de 125 ml, se taparon y esterilizaron en autoclave a 121 °C y 15
libras de presién durante 30 minutos. Los matraces se incubaron a 28 °C durante 24 h
para prueba de esterilidad. Posteriormente se efectud Ia revision visual de los matraces y

los que no presentaron problemas de contaminacion se refrigeraron hasta su uso.
6.3 Condiciones para la produccién de espordéforos.

6.3.1 Preparacién de inéculo

La elaboracion del indculo se realizé en granos de trigo, los cuales se lavaron y
cocieron durante 50 minutos. Después se drend el exceso de aguacaliente y se enfriélc.on
flujo continuo de agua. Ya frio el grano se drend el exceso de agua fria'y se ac_i',i.ci.oné
CaS04 al 1.3% y CaCOs al 0.3%. Posteriormente se colacaron 500 g de trigo en bolsas de
polipape! y se esterilizaron en autoclave a 121 °C y 15 libras de presién durante 2 horas.
Cuando el grano‘esteriiizado estuvo frio se inoculd con un cultivo en agar de la cepa
correspondiente y se incubd en condiciones de oscuridad a 28 °C hasta que el micelio

invadio totalmente el grano.
6.3.2 Preparacion del sustrato
6.3.2.1 Sustrato comercial.

Este sustrato se obtuvo de fabrica productora de hongos comestibles (hongos Leben),

en donde la paja picada es sometida a una fermentacion a cielo abierto de 5 dias en
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condiciones aerobias, con volteo y mezclado diario. Posteriormente la paja fermentada se
pasteurizo con inyeccién de vapor y aire por doce horas a 60 °C, para después mantener
la temperatura a 50 °C por 2 dias, y finalmente enfriarla a 28 °C para sembrarla.

6.3.2 Siembra del sustrato y produccién de espordéforos

El sustrato pasteurizado se inoculd colocando capas alternas de paja e indculo en una
bolsa de plastico de 30 cm de ancho x 50 cm de large hasta completar un peso total por
bolsa de 1 kg. Se utilizaron aproximadamente 5 g indculo por 1'00 g de sustrato humedo
pasteurizado, y se realizaron 10 repeticiones por cada cepa. Las bolsas ya inoculadas,
fueron colocadas en el cuarto de incubacién a una temperatura de 28 °C, sin iluminacian,
en donde se llevd a cabo [a propagacion vegetétiva'de[ micelio en ei sustrato, hasta su
fnvasion completa.

Aproximadamente 15 dias despues de haber inoculado las bolsas, el micelio coloni-zé
al sustrato apareciendo los primeros brotes o primordios, Se quitar,o,ﬁ entonces las bolsas
de plastico, trasladéndose los bloques de sustrato al cuarto de fmcti‘fi_cacién én donde las
condiciones ambientales fueron las adecuadas para el desarrollo de los cuerpos
fructiferos. La temperatura de dicho cuartc se mantuvo entre 15 y '30 °C, la humédad
relativa entre 90 y 95 % con un foto periodo de iluminacion de 12 hldia. y una veritilacién
continua para mantener la concentracién de CO. por debajo de los niveles inhibitorios de
la fructificacion. Los blogues con sustrato fueron colocados de manera aleatoria sobre la
estanteria del cuarto de fructificacién con la finalidad de eliminar el efecto de las posibles
variaciones en las condiciones ambientales en el cuarto sobre las diferentes cepas. La
cosecha se realizd en el momento en que los espordforas alcanzaron su maximo tamafo,

mientras mantenian aln una apariencia fresca.

Para evaluar la productividad en cada una de las cepas se registré el peso de los
hongos obtenidos por bolsa y por dia de corte. Se determind el tamario de los espordforos
al dividir el peso de las cosechas entre el nimero de espordforos, y el color que
presentaron. La determinacion del color se realizé utilizando los atlas de colores de

Kuppers (1996) y de Maerz y Paul (1950). Se determind la eficiencia biolégica de acuerdo

34



la recomendacion de Tschierpe y Hartmann (1977), reportandose de acuerdo a la
siguiente férmula;

)= g hongos frescos

Eficiencia biologica =Rendimiento (EB)= 2% ‘
100g sustratoseco

6.4 Recuperacion de componentes monocariéticos (neohaplontes)

Las modificaciones dei procedimiento de Leal-Lara (1980) y Arteaga-Santillan ef al.
. (1998) fueron las siguientes: para [a inoculacidén de la solucién glucosa peptona se
utilizaron cajas Petri con colonias con crecimiento que ocupaba 213 pa-rte's de la superficie
de la caja de Petri. La totalidad del agar cubierto con micelic de una caja se de'posité en un
homogeneizador estéril, se afadieron 50 ml de agua estéril y se homogeneizd por 1
minuto. Se tomaron 100 ul del homogeneizado para inocular cada _rnatraz conteniendo 50
ml de solucion peptona-glucosa, y posteriormente se incubaron a _l_.jna_ terhpe_rétura de 25-
28 °C. Alas 24 y/o 48 h (presencia de desarrollo micelial) se homoge‘n.eizé ei contenido del
matraz més 50 ml de agua estéril por 30 segundos; 20, '25 y 30 ul de este homogeneié,ado
fueron inoculados en cajas Petri. Estas se incubaron a 28 °C, al desarrollarse las colonias
se determind microscdpicamente la presencia de fibulas. Aquellas que presentaron .hif'as
sin fibula {neohaplontes) fueron resembradas en cajas de Petri conteniendo EMA, para
verificar la ausencia de fibulas al desarrollarse nuevamente.

Los nechaplontes recuperados se propagarcn individualmente en cajas Petri con EMA
hasta que el diametro de las colonias alcanzd 2 a 4 cm. Los nechaplontes obtenidos
fueron apareados para identificar los dos componentes del dicaridn. Para determinar la
compatibilidad entre colonias monocaridticas, del margen en crecimiento de una colonia se
cortd un trozo culbico de agar con micelio de aproximadamente 4mm de lado, y se colocd
en una caja con medio EMA, al lado de este fragmento se coloco ofro trozo de agar con
micelio, de igual tamafo, proveniente de un monocariote distinto. En cada caja se
realizaron 6 apareamientos hasta completar la combinacion de todos los nechaplontes.
Después de 2 a 5 dias de incubacion se detectd, con la ayuda del microscopio, la

presencia de fibulas en varios puntos de las colonias formadas por cada apareamiento,

35




identificandose de esta forma los dos tipos caracteristicos de nechaplontes para cada
cepa independientemente.

6.5 Recuperacion de progenies monospdricas (meiéticas)

Las esporas de los cuerpos fructiferos se colectaron colocando el esporéfore sobre
papel filtro o aluminio estéril dejandolo esporular entre 12 y 24 horas, Posteriormente, se

retird el cuerpo fructifero y el papel con las esporas se guardd en una bolsa de polipapel,

la cual se almacené a temperatura ambiente.

Para |la germinacion de esporas se cortd un cuadro del papel filtro de 1 x 1 cm con las
esporas, bajo condiciones de esterilidad, y este se depositd en vial con 5 ml de agua
destilada estéril; se agité vigorosamente y con la suspension de esporas _resultahte se
hicieron diluciones desde 10" hasta 10°°. De cada dilucidn se ino¢u1afon 50 pl en 2 placas
de EMA que se incubaron a 28°C durante 3 dias. Diariamente se examinaron todas las
cajas con el microscopio, y las colonias monocaridticas encontradés, se transfirieron a
cajas Petri con EMA (4 colonias por placa). Cuando se observd desarrollo micelial en las
colonias, se llevd a cabo una segunda revisibn microseopica, resembrandose
individuaimente sélo las colonias monocaridticas en placas de EMA. En los casos en
donde no fue posible aislar monocariotes (por la elevada cantidad de colonias) se preparé
nuevamente la suspension de esporas y se realizo una dilucién n‘iayor antes de inocular
en las placas de EMA. Una vez que se obtuvieren las colonias monoéariéticas crecidas, se
les asignd una clave de identificacion y se procedié a su clasificacion en los 4 tipos de

compatibilidad.

Para clasificar la progenie monocaridtica de cada dicarionte, los cultivos miceliales
monospéricos (msp) obtenidos de las esporas aisladas del dicarionte, fueron apareados
con los dos neohaplontes parentales. En un periodo de 3 a 7 dias de incubacion se
revisaron al microscopio para observar la formacion de fibulas, resultado de la
compatibilidad entre dos cepas, lo que permitié identificar a los monocariotes con los tipbs
de compatibilidad | y 1.
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Los monocariotes gue no fueron compatibles con los neohaplontes parentales,
significa que pertenecen a alguno de los dos tipos recombinates (i y IV).' Para su
clasificacion en estos dos tipos, se tomaron al azar dos monocariotes del grupo que dio
reacciones negativas con los dos neohaplontes parentales (es decir con probable tipo !Il-o
V), y se cruzaron con el resto de los monocariotes no clasificados. Como resultado de
dichas cruzas se presentaron las siguientes opciones: |

1) Dos monocariotes seleccionados pertenecieran al mismo tipo de compatibilidad.
por ejemplo al tipo (IV) con lo cual los apareamientos positivos id_entificéban a
los monocariotes del tipo opuesto (i), y los monocariotes restantes, con
apareamientos negativos pertenecian al mismo tipo (IV). Para confirmar que
reaimente pertenecen al tipo (IV) fue necesario cruzar estos menocariotes que
no se cruzaren con alguno del tipo contrario (lll) ya conocido.

2} Un monocariote perteneciera al tipo [l y otro al tipo IV, con lo cual se lograba la
clasificacion en una forma inequivoca de todos los monocariotes en la primera
serie de apareamientos.

6.6 Hibridacion de nechaplontes y progenie meidtica.

Para hibridizar nechaplontes de las diferentes cepas entre ellos mismos y con los
monospédricos de las diferentes cepas, los monocariotes se propagaron individualmente en
placas de EMA; se corrobord de nueve al microscopio la ausencia de fiblulas y se procedio.
a realizar el apareamiento siguiendo la técnica ya descrita en el inciso 6.4. Los cubos de
micelio de las colonias monocaridticas se colocaron lo mas cercano posible, realizando de
5 a 6 apareamientos en una misma caja de Petri, las que se incubaron a 28 °C durante 5-
6 dias. Una cruza se determiné como positiva cuando microscopicamente se apreciaron
fibulas en por lo menos tres diferentes puntos situados de manera equidistantes en la
periferia de la colonia. Las fibulas son estructuras que se forman unicamente cuando se
lleva a cabo la fusion celular (plasmogamia), y una reproduccion mitdtica coordinada de
los nlcleos monocaridticos de las cepas hibridizadas. Esto implica que los dos micelios
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monocarioticos apareados fueron compatibles y por lo tanto dieron origen a la formacién
de un dicarién.

6.7 Analisis estadistico de resultados

Para determinar la proporcion en la que se recuperaron los dos tipos de nechaplontes,
asi como la forma de segregacion de los factores de compatibilidad se aplico la prueba de
¥%. Para detectar diferént:ias estadisticés significativas én la produccion de espordforos de
las cepas tanto, parentales como hibridas, se utilizé el analisis de varianza y en caso de
encontrar diferencias significativas, se aplicd la prueba de rango multiple de Duncan para
clasificar a las cepas de acuerdo a su capacidad de produccion.
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7 EXPERIMENTOS Y RESULTADOS

Dada la gran variabilidad fenotipica del color de esporéforos de los basidiomicetos
del género Pleurotus, existen controversias en la forma de clasificar las diferentes cepas
de éste género.

Con la intencién de aportar elementos para entender Ia forma en la que se expresa
el color en los cuerpos fructiferos de estos hongos, se realizaron varios experimentos. En
la Figura 7.1 se aparece el diagrama genefal de trabajo que se siguid en la presente
investigacién, cepas de Pleurotus spp. de diferentes lugares del pals se fructificaron
determinandose la coloracion de los esporéforos y esporadas.

Se seleccionaron las cepas que presentaron colores (x:ntrasta_ntes y estables,
recuperandose, por el proceso de desdicariotizacion quimicé,‘ los componentes
monocaridticos (neohaplontes) de- 10 cepas. Se realizbé la hibridizacién de los
neohaplontes (nhs) de las diferentes cepas, determinando la cola‘raqcién de espordforos y
asporadas de los hibridos obtenidos. Se seleccionaron los hibridos amarillos y se efectud
la recuperacion de la progenie meidtica (msp). Asi mismo, se realizd la obtencidn de 1a
este tipo de progenie para las cepas reconstituidas a partir de sus neohaplontes y para
una de las cepas parentales de los hibridoé amérillos. , ‘

Se determinaron los factores de incompatibilidad realizandose apareamientos entre
los nechaplontes compatibles y los monocariotes con tipo de compatibilidad | y Il p_eira las
cepas hibridas, asi como entre los monospéricos con factores de incompatibilidad 1 y 11 de
las cepas parentales. ‘
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7.1 Determinacion de color de esporéforos y esporadas

Para realizar los estudios genéticos sobre la expresién del color de los esporéforos en
el género Pleurotus se requiere en una primera instancia seleccionar cepas que produzcan
de manera estables esporéforos de colores definidos. Por ello en la preéente investigacion
fue necesario obtener cepas de coleccion tanto de origen local como del extranjero
(Cuadro 7.1). Se partid de un conjunto 20 cepas Pleurotus spp., tanto comerciales como
silvestres, Estas fueron cultivadas en paja de trigo para determinar el color de esporéforos
-y esporadas, ya que al inicio de la presente investigacion se contaba Unicamente con la
informacion muy general y subjetiva proporcionada por los responsables de las diferentes
colecciones, respecto a la coloracidon de los esporoforos. A esto debe afadirse la
variabilidad en la coloracién de estas estructuras dentro del género Pleurofus debido a las
condiciones del medio ambiente. Por lo anterior resultaba indispensable obtener las
fructificaciones de las cepas bajo condiciones controladas del laboratorio, para poder
determinar, en forma confiable, la coloracién de los esperdforos y esporadas de cada
cepa. En el Cuadro 7.1 se presentan los resultados obtenidos, la coloracién de
esporoforos y esporada se expresa de acuerdo al diccionario de colores de Maerz y Paul
(1950). Es importante indicar que actualmente en México la mayoria de los trabajos que
informan sobre el color de los espordforos de cepas de Pieufotus spp., Unicamente indican
el color apreciativo que tienen estas estructuras, el cual resulta muy subjetivo dada la
diversidad de formas de percepcién del color que cada investigador tiene. Sin embargo, la
utilizacién de los atlas de colores permite una mejor caracterizacién de este atributo
estableciendo una identificacion objetiva de la coloracion de los cuerpos fructiferos y
esporadas de las diferentes cepas de Pleurotus spp. (Zervakis y Balis, 1991, Vilgalys, y
Sun, 1924). Se logré establecer asi una coleccion importante de cepas dicaridticas de
Pleurotus spp. que producen cuerpos fructiferos de colores diversos (ver Figura 7.2).
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CUADRO 7.1 CEPAS DICARIOTICAS DE Pleurotus spp. SELECCIONADAS PARA ESTUDIAR LA

EXPRESION DEL COLOR,

Procedencia Crocimi celial? Color'

C_ep a (Especie reportada) {;?%H}lill‘;tO ilmpe}a :

a) po/Abundancia) Esporéforo Esporada
ECS8130  Ecosur Chinpas, Méx. (Plenrotus sp.) r | R Rosa claro (1/7D) Durazno (10/5B)
ECS8127g  Ecosur Chiapas, Méx. (Pleurotus sp.) r Marrén pardusco (12/2B) Purpura palido (3/7B)
ECSD?R Ecosur Chiapas, Méx. (Plenroius sp.) A Rosa; claro {1/7D) Durazno (10/5B)
EC5187 Ecosur Chiapas, Méx. {P. citrinopilatus} F R Amarillo fuerte (/1K) Rosa pélidd (3/1B)
IAP Ede. Veracruz Méx, (Pleurotis sp.) A X Marfil (10/2B) Lilidcen (-42"313)I
IB67 U, de Guadalajara, Méx. (Plenrotus sp.) A EX Gris rosdceo (3/1B) Pardusco-amarille (10/2A)
IB67-2 U. de Guadalajara, Méx. (Plenrotus sp.) F R Marfil (10/2B) Pargusco-amaritlo (10/2ZA)
1B67-3 U. de Guadalajara, Méx. (Plewrotus sp.) F R Marfil {10/2B) Pardusco-amarillo (10/2A)
TE136 Inst. Feologia, Méx. (7. cofumbinis) F R Giris azuloso (41/7A) Lila claro (41/283)
TE200 Inst, Eeologia, Méx.(P. diamor var, diamor) A HY Bl;;llca {2'1A) Dlanco (2/1A)
TIE201 Inst. Ecolopia, Méx.(P. diamor var. diamor) A R Blanco (2/1A) Blanco {2/1A)
IE202 hast. - Boologlu,  Mex(ls - djamor - var A EX Rosa coral {2/9F) Dutazno (10/53)

salmoreostraminens)

INI8 Inst. Ecologia, Méx. (P. osireatus) F EX Mareén pardusco (12/2B) Rosa pilido (3/1B)
P Qﬁebec, Canadd (Pleurotus sp.) A EX | Murfil (10/2B) Pardusco-amarille {10/2A)
P15 Pleos, Italia (Plenrotus sp.) r R Gris (35/4A 0 36/6A) Pardusco-arlna-rilb (10/2A)
PLEUS KICO, PUEBLA, Méx. (Plenrotus sp.) T LX Canela (12/7E) Rosa pilido (3/1B)
PCRO Stamets, USA (P. ostreatoroseus) F R Rosa perla (L/ZF) Durazno tlofsa).
RP Productor en D.F., Méx. (Plenrotus sp.) A R Rosa t":pcra (1/8B) Durazno (10/5B)
UAP7 _U. de Puebla, Méx. (Pleurotus sp.) A EX Arena (13/6C) Parpura palido (3/78)
UAP9 U. de Puebla, Méx. (Pleurotus sp.) A EX Marfil (10/2B) Parpura pélide (3/78)

1. B! color de cuerpos liuctitoros v eporadas de acuerdo a Maerz y Paul (1950)
2. Crecimienlo micelial; Tipo: A = algodonoso, F = filamentoso, Abundanein: Ex = exuberante, R = regular.
Purdmetros de [fructificacién: 17 = 15-30 °C, humedad (T1.R), 85-95%, ciclo 12 h fuz-obscuridad, ventilacién continua,
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Figura 7.2 Cepas de colores de Pleurotus spp

Es importante sefialar que en el Cuadro 7.1 sdlo se presenta el color que se
considero predominante, por 1o que a continuacion se hace una descripcién mas detallada
de los colores abtenidos. Para la evaluacion del color se utilizé primeramente el atlas de
colores de Kuppers (1979). Una vez determinados los colores caracteristicos de las cepas,
se realiz6 la identificacion con el diccionario de colores de Maerz y Paul (1950) para
asignar las claves y nombres de cada color (Zevakis y Balis, 1991).

Los esporéforos de la cepa EC3130 presentaron coloracion de rosa claro a rosa
hortensia (1/7D a 2/7E) mientras que en el conjunto de esporas la coloracién fue durazno
(10/5B). Con respecto a la cepa ECS127 se puede observar que presenta los subindices
(G) vy (R) esto se debe a que a pesar de que se solicitd la cepa rosa (R}, el ECOSUR
(Chiapas) proporcioné en una primera instancia una cepa gris con esa denominacion,
situacién de la gue nos percatamos hasta el momento de fructificarla. Posteriormente se
obtuvo del ECOSUR la cepa rosa ECS127x cuyos espordforos fueron de color rosa claro a
rosa hortensia (1/7D a 2/7E) y el color de las esporas fue el mismo que para la cepa
ECS130.

TESIS CON
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La cepa ECS127 exhibié una coloracion de espordforas entre ambar blanco y marrén
pardusco (11/1C a 12/2B), con color de esporada plrpura palido (3/7B). Para Ié cepa
ECS187 los esporoforos presentaron coloracién de verde amarillo cl_ard, amarilio claro y
amarillo fuerte (9/1F, 8/11 y 9/1K), las esporas fueron de color rosa pélido (3/1B). La cepa
IAP generé esporéforos de color arenisca, marfil a pardusco amarillo (10/3B, 10/2/B a
10/2A), y |la esporada presentd un color liliaceo (42/3B).

En la cepa IBG7 color gris roséceo, que inicialmente se proporciond por la U. de
- Guadalajara con indicacion de coloracién rosa, después de obtener:los esporaforos y
comprobar que no era asi, se decidio solicitarla de nuevo en dos ocasiones, por lo que se
trabajaron tres tipos 1B67, IB67-2, 1B67-3 de esta cepa. La coloracién de los esporéforos
de la cepa IB67 fueron entre naranja grisaceo, gris rosaceo y ambar blanco, beige mie}
(4/2C, 3/1B y 11/1C, 11/6C), con color de esporadas pardusco a‘_mariHo (10/2A). La cepas
IB67-2 y 1B67-3 mostraron colores de esporoéforos marfil y arenisca (10/2B y 10/3B), con el
mismo color de esporada de la cepa IB67. Para la cepa [E136 los cuerpos fructiferos
dieron coloraciones con diferentes tonos que van desde, gris claro, marfil obscure hasta
gris azuloso, gris acorazado, platino (4/7A, 12/3C a 41/7A, 45/4A, 45/3A),'el color de
esporada fue lila cléro (41/2B o 42/3C). Las cepas IE200 e IEZO‘I exhibieron color blénc_q
tanto en los esporéforos como en la esporada (2/1A). En la cepa 1E202 los esporéforos
mostraron coloracién de rosa coral a flor de durazno (2/9F a 2/9B), y esporas de color
durazno (10/5B).

INI8 presentd fructificaciones con coloracion entre marron pardusco y color almendrg,
'y nuez (12/2B y 13/6B y 13/5B), con esporadas‘rosa palido (3/1B). Eh el caso de la cepa
P15 os espordforos tuvieron color gris (35/5A y 36/6A), con esporada pardusco amarillo
(10/2A). La cepa P5 dio coloraciones entre marfil y arenisca (10/2B y 10/3B) y en el
conjunto de esporas la coloracidn fue pardusco amarilla (10/2A). PLEUS origind

espordforos color canela o salvado (12/7E o 12/7D) y las esporas rosa pélido (3/1B).

La cepa PORO mostrd espordforos con coloraciones rosa perla (1/8F) y esporada
color durazno (10/5B). En RP los espordforos fueron color rosa opera a durazno (1/8B o
1/8C a 2/9A o 2/9B) y esporada color durazno (10/5B). En la cepa UAP7 la coloracion de
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los espordfaros fue arena o corcho (13/6GC o 12/7B) con color de esporada purpura palido
(3/7B). Finalmente UAP9 exhibi¢ fructificaciones con color entre parde amarillento y marfil
(12/6B a 10/2B) con esporada del mismo color que la cepa UAP7.

En algunos casos la coloracion de los esporoforos que se determind no coincidié con
la reportada por los donantes, lo cual probablemente fue resultado de las diferencias en
las condiciones de cultivo utllizadas asi como a la naturaleza subjetiva de la
caracterizacion que hicieron del color observado. Se encontrd .por gjemplo, que las cepas
- 1B67, |B67-2 y IB-67-3, que fueron donadas como cepas - productoras de .espordforos
rosas, exhibieron colores marfil, arena y gris. Se observa en el Cuadro 7.1 gue |os
esparoforos de las cepas ECS127g, ECS130, IE202, PORQO y RP presentaron una
coloracion rosa, la cual permanecié a lo largo de la primera cosecha, las cepas 1E2OOI e
[E201, presentaron color blanco, la ECS187 color amariilo, miehtras que el resto de las
cepas mostraron colores desde gris (IB67, IE136 y P15), marfil y arena (1B67-2, IB67-3,
IAP, P5 UAPS y UAP7), hasta amarillo pélido y canela (INI8, EGS127s, y PLEUS).

En cuanto a las esporadas, se observé una variacién del color de las diferentes cepas.
Por lo regular fueron color durazno en las cepas con esporéforos rosa, blanco en las
cepas con esporoforos blancos, pardusco amarillo en las cepas de espordforos de color
marfil, rosa palido en las cepas con fructificaciones de colof amarillo palido, y purpura y lila
claro en las cepas con espordforos marfil y gris.

Es importante considerar que para los estudios genéticos sobre el color de los
esporéfdros es esencial disponer de cepas de Pleurofus que muestren estabilidad de este
parametro, por lo que debido a que en trabajos anteriores se ha establecido un efecto de
la temperatura en el cambio de coloracion de los espordforos (Li, 1980), se considerd
conveniente evaluar la coloracion de los espordforos de las cepas que presentaron colores
contrastantes (ECS127g, ECS130, IE200, IE201, IE202, PORO y RP), a una temperatura
de 15 °C. Se observd que no hubo cambio en el color de los espordforos, conservandose
los colores blancos y rosas respectivos. De esta forma se disponia ya de los elementos
necesarios para realizar la seleccion de las cepas para este estudio. Se contaba ya con
cepas que producian espordforos de colores estables y contrastantes. De ellas se
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seleccionaron diez cepas, ECS127g, ECS187, 1B671, |E200, IE201, IE202, INI8, P15,
PORO y RP (Figura 7.1), para iniciar los estudios genéticos de expresion del color. En
esta etapa del trabajo fue necesario efectuar la obtencién de loé compohentes
monocaridticos: de cada una de las cepas, por lo que se realizd el proceso de
desdicariotizacion quimica. |

7.2 Recuperacion de neohaplontes de cepas de Pleurotus spp.

_ Se efectud la desdicariotizacion de las 10 cepas de colores de Pleurotus (ECS127g,
ECS187, IB671, IE200, IE201, 1E202, INI8, P15, PORO y RP). En el Cuadro 7.2 se
presenta el nimero total de neohaplontes recuperados para cada cepa. La cantidad de
neohaplontes obtenidos para las cepas IB67, IE202, INI8 y P15 'véric'). de 5 a 7. Con ei
resto de las cepas el nimero varié entre -8 y 12. El nimero de componentes
monocaridticos obtenido en general fue pequeno comparado con los repories d_é _’trébaj_os
previos, en los que el nimero de neohaplontes obtenidos vari6 entre 27 y 45 (Leal-Lara,
1980). Se observa que a pesar del nimero pe,queﬁo de componentes monocaridticos
obtenido, la recuperacion fue simetrica con el método de desdicariotizacién quimica

empleado, de acuerdo a los valores de 2 obtenidos para una proporcion 1:1

Estos resultados coinciden con los de Leal-Lara (1980), encontrandose los dos tipos
de neohaplontes en iguales proporciones. También se comprueba que el medio de cul,tivb
utilizado, peptona-glucosa al 20%, sirvié para desdicariotizar las cepas de FPleurotus, pbr lo
que se atribuye que la peptona resultd eficaz para producir ’Ia d_es'dicariot-izacién. (Leal-
Lara, 1980; Arteaga-Santillan et al., 1996).

Sin embargo, es necesario mencionar que fue necesario realizar modificaciones al
método de obtencién de nechaplontes empleado por estos autores (ver Materiales y
métodos), ya gue se tenian problemas para obtener los componentes monocarioticos y al
madificar los tiempos de homogenizacidon se permitid que los neohaplontes pudieran

crecer en las placas de EMA.
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CUADRO 7.2. RECUPERACION DE COMPONENTES MONOCARIOTICOS (NECHAPLONTES) DE CEPAS DE

Pleurotus spp. '
Dicaridticas de N . o recuperacién simeétrica*
Pleurotus spp. Esporéforos Total Tipo nhl Tipo nh2 (nh1:nh2 = 1:1)

ECS127 Gris - 12 6 6 0.00
ECS187 Amarillo 8 5 3 0.50
1B67 Gris 5 2 3 0.20
[E200 Blanco 15 8 7 0.06
IE201 Blanco 12 7 5 0.33
1E202 Rosa 5 3 2 0.20
INIB Gris 2 5 1.28
P15 Gris 7 4 3 0.14
PORO Rosa 11 8 3 2,27
RP Rosa Y 3 O 1.00

* »* de tablas (P = 0.01)=11.34, Valores de ¢ menores al valor de tablas indican que no hay diferencias estadisticas significativas.
! El colar de los espacdfaros corresponde a la escala de colores bisicos.

7.3 Hibridizacién entre nechaplontes de cepas seleccionadas

Los componentes monocarioticos de las cepas de colores de Pleurotus spp., se
aparearon en todas las combinaciones posibles, para estudiar la expresion y estabilidad
de los colores en los nuevos hibridos. Al aparear los neohaplontes se observo la présencia
de cinco grupos interestériles (Cuadro 7.3). Dentro del primero se encuentran las cepas
IB67, IE200, PORO y RP con colores gris, blanco y rosa, respectivamente, agrupandose
sus neohaplontes dentro de 2 tipos de compatibilidad con factores totalmente distintos, el
AmBm v el AxB,. En el segundo grupo estén contenidas las cepas IE201 e IE202,”cuyos
espordforos presentaron color blanco y rosa respectivamente; .de igual forma se agrupan
los neohaplohtes en los tipos de compatibilidad A.Bo y AgBp. Como se puede observar, las
cepas rosas y blancas se encuentran en estos dos grdpos intereétériles. No obstante,
cabe también la posibilidad de que los tipos de inéompatibilidad de estos dos grupos
resultaran tipos complementarios entre si, es decir que ios factores del grupo 2 fuesen

AmBn v An Bm. Para elucidar esta situacion seria necesario obtener los cuatro tipos de
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compatibilidad de las progenies meidticas de cada cepa dicaridtica lo que permitiria
verificar sus patrones de interhibridizacién.

Los 2 componentes de las cepas INI8 y ECS8127¢ se ubican dentro de un tercer grupo
interestéril con los tipos de compatibilidad AjBy y ABr; ambas cepas presentan color gris
en sus esporoforos.

Tanto el grupo 4 y el 5 estan representados por una sola cepa, observandose que la
cepa amarilla EC8187 (grupo 4) contiene los factores de compatibili,dad AsBs y AiBy, una
situacién similar se presenta en el grupo 5 en el cual se ubica la céba gris P15 con los
factores de compatibilidad A,By y AvBy. '

Como requisito de este estudio se buscaba contar con varias cepas de colores
contrastantes y que fueran interhibridizables entre si, situacién que llevo a descartar las
cepas de los grupos interestériles 3, 4 vy 5 En el caso del grupo 3 ambas cepas
presentaron color gris por [o que no se considerd conveniente seleccionarlas, y los grupos
4 y 5 estaban representados por una cepa,' es decir, que no son interhibridizables' con los
otros grupos, por lo que también se eliminaron. Debido a que las cepas rosas y blancas
quedaron ubicadas en los grupos interestériles 1 y 2, y considerando que en estos grupos
se encuentran las cepas que mostraron colores estables y contrastantes, asi comol la total
compatibilidad entre ellas, se decidid obtener los espordforos de las cepas hibridas
dicaridticas formadas dentro de estos dos grupos, con la finalidad de evaluar la coloracion
esporoforos y esporadas, y la productividad de las cepas hibridas. |
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CUADRG 7.3. TPOS DE COMPATIBILIDAD DE COMPONENTES MONOCARIOTICOS DE CEPAS DE Pleurotus spp.

Grupo 5

Tipos De Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Compatibilidad
AgBy AB, AB, AB, ABq AB, AB, | AB |AB| AB
CEPAS |IB67,|IE200.] PORO, | RP, | IB67, {IE200,| PORO, | RP, [IE201,|IE202, |[E201. [E202,|ECS127,| INI8, (ECS127,) INIB, (ECS187,[ECS187,|F15,| P15,
AxBn| IB6T, - - - - - - - - - - -
[E200, - - - - - - - - - - -
PORO, - - - - - - - - - - -
RP, N - - _ Z - - - N - .
AR, | IBor, - -
IE200, - -
PORQ, - -
RP, - -
AJB, | IE201, _ _
1E202, - -
AB, | IE201, - -
IE202, - -
AB, | ECS127, - -
INT3, - -
AB, | EC8127, - -
INIS, - -
AB, | EC5187, - -
AB; | ECS8187, - -
AR, P15, - - - - - - - - - - - - - - -
AB: P15, - - - - - - - - - - - - - - -
Color en ¢l Dicariote | Giis | Blaw | B |Rom| Gos | Bl | Rom [Roa| Boo | Rowm | Beow  Rom Gus Gos Gos Gis
original TSR0 A0

NIDNEO0 24 VTV

HOD SI5AL

El signo (+) indica formacién de fibulas, apareamiento compatible. Fl signo (-) indica apareamiento incompatible o ausimcia de fibulas.
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Es importante indicar que ofra cepa que presentd un color contratante y estable fue
la cepa amarila ECS187, sin embargo, se descartd debidq a que presentd
incompatibilidad con [as cepas restantes

7.4 Caracteristicas fenotipicas de las cepas hibridas

Con la finalidad de determinar la fertilidad de los hibridos formados, la coloracién de
los espordforos y la productividad (EB), se logro fructificar 13 de los catorce hibridos
_ obtenidos (uno de elios no farmé esporéforos) de los apareamiéntos entre cepas de los
grupos interesteriles 1y 2.

La coloracion de los primordios y esporéforos de los hibridos producidos entre cepas
del grupo interestéril 1: IB67,xIE200,, 1B672xIE200; , I1B671xPORO; , IB672xPORO;
IE200/xPORO;, {E200:xPORO2, [B671xRP2, IB672xRPq, IE2001xRP1, POROxRP2 y
PORO2xRP,, fue muy parecida entre si. Todos los prim'ord_ios de estos hibridds
presentaron una coloracion crema rosaceo, mientras que los esporéforos maduros
tuvieron una coloracion beige, marfil, crema o pardusco. Al aparear los neohaplontes de
las dos cepas del grupo interestéril 2 se obtuvieron dos hibridos, I[E201,xIE202¢ v
IE201,x1E202,, los que sin embargo, presentaron un coior amarillo (Cuadro 7.4, Figura
7.3), color diferente a los caracteristicos de las cepas parentales, la cepa IE201 (blanc.é) y-

la cepa IE202 (rosa) o de los hibridos obtenidos del primer grupo intergstéril.

E| color de las esporadas. de todos los hibridos fue lila claro (41/2B) (Maerz y Paul,
1950). Es importante mencionar que el desarrollo del cuerpo' fructifero en las cepas
hibridas amarillas, mostré una ontogenia distinta en comparacion con las otras cepas
hibridas. En las cepas amarillas, al iniciarse la fructificacion, se desarrollo una
protuberancia o cluster que sobresalié de la superficie del sustrato invadido con micelio,
- sobre la cual después se desarrollaron los primordios de los cuerpos fructiferos. Mientras
que en los demas hibridos, el desarrollo del espordforo se obtuvo a partir de los nodulos

de micelio o primordios que se formaron sobre la superficie del sustrato directamente.
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CuUADRO 7.4 CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE LAS FRUCTIFICACION DE CEPAS HIBRIDAS DE
Pleurotus spp.

CARACTERISTICAS DE ESPOROFOROS

CEPAS TAMARO |PESO COLOR
(em} (@)
GRUPO INTERESTERIL 1
1B67xIE200, 5x7-6x8 9-22 Beige miel (11/6C)
IB67x1E200. | 6x8-7x10 | 9-14 Marfil (10/2B)

1B67xPORO, Ix6-7x8 9-13 Naranja amarillo(11/5C)
IB672PORO, | 7x9-12x14 | 22-55 Pardo amarillo (11/2B)

IB67 xR P 5x7-6x8 9-22 Beige miel (11/6C)
IB67aARP, 7x8-7x10 | 9-14 Beige (11/2C)
IE200xPORO,| 8x8-8x10 § 20-35 Marfil (10/2B)
TE200xPORGO:| 9x10-10x12 { 24-27 Crema (10/3D)
IE200xRP, 5x6-8x8 9-14 Pardo amarillo (11/2B)
POROxRP, | 8x10-13x14 | 23-56 Pardo amarillo (11/2B)
PORO=RP, 8x8-6x16 | 21-38 Marfil (10/2B)
GRUPO INTERESTERIL 2

1E201,xIE202, 6x7 10 Amarillo brillante (9/1K)

IE201xIE202; | 5x6-6x7 11-12 | Amarilio brillante ($/1K)

Nota: Parﬁmetms de fructificacién: T = [5-30 °C, H.R. 85-95%, ciclo 12 h luz-obs., ventilacién continua.

Figura 7.3 Esporéforos de Hibridos obtenidos por el apareamiento de cepas parentales
de Pleurotus spp..
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La presencia de hibridos amarillos planted la interrogante de si se trataba de [a
expresion de un gene recesivo o de una contaminacion genética. Este planteamiento tenia
como base dos aspectos, primero que las cepas parentales no presentaron indicios de
color amarillo en sus espordforos y segundo, que al haber trabajado con una cepa parental
amarilla cabria la posibilidad de una contaminacién genética. La estrategia que se siguio
para resolver esto contempld el apareamiento de los neohaplontes de las cepas ECS127¢,
IE201 y IE202 con la finalidad de reconstituirlas, a partir de sus componentes
. monocaridticos, Se considerd que la cepa EC$127¢ presentaba coloracion gris tipica o
comUn de este género y dado que en la literatura existen reportes de reconstitucion a
partir de sus componentes monocariéticos en cepas con este color (Leal-Lara, 1980), por
lo que su reconstitucién serviria de patrén de comparacion. La fructificacion de las cepas
parentales y reconstituidas ECS127g, IE201 y IE202 conjuntamente con las cepas
hibridas, y la posterior determinacién de la coloracidon de los esporoforos permitio
confirmar que la presencia de esporoforos amarillos esta relacionada con la forma de
expresion del color en este género.

Se observé que tanto la cepa ECS127¢ parental como la reconstituida presentaron
esporoéforos con la misma coloracion gris. Esto indica gue en esta cepa de color gris, el
proceso de desdicariotizacidn quimica no provocd cambios en la coloracion del dicariote
original, 1o que concuerda con reportes previos (Leal-Lara, 1980; Leal-Lara y Eger-
Hummel, 1982). Sin embargo, las 2 cepas reconstituidas 1E201 y IE202 produjeron
gsporéforo amarillos, a pesar de que la cepa parental IE201 produjo nuevamente

esporoéforos blancos y en la cepa parental IE202 nuevamente fueron rosas (Figura 7.4).

En el Cuadro 7.4 se presentan los datos de peso y tamafio, color de primordios y
esporéforos para los trece hibridos obtenidos a partir del apareamiento de los grupds
interestériles 1 y 2. Las cepas hibridas 1B67,xPORO4, IE200:xPORO;, PORO:xRP; y
PORO2xRP1 presenfaron los tamanos y pesos de esporéforos mayores obteniéndose
tamafios de pilec entre 7x9-12x14, 8x8-8x10, 8x10-13x14, 8x8-6x16 c¢m respectivamente,
con pesos que van de 20 hasta 56 g, estas caracteristicas de los esporaforos son atributos
importantes para la comercializacion de los hongos comestibles (Arias-Garcia, 1998;
Paredes, 1996: Paredes et al., 1996). A pesar de que l0s pesos unitarios menores se
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enconiraron entre 9 y 10 g para el resto de las cepas hibridas, estos valores fueron
superiores a los valores de peso unitario de fructificaciones pequefias reportados por
Arias-Garcia (1998) y considerandose gue representan espordforos con calidad regular y

de tamafio mediano (Paredes, 1996; Paredes et al., 1996).

Figura 7.4 Cepas parentales blanca (IE201), rosa (IE202) y cepa reconstituida
(IE202R).

Como se puede observar en el Cuadro 7.5, al primer brote todas las cepas hibridas
rebasaron el 40% de eficiencia biologica (EB). Es importante destacar que el hibrido
tE2011xIE202; del grupo de interestéril 2, presenté la mayor eficiencia biolégica (93.5%),
no encontrandose diferencias significativas en la producciéon del segundo hibrido de este
grupo (IE201,xIE202, respecto a los hibridos del grupo interestéril |, con la excepcién del
hibride IB67:x1E200; que presentd la menor EB (40.9%).
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CUADRO 7.5. RENDIMIENTO (g DE HONGOS FRESCOS/ 100 g DE SUSTRATO SECO) DE LAS

CEPAS HIBRIDAS.
CEPAS RENDIMIENTO (EB*)
g HONGOS FREscoOsM Oﬂg SUSTRATO SECO

GRUPO INTERESTERIL 1

IB67,xRP, 76.3 + 11°
IE200,xPORQ, 733 + &°
IE200,xRP, . 696 £ 1P
POROxRP, 66.8 + 23°
IE200,xPORO, 640 + 4°
IB67.xPORO, 626 + 3°
IB67,xIE200, 61.8 + 11°
IB67,xRP, 520 + 2°
IB67,xPORO, 496 + 4°
POROxRP, 423 ¢+ g°
IB67:xIE200, 409 + 14°
GRUPO INTERESTERIL 2

TE201,xIE202, 93.5 + 20°
1E201,x1E202, 754 + 4°

*Letras diferentes indican diferencias significativas en la eficiencia biclogica de las cepas {xtc)

7.5 Caracteristicas fenotipicas de cepas parentales.

Para evaluar la capacidad real de produccion de cuerpos fructiferos de los hibridos, se
deben comparar con las cepas parentales y otras cepas silvestres de Pleurotus spp. Se
incluyeron 12 cepas, ocho de las cuales fueron utilizadas para la obtencion de los hibridos
antes indicados. Las otras 4 cepas se tomaron como cepas de referencia. En su conjunto
los dos tipos de cepas producian espordforos con coloraciones blanco, gris, rosa vy
amarillo.

En el Cuadro 7.6 se presentan las caracteristicas morfoldgicas de peso, tamario, color
de los espordforos y esporadas obtenidas para las 12 cepas. Las cepas de referencia
presentaron un intervalo de tamafio de pileo entre 3x8-6x8 y 8x10-6x11 cm, con peso de
esporéforos de 13 a 28 g, mientras que el intervalo de tamafio de pileo para las cepas
parentales fue de 5x9-6x9 a 8x10-7x14 ¢m, con pesos que vande 5 a 30 g.
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CUADRO 7.6. FRUCTIFICACION DE CEPAS PARENTALES Y DE REFERENGIA DE Pleurotus spp.

CARACTERISTICAS DEL ESPOROFORO

CEPAS TAMANO PESO COLOR COLOR
CEPAS DE REFERENCIA
ECS127y 5x9-6x9 13-16 Rosa claro (1/7D) Durazno (10/5B)
ECS130 8x10-6x11 14-18 Rosa olaro (1/7D) Durazno (10/5B)
IAP Tx9-9x11 26-28 Marfit (10/2R) Lila (42/3B);
PLEUS 3x8-6x8 21-25 Cancla {1/8F) ‘ Durazno (10/5B)
GRUPO INTERESTERIL 1 .
B67 . 8x8-7x9 5-8 Gris rosdceo (3/1B) Pardusco (10/24)
TE200 8x10-7x14 16-30 ) Blanco (2/1A) Blaneo (2/1A)
POROS 5x9-6x9 13-16 Rosa perla (1/8F) Rosa pilido (3/1B)
RP 6x10-9x11 26-30 Rosa opera (1/2R) Durazno (10/5B)
GRUPO INTERESTERIL 2
IE201 8x10-7x11 15-25 Blanco (2/1A) | Blanco (V1A)
[E202 7%9-9x11 25-50 Rosa coral (2/9F) | Durazno (10/5B)
GRUPO INTERESTERIL 3
INIS l Tx8-6x12 | 20-25 I Maeron purdusco (12/28) | Rosn pilido (3/11B3)
GRUPO INTERESTERIL 4
BCS187 [ 8x10-6x11 | 12-16 | Amarillo fuerte (9/1K) " Rosa pilido (3/18)

Parametros de fructificacion:T = 15-30 °C, H.R. 85-85%, ciclo 12 h luz-obs., ventilacién contlnua,
A excepcion de la cepa IB67, las 11 cepas utilizadas en esta etapa de! trabajo
producen esporéforo grandes o medianos (Paredes, 1995) de calidad buena a regular
(Arias-Garcia, 1998).

El Cuadro 7.7 contiene los valores de la eficiencia bioldgica (EB) para el primer brote
de las cepas parentales y de referencia. Como se puede observar, se obtuvo un intervaio
de eficiencia entre 127 y 48%. Se realizé un andlisis de varianza con los resultados de
eficiencia bioldgica obtenidos, encontrandose diferencias estadisticas significativas entre
los rendimientos de las 12 cepas evaluadas F(11,24)=32.71 (p<0.0001). A continuacién se
utilizd la prueba de Duncan para determinar las cepas mas productivas, que como pusde
observarse en Cuadro 7.7 se formaron 3 grupos, en el primer grupo ubicamos a las cepas
IAP, IE201 y RP, las que presentaron los maximos valores de productividad: 112, 120 y

127% respectivamente, por lo que se les puede considerar cepas altamente productivas.

En el segundo grupo el intervalo de EB varié entre 73% y 108% y lo integraron las
cepas ECS127g, ECS130, ECS187, IE200, INI8, PORC y P1 EUS, se puede considera que
este grupo tiene una productividad aceptable. El tercer grupo lo formaren las cepas IB67 e
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IE202 con valores de EB de 48% y 51% respeciivamente, siendo estas las menos
productivas.

CUADRO 7.7. RENDIMIENTO (g DE HONGOS FRESCOS/ 100 g DE SUSTRATO SECO) DE LAS CEPAS
PARENTALES Y DE REFERENCIA.

CEPAS RENDIMIENTO (EB*)
g HONGOS FRESCOS/1 009 SUSTRATO SECQ
CEPAS DE REFERENCIA '
IAP - 1128 £ 2°
ECS130 108.0 + 7°
ECS127x 951 £ 33°
PLEUS 84.0 % 15°
GRUPO INTERESTERIL 1
- RP 127.1 + 29°
1E200 102.1 + 20°
POROS 786 + 2°
1B67 521 £ 2°
GRUPQ INTERESTERIL 2
IE201 120.0 + 19°
TE202 481 + O°
GRUPO INTERESTERIL 3
INT8 | 735£ 1"
GRUPO INTERESTERIL 4
ECS187 | 98.5 + 11°

*Letras diferentes indican diferencias significativas en la eficiencia bloldgica de las cepas (ko)

Se realizo el andlisis de varianza de una via considerando la eficiencia bioldgica de las
cepas hibridas, de las cepas parentales y de las de referencia (Cuadro 7.8) detectéandose
diferencias estadisticas signifiéativas F(24,74) = 4.26, p<0.0001. En el Cuadro 7.8 se
presentan los grupos obtenidos con las cepas parentales e hibridas al aplicar la prueba de
Duncan, chservandose la formacion de 5 grupos. En el grupo con més bajos rendimientos
(40.9 a 76.3%), se ubicaron la mayoria de las cepas hibridas, exceptuando la cepa
IE201.1xIE202;, junto con las cepas parentales 1E202, EC8127g, I1B67 e INI8. En un
segundo grupo (b) se encuentran la cepa comercial PLEUS con una eficiencia del 84% y
la cepa PORO con 78.6%.
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CUADRO 7.8. CLASIFICACION DE LAS CEPAS HIBRIDAS Y PARENTALES DE ACUERDO AL
RENDIMIENTO (g DE HONGOS FRESCOS/ 100 g DE SUSTRATO SECO).

CEPAS RENDIMIENTO (EB*)
g HONGOS FRESC0S/100g SUSTRATO SECO
CEPAS PARENTALES
CEPAS DE REFERENCIA
IAP 1128 + 2°
ECS130 : 108.0 + 79
ECS187 ' 6.5 £ 11°
ECS127x 95.1 + 33°
PLEUS 84.0 + 15°
INI8 735 + 1°
GRUPO INTERESTERIL 1
RP | 1271 1 29° 3
1E200 1024+ 20°
PORO 7868 £ 2°
IRG7 521 + 2°
GRUPQ INTERESTERIL 2
IE201 120.0 + 19°
IE202 481 % 9°

S ... CEPAS HIBRIDAS
GRUPO INTERESTERIL 1

- IB67,xRP, 76.3 + 11°
IE200,xPORO, 733 + 6°
TE200,xRP, 696 + 1°
POROxRP, 66.8 + 23°
1E200.xPORO, 64.0 + 4°
IB67:xPORO; - 626 + 3°
IB67,x(E200, 61.8 * 11°
IB67,xRP, 520 = 2°
IB67,xPORO; 498 + 4°
PORO.xRP, 423 + §g°
1B67,xIE200, 409 + 14°
GRUPO INTERESTERIL 2

1E201,xIE202, 934 + 20°
1E201,x1E202, 754 + 4°

*Letras diferentes indican diferencias slgnificativas en fa eficiencia bioidgica de las cepas (xtc)
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La cepa hibrida IE2014xIE202;, y las cepas silvestres ECS127r, ECS187, IE200,
formaron el grupo ¢, con rendimiemtos entre 93 y 102%. El grupo d fue formado por las
cepas IAF y la cepa ECS130 con 112 y 108% de EB respectivamente. Por Ultimo, las
cepas IE201 (120%) y RP (127%) conformaron el grupo e, con los mas altos rendimientoé.

Al comparar |os rendimientos producidos por las cepas hibridas y las parentales del
grupo interestéril 1 se observé que todos los hibridos se encuentran junto con la cepa
parental [B67 dentro del grupo con mas baja produccién aln en los apareamientos con
“algunos de los componentes monocaridticos de las cepas mas productoras (IE200 y RP).
En el caso del grupo interestéril 2 se observd que junto con a cepa parental IE202 (48.1%)
el hibrido IE201,xIE202; también se encuentra dentro del gruﬁ:o con mas bajos
rendimientos, mientras que el segundo hibrido [E2011xIE202; presenta un mayor
rendimiento, si bien todavia por debajo’ del rendimiento obtenido por la cepa parental
[E201.

7.6 Estudio de expresidn del color en progenie de hibridos amarillos.

Los resultados antes mencionados (ver Cuadros 7.4 y 7.6) dejan abiertas diversas
preguntas. Si bien las cepas con cuerpos fructiferos blancos y rosas quedaron integradas
dentro de 2 grupos interestériles, todos los hibridos formados por el primer grupo
interestéril generaron espordforos de color gris, mientras que de manera inesperada los
hibridos obtenidos a partir de las cepa parentales ubicadas en el grupe interesteril 2
~presentaron un color amarillo, es decir, que a partir de las cepas blanca y rosa se
obtuvieron cepas con esporoforos de color amarillo.

Estos resultados generaron varias interrogantes tales como: ¢los neohaplontes
obtenidos realmente corresponden a las cepas parentales blanca y rosa?, ;es probable
que haya ocurrido una contaminacién genética con la cepa parental amarilla ECS1877, el
proceso de desdicariotizacién provocd alglin cambio genético?, o bien ¢el color amarillo
de los esporéforos formados se debe a una forma de expresion de la informacion genética
contenida en las cepas originales? Con el objeto de resolver estas preguntas, se

establecieron varias estrategias experimentales.
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Primeramente se decidid realizar un andlisis de la progenie de los hibridos con
esporéforos amarillos que se obtuvieron al aparear los neohaplontes de las cepas IE201 e
IE202. Estas progenies meidticas se aparearian con los nechaplontes parentales

compatibles |E2014, 1E2012, IE202, e IE202; para evaluar el color de los esporoforos
producidos.

Con ello, a partir de las pruebas de compatibilidad entre material genético de cepas
hibridas y parentales, se descartaria la posibilidad de una cont_a’mihac_ién con méterial
genético de los neohaplontes o basidiosporas de la cepa amarilla ECS187. Esto resultaba
necesario ya que dicha cepa fue manipulada simulténeamente a las cepas hibridas y
parentales. De esta forma se buscaba adicionalmente determinar sri se regeneraban los
colores originales de las cepas parentales blanco o rosa.

7.6.1 Recuperacion de la progenie del hibrido IE2012xlE2021.

Para clasificar |la progenie, una vez aislados los monocariotes y confirmada la
ausencia de fibulas en cada colonia se procedid, en una primera etapa, a identificar las
colonias monocaridticas con los tipos de compatibilidad parental.

Los 47 monocariotes (msp) recuperados de esta progenie fueron apareados con los 2
tipos de neohaplontes correspondientes a las cepas parentales, [E201; e [E202,,
respectivamente. AI revisar las cruzas al microscopio fue posible identificar 10
monocariotes del tipo IE2012 y 12 del tipo IE202; (Cuadro 7.9, stapa 1).

'Para la identificacidn de los monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante, en
la segunda etapa, se tomaron los monocariotes msp25 y msp10. (con probables tipo de
compatibilida'd Il o V) y se aparearon con los 25 monocariotes que no habian dado
reaccion positiva con las dos cepas parentales. En este caso, con el monocariote msp10
fue posible identificar 17 monocariotes con el tipo Il y con el msp25 se identificaron 8
manocariotes pertenecientes al tipo 1V (Cuadro 7.9, etapa 2). -
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CUADRO 7.9, CLASIFICACION DE LA PROGENIE DEL HIBRIDO IE201,XIE202 EN
LOS TiPOS DE COMPATIBILIDAD.

Germinacién de esporas y aislamiento
de progenie monosporica (47 cultivos
monospdaricos)

/

ETAPA 1

Apareamiento  de  progenie
monospoérica con nechaplontes
parentales IE201; (1), IE2024 (1)

ETAPA 2

l

CULTIVOS MONOSPORICOS DE
TIPO PARENTAL
Clasificacién en funcion
al tipo de neohaplontes
parentales
TiPo | Tiro |l
(IE201,) (IE2024)
9 3
16 8
18 156
17 22
24 27
26 30
29 33
45 44
50 46
52 54

55

57

Numero total de
monosporicos
10 | 12
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Y

Apareamiento  de  progenie |
monosparica con monospéricos
msp25 (11}, msp10 (IV).

CULTNOS MONOSPORICOS DE
TIPO RECOMBINANTE '

Clasificacién en funcion
al tipo de monospdricos

msp25y msp10
Tiro - Tiro IV
(msp25) | (msp10)
4 | 43 - 2
5 47 10
11 | 48 19
13 51 18
20 56 32
21 34
23 37
25 53
31
32
35
26

Ndmero total de
monosporicos
17 8




CUADRO 7.10. CLASIFICACION DE LA PROGENIE DEL HIBRIDO IE201,X1E202; EN
LOS TIPOS DE COMPATIBILIDAD -

Germinacion de esporas y aislamiento
de progenie monospdrica (51 cultivos
mMonosporicos) '

_—

ETAPA 1 ETAPA 2

Apareamiento de  progenie Apareamiento . de  progenie
monosporica con nechaplontes » monosporica con monosporicos
parentales 1E2014 (1), IE202; (l1) msp3 (lil), msp15 (1)

| |

CULTIVOS MONOSPORICOS DE CULTIVOS MONOSPORICOS DE

TIPO PARENTAL __TIPO RECOMBINANTE

Clasificacién en funcién Clasificacién en funcién

al tipo de neohaplontes al tipo de monospo6ricos
parentales msp3 y msp15

TIPO | TIPO Il Tirolll -} TIPOIV
{IE201,) (E202;) (msp3, 15) (msp)

1 2 3 44 6
4 8 5 46 9
19 16 10 | 47 11
30 A7 13 | 54 12
34 25 15 59 21
36 28 18 81 35
39 40 26 42
48 43 27 45
52 50 29 51
55 57 32 53
58 37 56
41 60
Numero total de Namero total de
monosporicos monosporicos
10 11 18 12
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7.6.2 Recuperacion de la progenie del hibrido IE2014xIE202..

De la progenie de este hibrido se aislaron 51 monocariotes y al aparearlos con los
dos nechaplontes parentales, se identificaron 10 monocariotes del tipo IE201, y 11 del tipo
IE202; (Cuadro 7.10, etapa 1). En la segunda etapa, para identificar los 'monocariotes' con
tipo de compatibilidad recombinante (tipos Il y IV) se tomaron los monocariotes msp3 y
msp15 (con probable tipo (Il o IV) y se eruzaron con los 30 monocakio_tes que no habian
sido clasificados. En este caso, tanto el monocaribt'e 3 como el 15 resu’ltéroh ser del
mismo tipo, ambos dieron apareamientos paositivos con 18 monocariotes I_bs que fueron
catalogados como del tipo llI, y los 12 monocariotes restantes (msp) se clasificaron como
tipo IV (Cuadro 7.10, etapa 2). -

7.6.3 Caracteristicas fenotipicas de cepas hibridas progen_ie.

Una vez caracterizados los factores de compatibilidad de las progenies meidticas de
los hibridos amarillos IE201:xIE202 & IE2011xIE202,, se aparearon los monosporicos con
tipo de compatibilidad | 6 I de ambos hibridos con los nechaplontes parentales
compatibles correspondientes. Las cepas dicaridticas obtenidas se hicieron fructificar para

determinar sus caracteristicas fenotipicas.

En el Cuadro 7.11 se muestran los resultados de los apareamientos compatibles
entre las dos clases de monocariotes utilizados. En todos los casos se detecto la
presencia de fibulas que indican una reaccién positiva es decir la formacién de un
dicariote. E! nechaplonte IE201,, formé cepas dicaridticas con 12 monosporicos del hf_brido
IE2012xIE2024. Con el neohaplonte parental IE2024 se cruzaron 10 monosporicos de este
hibrido.

El color de los cuerpos fructiferos de las cepas dicaridticas formadas al aparear la
progenie monosporica de la cepa hibrida 1E201:xIE2024 con los nechaplontes compatibles
correspondientes aparece en el Cuadro 7.11. Es importante explicar que en todas las
cepas dicaridticas, la fase de incubacion del micelio en paja se completo en un tiempo
corto de 15-20 dias, periodo en el que el micelio invadié totalmente la paja, sin embargo,
no todas las cepas fructificaron.
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Para el caso de los apareamientos de los cultivos monosporicos de tipo parental con
el neohaplonte IE2024, unicamente 4 de las 10 cepas dicaridticas presentaron formacion
de cuerpos fructiferos; estos fueron amarillos {ver Figura 7.5) y se deéarrollaron a partir de
un “cluster” o protuberancia de micelio a manera de cabeza de brécoli que sobresalia de la
paja invadida (ver Figura 7.6). Es importante indicar que esta morfologia fue caracteristica
de todas las cepas hibridas amarillas que se obtuvieron en este estudio,
independientemente del origen de los componentes monocariéticos. utilizados,

Una situacién similar se observé en los apareamientos correspondientes con el
nechaplonte IE201;, donde el 50% de las cepas dicaridticas formaron cuerpos fructiferos,
gue en todos los casos fueron amarillos y se formaron a partir de “clusters”.

Como se puede observar en el Cuadro 7.12, el neohaplonte IE2014 se a_p_areé con 11
monospdricos de la cepa hibrida [E201,xIE2022. En el caso del nechaplonte {E202; se
apareo con 10 Monosparicos progenie. ‘

En el Cuadro 7.12 se indican el color de los espordforos obtenidos por los
‘apareamientos entre la progenie monospoérica de tipo parental de la cepa hibrida
IE2011xIE2022 con los neohaplontes correspondientes. En este caso, el tiempo-de invasion
del sustrato por estas cepas fue también de 10-15 dias. Sin embargo, el porcehtaje‘ de |

cepas hibridas capaces de fructificar fue mayor.

E! 80% de las cepas dicaridticas obtenidas de los apareamientos con el neohaplonte
IE201, fructificaren formando en todos los casos cuerpos fructiferos de colbr amarillo. Con
el neohaplonte 1E202; de las 8 cepas dicaridticas que fructificaron, 6. produjeron
espordforos totalmente amarillos y en dos casos presentaron tonalidades rosaceas. En
todos los casos hubo presencia de “clusters”.
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CuADRO 7.11. COLOR DE LOS ESPOROFOROS PRODUCIDOS AL APAREAR LA PROGENIE DE TIPO
PARENTAL DEL HIBRIDO IE201:XIE2024 CON LOS NEOHAPLONTES PARENTALES

COMPATIBLES.
APAREAMIENTOS
: COLOR DEL
CULTIVOS ‘ P
MONOSPORICOS DE | NEOHAPLONTE | ESPOROFORO
TIPO PARENTAL PARENTAL '
TIPO | MONOSPORICO | COMPATIBLE
TipOI. | . 9 Amarillo
IE2012 | 16 IE202,4 Amarillo
18 | Amarillo
17 (. NF
24 ) ' NF
26 NF
29 NF
45 NF
50 NF
52 Amarillo
TiPoO Ii 3 Amarillo
1E2024 8 1E201; NF
15 Amarillo
22 Amarillo
27 Amarillo
30 Amiarillo
33 NF
44 Amarillo
46 NF
54 NF
55 NF
57 NF

NF indica que no fructificé. En todos los casos de farmaclén de espordforos hube presencla de
“clusters” al inlclo de la fructificacidn. ’
Parametros de fructificacion: T = 15-30 °C, H.R. 85-95%, ciclo 12 h luz-obs,, ventilacion continua.
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CUADRO 7.12. COLOR DE LOS ESPORGFOROS PRODUCIDOS AL APAREAR LA PROGENIE DE TIPO
PARENTAL DEL HIBRIDO IE201,1XIE202; CON LOS NEOHAPLONTES PARENTALES

COMPATIBLES,
APAREAMIENTOS |
: COLORDE
CULTIVOS .
MONOSPORICOS DE | NEOHAPLONTE | ESPOROFORO
'TIPOPARENTAL PARENTAL
TIPQ MONOSPORICO | COMPATIBLE
Tiro1 | 1 Amearillo
IE201 4 1IE202;. NF
19 Amarillo rosa
| 30 Amarillo
34 ' NF
36 Amarillo
39 Amarillo rosa
48 ‘ Amarillo
52 Amarillo.
55 Amairillo
TiIFO It 2 Amarillo
IE202, 8 IE201, NF
16 Amarillo
17 Amarillo
25 NF
28 Amarillo
40 Amariilo
43 Amarillo
50 Amarillo
57 Amarillo
58 Amarillo

NF Indica que na fructlficé, En todos los casos de formacidn de espordforos hubo presencia de
“clusters” al Inicio de la fructificacion. e
Parametros de fructlficacion: T = 15-30 °C, H.R. 85-95%, ciclo 12 h luz-obs., ventilacidn continua.
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Figura 7.5 Espordéforos obtenidos del apareamiento entre neohaplontes compatibles de
cepas parentales IE201 e IE202 y monospbricos de cepas hibridas IE2011xIE202; e
IE201:xIE202,

Figura 7.6 Formacion de protuberancia o “clusters” en cepas hibridas IE2014xIE202, e
IE201,xIE202,

TESIS CON
66 FALLA DE ORIGEN




7.7 Estudio de expresion del color en progenie de cepa parental.

Otras de las estrategias que se siguieron para el estudio de la expresién del color
consistieron en el analisis de progenies monospéricas de cepas parentales IE201 e IE202
y de la cepa reconstituida IE202r (a partir de sus neohaplontes respectivos). El
apareamiento de la progenie¢ monospdérica de estas tres cepas con los neohaplontes
parentales compatibles respectivos, permitiria descartar la posibilidad de contaminacion
genéti'ca con la cepa amarilla ECS187. Asi mismo, las pruebas de apareamiento entre la
progenie monosporica de la cepa IE202g y los neohaplontes compatibles de las cepas
parenfales llevarian a suprimir la posibilidad de que el procesc de desdicariotizacion
provocara alguna mutacion en los componentes monocarioticos recuperados y gque el color
amarillo de los esporodforos de la cepa IE202g fuera producto de»di'cha mutacion.

La determinacion del color en los espordforos de la progenie obtenida a partir de los
apareamientos entre los monosporicos de tipo | y Il de la cepa |E202 permitiria, por un
lado, confirmar que la expresién del color amarillo en los esporéforos para este tipo de
cepas de Pleurotus es independiente del proceso de desdicariotizacion, por lo que se
confirmaria la ausencia de mutacidn debida a este fenémeno. Por ofro lado, advertir la
presencia de un gene o conjunto de genes, que de forma natural se encuentran eh;las
cepas originales parentales, v se expresan bajo las condiciones trabajadas en este
estudio.

7.7.1 Recuperacion de la progenie de la cepa parental 1E201

En este caso de los 25 monocariotes que se aislaron de esta progenie, se identificaron
5 monocariotes del tipo IE201, y 8 del tipo IE201, después de ser apareados con los dos
nechaplontes parentales (Cuadro 7.13, etapa 1). Posteriormente, para identificar los
monocariotes con tipo de compatibilidad recombinante (tipos Il y V) se tomaron los
monocariotes msp8 y msp25 (con probable tipo I o IV) y se cruzaron con los 12
monocariotes que no habian sido clasificados. En este caso con el monocariote msp25 se
identificaron 8 monocariotes de tipo 1l y con el msp8 se identificaron 4 monocariotes cie
tipo IV (ver Cuadro 7.13, etapa 2).
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7.7.2 Recuperacién de la progenie de la cepa parental IE202

De esta progenie se aislaron 37 monocariotes que al aparearles con los dos
nechaplontes parentales se identificaron 6 monocariotes del tipc 1IE202, y 13 del tipo
[E202; (Cuadro 7.14, etapa 1). Para identificar los monocariotes con tipo de
compatibilidad recombinante (tipos Il y IV} se tomaron los monocariotes msp4 y msp20
{con probable tipo 1l o V) y se cruzaron con los 18 monocariotes que no habian sido
clasificados. En este caso con el monocariote msp20 se identificaron 9 monocariotes de

- tipo Il y con el msp4 se identificaron 9 monocariotes de tipo IV (Cuadro 7.14, etapa 2).

7.7.3 Recuperacion de la progenie de la cepa parental reconstituida 1E202x.

La cepa IE202R presento esporoforos de color amarillo (ver seccion 7.4). Esta cepa sé
obtuvo a partir del apareamiento de los dos componentes monoépéricos IE2024 € |IE202;.
Se considerd necesario realizar la recuperacion de la progenie parental de esta cepa con
el motivo de analizar fa compatibilidad de la progenie con los nechaplontes obteniddé dela
cepa original. Con esta estrategia podria corroborarse por otra via que los componentes
genéticos que permitieron ia reconstitucién de esta cepa efectivamente pertenecian a la
cepa rosa IE202, descartando la posibilidad de una contaminacién debida a los

componentes genéticos de la cepa amarilla ECS187.

Se aislaron 38 monocarictes de esta progenie y al cruzarlos con los dos nechaplontes
parentales se identificaron 8 monocariotes del tipo IE202, y 10 del tipo IE202; (Cuadro
7.15, etapa 1). En la segunda etapa para identificar los monocariotes con tipo de
compatibilidad recombinante (tipos Il y 1V) se tomaron los monocariotes msp10 y msp28
(con probable tipo Il o 1IV) y se aparearon con los 21 monocariotes 'que no habian sido
clasificados. En este caso con el monocariote msp28 se identificaron 12 monocariotes de
tipo Ili y con el msp10 se identificaron 9 monocariotes de tipo IV (Cuadro 7.15, etapa 2).
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CUADRO 7.13. CLASIFICACION DE LA PROGENIE DE LA GEPA PARENTAL IE201 EN
LOS TIPOS DE COMPATIBILIDAD

monosporicas)

Germinacién de esporas y aislamiento
de progenie monospodrica (25 cultivos

ETAPA 1
Apareamiento de  progenie

ETAPA 2

monospoérica con nechaplontes
parentales 1E2014(1}, IE2012 (1)

l

CULTIVOS MONOSPORICOS DE
TIPO PARENTAL
Clasificacidn en funcion
al tipo de neohaplontes

. parentales
TIPO TIPO 1]
(IE201,) (IE201,)
2 1
10 6
13 14
16 15
18 19
20
23
26

Ndamero total de

Apareamiento 'de  progenie

» monosporica con monosporicos

msp8(ll_l), msp25 (V)

.

monos

yoricos

5

8

CULTIVOS MONOSPORICOS DE
TIPG RECOMBINANTE
Clasificacion en funcién
al tipo de monospéricos

- msp8.y msp25
Tiro il TiPo lV
(msp8) (msp25)

5 3
7 4
8 9
17 - 25

21 -

22

28

29

Nuamero total de
monospaoricos
8 4




CUADRO 7.14. CLASIFICACION DE LA PROGENIE DE LA CEPA PARENTAL IE202 EN
LOS TIPOS DE COMPATIBILIDAD

- Germinacion de esporas y aislamiento
de progenie monospdrica (37 cultivos
monosporicos)

ETAPA 1 ETAPA 2

Apareamiento  de  progenie
monasporica con nechaplontes
parentales 1E2024 (I}, IE202, (1)

Apareamlento de progenle
monosparica con MONOSPOricos
msp4 (lI1), msp20 (V)

A 4

| 1
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CULTIVOS MONOSPORICOS DE 'CULTIVOS MONOSPQORICOS DE
_TIPO PARENTAL _ TIPO RECOMBINANTE |
Clasificacién en funcién Clasificacién en funcién
al tipo de neohapiontes al tipo de monospéricos
parentales msp4 y msp20
TIPO | TiPo Il PO Il TPo IV
(IE202,) (IE202;) {msp4) (msp20)
7 2 39 1- | 3
9. 3 4 -1
16 6 8 14
17 10 19 20
34 12 ‘ 29 33
36 13 25 21
15 29 24
23 31 26
28 32 27
30
35
38
Namero total de Numero total de
monosporicos monospdéricos
6 13 g 9




CUADRO 7.15. CLASIFICACION DE LA PROGENIE DE LA GEPA PARENTAL [E202, RECONSTITUIDA
EN LOS TIPOS DE COMPATIBILIDAD

Germinacion de esporas y aislamiento
de progenie monosporica (39 cultivos

monosporicos)
ETAPA 1 ETAPA 2
Apareamiento de  progenie Apareamiento de  progenie

Y.

monospdrica con neohaplontes

monosparica  con monosporicos
parentales [E2024 (1), IE202; {Il)

msp28 (lll), msp10 (IV)

l | |

71

CULTIVOS MONOSPORICOS DE CULTIVOS MONOSPORICOS DE
TIPO PARENTAL TIPO RECOMBINANTE
Clasificacion en funcion Clasificacién en funcién
al tipo de nechaplontes al tipo de monospéricos
parentales msp10 y msp28
Tieo | TIPo |l Tiro 11 TIPO IV
(IE2024) (IE202,) (msp10) {msp28)
2 1 6 8
7 4 8 10
9 21 12 13
15 22 14 16
19 23 17 18
27 24 20 35
31 29 25 37
34 32 26 38
36 28 39
41 33
40
41
Numero total de Niimero total de
monosporicos monosporicos
8 10 12 9




7.7.4 Caracteristicas fenotipicas de la cepa parental progenie 1IE202.

En esta etapa del trabajo se consideré necesario efectuar el apareamiento de la
progenie monospodrica de la cepa IE202 (rosa), y determinar las carécteristicas de los
cuerpos fructiferos formados por la progenie de las cepas dicaridticas. Dado que se
contaba con los cepas monocaritticas de referencia para los cuatro tipos de
compatibilidad (ver Cuadro 7.14), se decidid utilizar los tipos de compatibilidad parentales

|y Il para aparearios entre si y tratar de regenerar la cepa original con color rosa.

Los apareamientos de 8 monospdricos de tipo | con los monospéricos de tipo [l de la
cepa paréntal IE202 se presentan en el Cuadro 7.16, se observd que se formaron 28
cepas dicarioticas, de las cuales unicamente 4 no produjeron esporoforos. En la m'_eiyoria
de las cepas dicaridticas el color de los cuerpos fructiferos fue amarillo, con presené.ia de
“clusters” (Figura 7.6). Sin émbarg_o, el apareamiento entre los monospdricos 7 y 23
presentd una coloracién amarillo naranja, la cual fue mas notoria cuando los esporoéforos
estaban pequefios. Sorprendentemente el apareamiento de los monocariotes 36 y 13
generd espordforos blancos con presencia de “clusters”, y pileo en forma de campana.

En esta parte del estudio, al evaluar la expresion del color en la progenie meidtica de
la cepa IE202 se observé nuevamente que la coloracion de los espordforos fue amarilla.
Estos resultados apoyan los obtenidos con los apareamientos entre los neohaplontes de Ia
cepa IE202 (rosa) que también producian esporéforos amarillos. Por tanto, la posibilidad
de una variacion genética debida a! proceso de desdicariotizacion quimica resulta muy
remota.
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CUADRO 7.16. COLOR DE LOS ESPOROFOROS DE LOS APAREAMIENTOS DE LA PROGENIE DE LA
CEPA PARENTAL ROSA |IE202.

PROGEN:E
MONOCARIOTICA DE TIPO | COLOR DEL ESPOROFORO
PARENTAL PRODUCIDO AL APAREAR
TPol | Tipoll | MONOSPORICOS TIPO 1Y I
' 2 Amarillo
10 Amarillo
7 13 Amarillo
18 Amairillo claro
23 Amarillo naranja
28 Amarillo
2 Amarillo
13 Amarillo
16 23 Amarillo
28 Amarillo
30 Amarillo
2 Amarillo
17 13 Amarillo
22 Armarillo
18 2 Amarillo
2 NF
26 32 Amarillo
27 10 Amarillo
2 Amarillo
10 NF.
34 13 Amarillo
23 Amarillo
28 Amarillo
2 NF
10 NF
36 13 Blanco (campana)
28 Amarillo
.32 Amarillo
NF Indica que ne fructificd. En tedos los casos de esperdforos amarillos hubo

presencia de "clusters” al inicio de 1a fructificacian.
Parametros de fructificacion: T = 15-30 °C, H.R. 85-95%, ciclo 12 h luz-ohs., ventilacién continua.
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Figura 7.7 Esporéforos obtenidos de apareamiento entre monosporicos aislados de
cepa rosa |[E202.

7.8 Distribucion de los factores de incompatibilidad

Una vez clasificada la progenie monocaridtica de cada cepa en los cuatro tipos de
compatibilidad se utilizd 1a prueba de v2 para determinar si la distribucion de los factores
de incompatibilidad era aleatoria. Los valores de x* obtenidos para la progenie de las 5
cepas (Cuadro 7.17) fueron aln menor a 11.34 (valor de significancia menor a 0.01) con
lo cual se confirma con una probabilidad del 95% que la distribucion en los 4 tipos de
compatibilidad es de 1:1:1:1. Estos resultados también permiten confirmar que el sistema
de compatibilidad de las cepas hibridas y pareniales es de iipo tetrapolar heterotalico
(Cuadro 7.17). Sin embargo, las cepas parentales del grupo interestéril presentaron color
de esporéforos blanco y rosa, mientras que los cuerpos fructiferos de las cepas hibridas y
reconstituidas fueron de color amarillo (ver Cuadros 7.4 y 7.6).
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CUADRO 7.17. APLICACION DE LA PRUEBA DE x? PARA DETERMINAR LA DISTRIBUCION DE LA
PROGENIE MONOCARIOTICA DE CADA HIBRIDO EN LOS CUATRO TIPOS DE COMPATIBILIDAD

NUMERO DE CULTIVOS MONOSPORICOS OBTENIDOS | VALORES DE x® PARAUNA

CEPAS PARA CADA FACTOR DE INCOMPATIBILIDAD DISTRIBUCION 1:1:1:1 DE
DICARIOTICAS . LOS 4 TIPOS DE

TipoI | Tipo Xl | TipoIIl |TipoIV| Total COM.PATIB]LIDAD '
IE201,xIE202, | 10 12 | 17 8 47 7 3.80
IE201, X 1E202, | 10 11 18 12 51 3.03
“1E 201 5 8 8 4 25 2.04
IE 202 6 13 9 9 37 2.67
IE 202, 8 10 12 9 39 0.89

* x* de tablas (P = 0.01)=11.34. Valores de % menores al valor de tablas indican que no hay diferencias estadisticas
significativas. :

En este caso, la utilizacién de los neohaplontes parentales de la cepas IE201 (blanca)
e IE202 (rosa) como marcadores genéticos para recuperar las progenies monocaridticas
con tipos de compatibilidad | y Ii, es una comprobacion ineguivoca de la ausencia de
contaminacién genética, debido a la compatibilidad entre estos marcadores y la p,_rog,enié
monosporica de los tres tipos de cepas : parentales, hibridas y recdns_tituidas. Asi mismo,
la determinacion de los factores de incompatibilidad para la cepa amarilla recoristitﬁida
(IE202g), partiendo de los nechaplontes de la cepa parental IE202 también corrobora que
se trata de material genético correspondiente a dicha cepa.

Los nechaplontes obtenidos a partir del método de desdicariotizacién siempre se
aparearon en todas las pruebas de compatibilidad realizadas, por lo que se confirma la
estabilidad en la capacidad de apareamiento de los neohaplonfes obtenidos por este
método quimico, lo cual coincide con los resultados obtenidos en. otros estudios (Arias-
Garcia, 1998; Arteaga-Santillan et al., 1996; Leal-Lara y Eger-Hummel, 1982).
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8 DISCUSION

8.1 Seleccién y caracterizacion de cepas.

En el presente trabajo se propuso aportar elementos para evaluar la expresion del
color en cepas del género Pleurotus mediante el apareamiento entre nechaplontes
compatibles y progenies monospdricas de cepas parentales con colores contrastantes vy
estables. Para ello debid realizarse la caracterizacion y seleccidn de cepas dicaridticas
silvestres de Pleurotus spp. determinando el color de esporéforos vy esporadas en
condiciones controladas de laboratorio. ' '

Una seria limitacion en la mayoria de los estudios realizados en México con cepas del
género Pleurotus, en gue se informa el color de los espordfaros es la falta de un patron de
referencia confiable. Esto adquiere mayor importancia cuando se pretende realizar
estudios sobre expresion del color, en particular debido a |a gran plasticidad fenotipica del
género Pleurotus (Vilgalys y Sun, 1994; Petersen, 1995, Petersen y' Hughes, 19_99).

Con la finalidad de que el color de los esparéforos per_ma'neciera estable, se
controlaron las condiciones ambientales durante la realizacidon de todos los experimentos
efectuados en la presente investigacion. Al utilizar el atlas de colares (Maerz y Paul, 1950)
se contd asimismo con un parametro confiable para evaluar el -color 'd.e los cuerpos
fructiferos y esporada, comprobando la estabilidad de este pardmetro durante el
experimento. El uso de las claves del atlas de colores (Cuadro 7.1) resuitd ser un método
confiable y objetivo para registrar la coloracion de espordforos y esporadas. De esta forma
fue posible confirmar en ciertos casos las coloraciones reportadas por los donahtes, y
detectar las cepas que mostraron coloraciones distintas a las indi.cadas'. La utilizacidon de
dichas claves permitid primeramente caracterizar, y posteriormente seleccionar las cepas
qgue exhibieron colores estables y contrastantes, y por lo tanto adecuadas para estudios

genéticos del color.

76



8.2 Obtencion de nechaplontes parentales por desdicariotizacién quimica.

Se confirmé el efecto desdicariotizador de la peptona P (Oxoid) de acuerdo a la
metodologia propugsta por Leal-Lara (1980}, que demostro ser muy efectiva con las diez
cepas de Pleurotus sometidas a este proceso quimico, ya que fue posible recuperar
simetricamente los 2 componentes monocaridticos de‘todas ellas, aun a partir de un
pequefio numero de_aislarﬁientos (Cuadro 7.2). El tiempo de recuperacién de los
nechaplontes fue de 24-48 horas, que comparado con el min,i'_md de 6 dias que informa
“Leal-Lara (1980), es un buen indicativo de la optimizacion del proceso. Arias-Garcia
(1998) reportd problemas para recuperar los dos componentes de la cepa P15, para la
cepa IB67 no logra obtener ninguno de los neohaplontes mientras que con la cepa INI8 se
habian hecho varios intentos para desdicariotizarla sin conseguirio. En el presente trabajo
fue.posible obtener los dos tipos de nechaplontes de todas las c_éha's, debiéndose también
mencionar que la recuperac;ién de los componentes monocarioticos de todas las cepas
tratadas fue simétrica (relacion 1:1). o

Por lo general,‘ los micelios monocaridticos abtenidos presentaron dos formas de
crecimiento, en uno de Ios'neohaplontes el crecimiento fue rapido y en el otro lento. S@n
embafgo, no se observaron defectos en el c,recimientormicelial de los neohaplontes’, ni
perdida en la capacidad de apareamiento, lo que coincide con trabajos reportadoes por
otros investigadores (Arias-Garcia, 1988, Leal-Lara, 1980; Valencia-Del Toro y Leal-Larsg,
1999). En todos los casos reportados, fue posible cruzar los nechaplentes obtenidos, ya
sea entre aquellos provenientes de la misma cepa o bien entre neohaplontes de cepas

diferentes, asi como, entre monocariotes meidticos y neohaplontes.

Petersen (1985), menciona que en los estudios de compatibilidad con especies del
género Pleurotus, |os nechaplontes recuperados a parfir de sales biliares no reaccionan
igual que los cultivos monospdricos, sin embargo, en las pruebas de apareamiento
realizadas en esta etapa del trabajo no se observé diferencia entre aislados monospéricos
y neohaplontes. Tal vez la diferencia obtenida con los resultados de Petersen (op. cit.) se

deba a [a toxicidad de la solucion desdicariotizadora utilizada.
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El mecanismo de desdicariotizacidén por agentes guimicos en hongos superiores aun
se desconoce. Sin embargo, Miles y Raper (1956) y Tokimoto et al. (1978) han propuesto
la siguiente hipotesis: la destruccion del dicarién por agentes quimicos resulta en un
defecto en la fusién entre las fibulas y la penultima célula durante el proceso, lo que
ocasicna que la fibula y la pendltima célula contengan un sole nlcleo y se forme el micelio
desdicariotizado. Arita (1979) reportd que la alta frecuencia de seleccidon nuclear
observada durante la desdicariotizacion por microcirugia de hifas dicarioticas, se presentd
también al tratar quimicamente el micelio dicaridtico. Seria importah.te identificar si este
fendmeno se presenta como una alteracidn del proceso de reproduccion del material
nuclear de! protoplasma o de la pared celular dicardtica, o bién, como resultado de ia
influencia de sustancias toxicas, a las cuales los componentes monocariéticos de una
cepa presentan diferente susceptibilidad.

De estas dos alternativas la posibilidad de que la desdicariotizacion con peptona se
deba a la presencia de alguna sustancia toxica es la mas factible. Esta podria ser
producida durante el tratamiento térmico dado a la solucidon desdicariotzadora peplona-
glucosa (Leal-Lara, 1980; Arias-Garcia, 1998; Valencia-De! Toro y Leal-Lara, 1999).

La utilizacion de los componentes monocaridticos obtenidos por desdicariotizacion es
una alternativa importante en experimentos de hibridacién de cepas parentaleé e
identificacidn de factores de apareamiento (Kay y Vilgalys, 1982; Leal-Lara, 1980; Arias-
Garcia, 1998: Valencia-Del Toro y Leal-Lara, 19299). Asi fue posible obtener en menor
tiempo, los componentes monocaridticos de las 10 cepas estudiadas por lo que'se puede
considerar que la desdicariotizacion quimfca es una 'he.rramienta valiosa en los estudios

genéticos de los hongos del género FPleurotus, y potencialmente de otros macromicetos.

8.3 Hibridacion de neohaplontes de cepas de colores parentales.

Los apareamientos entre los nechaplontes de las distintas cepas permitieron
identificar 5 grupos de interesterilidad (Cuadro 7.3), con la presencia de un total de 10
factores A y 10 Factores B (Kay vy Vilgalys, 1992).
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De acuerdo a los estudios de compatibilidad entre nechaplontés, el grupo interestéril 1
esta conformado por la cepa blanca IE200, las cepas rosas PORO, RP y la cepa gris IB67.
La informacidn proporcionada por los donantes indicd que la cepa IE200 pertenece a la
especie P. djamor, var. djamor, y la cepa PORO a la especie F. ostre_atoro'seus.
Previamente otros autores han reportado que estas 2 especies son interhibridizables y
forman espordforos blancos y rosas (Corner, 1981; Neda, et al., 1988 Petersen, 1995;
Petersen, y Hughes, 1999). Para las otras dos cepas no se proporciond clasificacion
taxondmica, sin embargo, la cepa IB87 presentd colaracién de espordforos gris, color
similar al obtenido en las fructificaciones de las cepas hibridas de este grupo interestéril.

E! segundo grupo interestéril esta formado por |las cepa blanca IE201 y la cepa rosa
IE202, que de acuerdo a los donantes pertenecen a P. djamor, var. diamor y P. djamor,

var. salmoneostramineus, respectivamente.,

La separacion de las 6 cepas productoras de esporéforos blancos y rosas en 2grupos

interestériles distintos resultd sorpresiva. No obstante, puede explicarse de acuerdo a las
siguientes alternativas:

e Los tipos de compatibilidad de las cepas IE201, |IE202, correspanden a tipos
complementarios de grupo 1, y por lo tanto sus factores serian AmBny AnBm

e Que las cepas pertenezcan a diferentes especies biologicas y por ello no
presenten compatibilidad con las cepas del grupo 1.

» Existe alguna clase de incompatibilidad vegetativa (Larraya et al., 1999) entre
los neohaplontes derivados de las cepas |IE201, IE202, que no se pone de
manifiestd cuando al aparear los componentes monocaridticos de cada cepa
por separado. Seria por lo tanto conveniente realizar pruebas de compatibilidad
entre las progenies meioticas de estas dos cepas, y asi definir si pertenecen al
mismo grupo interestéril.

El grupo interestéril 3 lo forman las cepas INI8 y ECS127¢ ambas presentan color de -
gsporoforos marrén pardusco. Los neohaplontes de estas dos cepas fueron compatibles

con cepas monasparicas de referencia (tester) de la especie P. pulmonarius {datos no
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- presentados), por lo que ambas corresponden a la especie P. pulmonarius. Esto

contradice la informacion proporcionada por los donantes (Instituto de Ecologia) que
indican que la cepa INI8, pertenece a P. ostreatus.

La cepa ECS187 forma el cuarto grupo interestéril, la clasificacion taxondmica dada
por los donantes para esta cepa es P. citrinopifeatus, y no fue compatible con las demas
cepas, por lo que se da por hecho la confirmacion de su ubicacion taxondmica.

La cepa P15, aparece en el quinto grupo interestéril, y sera necesario hacer pruebas
con cepas referenciales europeas y americanas para determinar su clasificacion
taxondmica. Con las pruebas de apareamiento realizadas en este estudio se concluye que
no forma parte de las especies trabajadas ya que presenta incompatibilidad con tbdas las
cepas.

El empleo de las pruebas de apareamiento para identificar la formacion de 5 grupos
interestériles en esta investigacion, tiene como base la definicion del concepto bioldgico de
especie, el cual ha sido utilizado ampliamente para ubicar las cepas de P!eurotﬂs spp.
(Vilgalys, et al. 1994, Kay y Vilgalys, 1992;' Petersen, 1995; Petersen y Ridley, 1996;
Petersen, y Hughes, 1999). Las investigaciones realizadas con técnicas bioguimicas como
el usc de isocenzimas (Vilgalys, 1991); y con téecnicas moleculares, como reaccion en
cadena de la polimerasa (FCR) para amplificacion de DNA (Vilgalys, 1991] Vilgalys y Sun,
1994), longitud de fragmentos polimérficos de restriccién del DNA {(RFLP) (Caétel, ét'al.,
1987, Vilgalys, 1891), etc. han corroborado los resultados obtenidos con las pruebas d_e
apareamiento, y en la mayoria de las veces las especies corresponden a los mismos
taxas.

La discrepancia entre pruebas de compatibilidad y coloracidon de los espordforos
(caracter taxandmico) presentada en las cepas de los grupos interestériles 1 y 2, sugiere
que los procesos de evolucidn morfoldgica pueden no estar acoplades o relacionados

necesariamente al desarrollo de |las barreras de interesterilidad durante la especiacion.

Numerosos estudios han notado wuna estrecha correspondencia entre

intercompatibilidad y similitud genética. Sin embargo, la evolucion de barreras de
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interesterilidad puede ser vista como un mecanismo el cual refuerza muy pequefias
barreras entre grupos en proceso de especiacién, pero no necesariamente son el factor
primario que causa especiacion. L.a especiacién es un proceso gradual y continuo que
involucra varias aspectos, que no estan necesariamente, .Iigados o dependientes d'e!
desarrollo previo de las barreras de interesterilidad (Coyne, 1985). Este punto de vista
neo-Darwineano de la especiacion contrasta con muchos estudios previos de especiacién
en basidiomicetos, a partir de los cuales se asume que el aislamiento reproductivo es
requerido antes de que ocurra [a divergencia morfologica y ecolégica (Vilgalys, 1991;
Schilthuizen, 2000). |

La rigurosa interesterilidad frecuentemente observada entre grupos completos de
miembros altamente intercompatibles ha permitido a los micélogos aceptar el concepto
bioldgico de especie (CBE) como un criterio taxonomico primario para el reconocimiento
de especies de hongos. Muchos micologos frecuentemente utilizan el CBE para ‘establecer
conceptbs taxondmicos en hongos. Dada la poca familiaridad con la Qisti_nciéh de es';.a,e_c'ie
(concepto) y especiacion (proceso) algunas veces se crea confusion tanto para estudios
de taxonomia y de evolucion. Como alternativa, conceptos de especies que no
necesariamente tomen en éuenta un solo aspecto, como interesterilidad o rhorfolqgia, son
deseables para la consistencia taxonémica. Uno de tales conceptos es el concepto
flogenético de especie, el cual define especie como el grupo mas pequefic o linaje
reconocible. Un conceptc de especie basado estrictamente en la compatibilidad de
apareamientos puede también ser simplista a causa de que ignora la posibilidad de la
evolucion independiente de poblaciones asiladas genéticamente (Vilgalys, 1991; Petersen,
1995; Petersen y Ridley, 1996: Petersen, y Hughes, 1999).

8.4 Caracteristicas fenotipicas de cepas hibridas.

Las cepas parentales IE201 blanca e [E202 rosa, se desdicariotizaron y a partir de sus
componentes monocaridticos, se realizd ei apareamiento, obteniéndose los hibridos
IE201,xIE202 e IE204xIE202; los cuales presentaron un color amarillo y una morfologia
del desarrollo de primordios distinta a las demés cepas hibridas y parentales. Ante la
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presencia de dos cepas hibridas gue presentaron un color amarillo inesperado, se decidié

implementar varias estrategias para explicar este fendmeno.

1.

Debido a la gran plasticidad fenotipica que se presenta en las especies del
género Pleurotus, se considerd necesario repetir bajo condiciones ambientales
diferentes a las utilizadas, la fructificacion de los hibridos', por lo que se realizé
un cultivo en el laboratorio, con temperatura controlada de 28-30 '°C, humedad
relativa de 90% y ventilacién continua. Bajo estas condiciones, las -cepas
hibridas presentaron estabilidad ‘en la produccién de cuerpos fructiferos
amarillos, que se formaron a partir de primordios agrupados en “clusters”.

Para descartar la posibilidad de una contaminacion genética, de decididé obtener
las progenies meidticas de las dos cepas parentales IE201 e IE202, pal.”a
aparearlas posteriormente con los neohaplontes de estas cepas. Se encontré
que los tipos parentales de la progenie meidtica fueron co_h‘]pat_ible_s con los
neohaplontes, por lo que se excluyd la presencia de contaminacion genética
con neohaplontes o basidiosporas de la cepa amarilla P. cifrinopileatus.

Con la finalidad de analizar si el fenémeno de desdicariotizacién habia afectado
las caracteristicas genéticas de los componentes monoéariéticos obtenidos, a
través de una mutacidon, que de alguna forma alterd la informacién genética
original del dicarionte, se reconstituyeron las cepas parentales IE201 e |[E202 a
partir de sus neochaplontes, y se fructificaron, determinando la coloracién y
morfologia de los espordforos. Se obtuvieron espordforos amarilios con
presencia de “clusters”. Puesto que no se obtuvieron esporéforos con el color

es tipicos de las cepas parentales, se pensé en la presencia de una mutacion.

Si el proceso de desdicariotizacién provocaba alguna alteracion en el material
genético, entonces, la intrahibridizacion de la progenie meidtica de las cepas
parentales, deberian producir dicariotes con espordforos blancos y rosas. Sin
embargo los apareamientos de la progenie de la cepa IE202 (rosa) produjeron
en todos los casos esporéforos amarillos con formacion de “clusters”. Con esta

evidencia contundente, se descarto definitivamente que el procesc de
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desdicariotizacidn provocara alguna mutacién en los componentes
monocarioticos.

5. En la progenie F1 de las dos cepas hibridas amarillas, se esperaria que
segregaran los colores amarillo, rosa y blanco. Se realizaron los apareamientos
entre la progenie meidtica de los hibridos 1E201,xIE2024 e 1E2011xIE202; con
sus neohaplontes parentales correspondientes. En todos los casos los
gsporoforos presentaron color amarillo y formacion _de"‘clusters" en el desarrollo
del primordio, resultados similares a las intrahibridizaciones dé la progenie'
meidtica de las cepas hibridas y de las parentalss.

En el analisis de los resultados experimentales, es importante distinguir los procesos
que se realizaron.

En la produccidn de esporéforos amarillos por los hibridos IE201,xIE202¢ e
IE201.xIE202, debe de considerarse que cada uno de los neohaplontes parentales
contiene la informacidn genética necesaria para expresar el fenotipo _de estas cepas. La
produccion de espordforos amarilios por estos hibridos debe estar codificada por un gene

o grupo de genes, los cuales se expresan en la nueva cepa dicariética formada.

Eger-Hummel (1980), indicd que en los hongos de la especie P. osfreatus, se
presentan normalmente pigmentos con colores que van de amarillo. a naranja, los cuales
ocurren en cantidades muy pequefias. A través de mutaciones quimicas obtuvo tres cepas
gue presentaron deficiencias en las etapas normales de desarrolt_d del cuerpo fructifero.
Detectd que en estas mutantes se presentaron coloraciones que van de amarillo a
naranja, por lo que concluyd primeramente que los espordforos de colores gris a café
puedeh. ser capaces de producir pigmentos de color amarillo a naranja, y en segundo
lugar, que las dos fases fototrépicas | y Il de formacion de esporéforos, no necesariamente
dependen de los mismos factores, puesto ‘que algunas mutantes son afectadas en la fase
fototropica | pero no en la fase fototrépica Il. Esto hace suponer gue la informacion
genética para este tipo de pigmentacion en las especies del genero esta presente de
forma natural, y que a través de una mutacidn es posible lograr la eiprésién fenotipica de

{a misma.
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Takekuma et al. (1994) hacen la purificacién de la cromoproteina del pigmento rosa
(ver introduccion) encontrando también la presencia de una glicoproteina amarilio pélido
con B-estructura. Para la cepa P. salmoneostramineus, se logra identificar el pigmento que
produce el color amarillo, el cual solo es visible a fravés de la extraccién guimica. Estos
estudios confirman que deben existir genes que codifiguen la colofacic':n amarilla, al mismo
tiempo que los que codifican para gris o rosa.

Conocer la forma en la que los organismos regulan la expresién de sus genes es
“importante para pode'r explicar los resultados obtenidos en la presente investigacion.
Como respuesta de adaptacion o supervivencia de los organismos al medio ambi_ente, los
mecanismos genseticos de activacion o desactivacion de genes tienen un papel importante.
Para el caso especifico de los basidiomicetos, la merfdgéneéis, en los hongo,s-' esta
inducida y controlada por factores medioambientales (Eger-Hummel, 1980; Kues y Liu,
2000; Kues, 2000). | -

Es posible que la presencia de coloracién amarilla en los espordforos de las cepas
hibridas y reconstituidas, se debe a la intervencién de ele‘rhentos extracromosomales que
influyan en la expresion del color rosa o blanco original de la cepa parental. Si el proceso
de desdicariotizacion implica la separacién de los dos componentes monogcaritticos del
micelio dicaric’utico', podria darse el caso de que se pierda comunicacion del nicleo. con un
elemento o conjunto de elementos citoplasmicos, 1o que quizés impida la expresion normal
del gene que codifica el color rosa o blanco.

El mecanismo de expresion de los factores de compatibilidad en basidiomicetos,
apoya la presencia de factores extracromosomales. Durante la expresion de los factores
de compatibilidad A y B, en los hongos Schizophilium commune, Coprinus cinereus y
Ustilago maydis, para el factor A, se ha detectado que la subunidad proteica HD2 (ver
introduccién), se encuentra en el citoplasma, y requiere del acoplamiento con la subunidad
proteica HD1, que se encuentra en el nicleo, para formar un factor activo de transcripcion
, que debe ser transportado dentro del nucleoc para poder unirse con el DNA (Casselton y
Olesnicky, 1998, Kues y Liu, 2000; Kues, 2000).
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Es importante mencionar que los factores A y B, estan involucrados en la iniciacion de
la fructificacion de los espordforos (Kues, 2000). Es por ello factible que la formacién de
protuberancias o “clusters’, que aparecen en los espordforos amarillos al inicio de la
fructificacion, esté también relacionado con algiin factor extracromosomal, dado que en las
cepas parentales no se presenta este fendmeno. |

El desarrolio de los _hohgos es dirigido por factores genéticos y epigenéticos en
continua interaccién con el medio ambiente. Se asume que cada estado sucesivo de
morfogénesis depende de conjuntos especificos de sefiales llevadas a un tiempo
apropiado y colocadas durante los procesos de crecimiento. El dinamismo morfogénic':o
procede en una dimension de tiempo a través de una cascada de asociaciones de sefial
efecto (Umar y Van Griensven, 1999). -

El micelio en “clusters’ caracteristicamente produce -tejido masivo, indiferenciado y
pseudoesclerdtico en lugar de cordeles de micelio. De esta masa basal numerosos
cuerpos fructiferos se desamrollan en todas direcciones (Umar y Van Griensven, 1999). La
formacion de “clusters” en A. bisporus es un fendmeno nuevo en el cultivo de estos
hongos y no se han identificado agentes causales para este.fénén‘;eno por lo cUal
generalmente se asume que la inestabilidad genetica forma esta etiopatogénesis. De
acuerdo con Umar y Van Griensven (1999), las caracteristicas de! crecimiento de.los
“clusters” indican:

1. Multiples sefiales morfogenéticas que inducen la formacion de primordios
aparecen en diferentes lugares en direcciones polarizadas anormales dentro del
tejido de hongo indiferenciado

2. Sefiales de iniciacion similares pueden aparecer en el estipite del primordio, el
cual entra rapidamente en un estado avanzado de crecimiento.

Si se afecta de alguna forma la interaccion entre la componentes nucleares y factores
citoplasmicos, es probable que se pierda la relacion sefial-efecto durante el desarrolio
morfogenético del cuerpo fructifero, provocandose asi la presencia de “clusters”’, y a pesar
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de que se tengan las condiciones ambientales adecuadas, no se presenta un desarrollo
normal de los espordforos.

Los hongos al igual que los demas organismos, establecen estrategias de
sobrevivencia que les permiten adaptarse al medio en el que se desarrollan, las preguntas
son; ¢, Por que si el hongo tiene la posibilidad de expresar el color amarillo no lo hace? si el

color rosa o blanco es dominante en la naturaleza ¢ bajo qué condiciones se expresa?

Dentro de las posibles respuestas es necesario considerar que una de las estrategias
de los hongos es la desactivacion de la expresion de genes a partir del fendbmeno de
silenciamiento, proceso que ha side estudiado ampliamente en plantas y en los hongos de
los generos Neurospora y Ascobojus. Diferentes organismos pueden reaccionar a la
introduccidn de &acidos nucleicos extrafios por la induccion de mecanismos de
silenciamiento de genes, que estén basados sobre el reconocimiento de secuencias
homélogas de &cidos nucleicos (Cogoni, 2001; Ben-Ari, 1899; Fagard et al., 2000;' Selker,
1997). El silenciamiento de genes es alcanzado via diversas estrategias. Las secuencias
homologas pueden ser inactivadas a un nivel transcripcional, o a nivel posttranscripcional
involucrando degradacion de secuencias especificas de RNA mensajero (RNAm). Existe
un gran nimero de evidencias indicando que el silenciamiento de genes es una respuesia
- de defensa a la intromisién de acidos nucleicos parasitos, tales como DNA y RNA virales;
sin embargo, el silenciamiento de genes puede actuar como un mecanismo de vigilancia
sobre duplicaciones de secuencias de DNA enddgeno, teniendo un papel de
mantenimiento del genoma. (C'c:gcmi1 2001; Ben-Ari, 1999)

En ambas estrategias de silenciamiento, se ha propuesto la presencia de una
molécula trans-activa difusible citoplasmicamente y/o dentro del nucleo que puede mediar
el silenciamiento de genes a distancia, interviniendo en la degradacion del RNAm (Cogoni,
2001).

Es factible que la expresidn del color amarillo en los esporéforos rosas y blancos de
las cepas parentales este suprimida por un mecanismo de silenciamiento de genes, y que
al efectuarse la separacion de los componentes monocaridticos por el proceso de
desdicariotizacién, se eliminen factores citoplasmicos asociados al silenciamiento del gen
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o genes que expresan el color amarillo, esta situacidén hace posible que se presente el
color amarillo en los cuerpos fructiferos de las cepas hibridas.

En al naturaleza, tanto la cepa rosa como la blanca, no desarrollan el color amarillo en
sus esporoforos, y estos no presentan formacion de “clusters”. La funcidén principal del
cuerpo fructifero desde el punto de vista bioldgico, es la ‘dispersién de las basidiosporas
como medio de conservacion de la especie (Chang y Miles, 1989; Schilthuizen, 2000). Al
igual que en las flores de las plantas, la coloracion es importante para la atraccion de otros
organismos que dispersaran de alguna forma las basidiosporas, asi mismo, el color de los
cuerpos fructiferos esta en funcién de las condiciones climaticas bajo las cuales se
desarrollan las especies.

Se ha observado que las plantas que habitan en diferentes altitudes requieren
desiguales condiciones de te_mperatura y luz para iniciar la floracion, y que existe un
acoplamiento entre sefales del 'ambienté y endégenas que disparan el inicio de este
fendmeno (Smach y Coupland, 2000)

Es probable que la coloracidn de las cepas parentales haya aparecido en |a especie.a
través de un procese evolutivo, que estuvo influenciado por las condiciones climaticas. De
esta forma, el gene o genes que codifican estos colores tienen un caracter dominante

sobre las ofras posibilidades de coloracion.

La existencia de la especie P. cifrinopileatus cuyos cuerpos fructiferos son de color
amarillo, apoya esta idea, ya que de alguna forma a lo largo de proceso evolutivo se
generd esta especie, y en la actualidad se presenta en forma silvestre en las regiones del
continente Europeo. Hasta el momento, no se ha reportado en el continente Americano ia
presencia de forma silvestre de la P. cifrinopileatus, aunque comienza a producirse a nivel
comercial. Es valido el cuestionamiento sobre si la exhibicién del color amarillo de las
cepas hibridas represente una posibilidad de cambio fenctipico de las cepas parentales,
que permita la separacién de subespecies o razas, que se diferencien con el tiempo y las
condiciones medicambientales, yv/o de si la plasticidad fenotipica caracteristica de las
especies de este genero esta influenciada Unicamente por las condiciones del medio
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ambiente, y no por la presencia de unidades discretas genéticas (Petersen y Hughes,
1999).

A nivel laboratorio, se observo que las cepas hibridas amarillas presentaron un mayer
tiempo de fructificacion comparado con las cepas parentales, debido tal vez a la formacion
de los “clusters’. Estas observaciones preliminares quizés nos estén indicando que la
aparicién de esporéforos amarillos no es una estrategia tan viable del hongo, como la que
siguen las cepas blanca y rosa en la naturaleza.

La produccion de espordforos amarillos a partir de los apareamientos de la progenie
meidtica (msp) de las cepas hibridas IE201xIE202; e IE201,xIE202;, con los
nechaplontes compatibles, ocurre despues de meiosis. El color amarillo de los esporé.fbros

persiste entonces aun inclusive después de la segregacion meidtica.

' Si consideramos que la segregacién de los genes responsables del color siguen un
comportamiento Mendeliano, un genotipo heterocigoto de un par de alelos (Aa) heredars,
por segregacion meidtica, estos dos alelos al micelio, de tal forma que se tendran los

genotipos distintos, A o a en la progenie.

En la unién de estos micelios durante el apareamiento, se producen tres clases de
segregantes de estos heterocigotos y sus genotipos seréan: AA, Aa, o aa en una relaéi.én
1AA:2Aa:1aa. La relacidn es conocida como segregacion fenotipica, y se efectua de
acuerdo a la segunda ley de Mendel. En esta relacion si el alelo A es dominante sobre el
alelo a, la razdén de segregacidon fenotipica, o sea la proporcion de caracteres controlados
por el par de alelos en cuestion presente en la progenie del heterocigoto, serd 3A: 1a
(homocigotos y heterocigotos dominantes genotipos AA y Aa): (el homocigoto recesivo
genotipo a). En los casos en los que no haya dominancia entre alelos, se producen 3
fenotipos; a1 y a2, dando los genctipos alal, ata2 y a2a2, en una razon aproximada 1:2:1
y todos los genotipos son distintos.

Puesto que tanto los nechaplontes, que al reconstituir la cepa original produjeron
esporoforos amarillos, como la progenie meidtica, que se obtuvo a partir de espordforos
amarillos contenian genotipo amarillo (a), el dicariote formado el aparear estos
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monocariotes resulta con genotipo aa, por ende, la produccion cuerpos fructiferos
amarillos se explica considerando que el gen amarillo es dominante con respecto a los
genes probables que codifican otros colores. Por lo que se descarta la posibilidad de que
se haya efectuado una segregacion conforme lo establece la segunda ley de Mendel.

La produccion de esporéforos amarilios a partir de |a interhibridizacién de la progenie

meiotica de la cepa rosa (IE202), ocurrié después de meiosis, y de nuevo el color amarillo
persistido después de la segregacion meidtica.

Excepciones a la teoria cromosomal de la herencia han surgido a lo largo del tiempo.
Con la presencia de elementos extracromosomales, los fenotipos de la progenie pueden
diferir de los parentales originales (Fincham et al., 1979).

Si el sistema de apareamiento de los hongos es tal que uno de los parentales
contribuye con la mayoria o con todo el citoplasma en la formacion del cigoto, se podria
@gsperar mas 0 menos una transmisicn uniparental de algunos atributos gobernados por
determinantes citoplasmicas. Asi cuando un par de micelios homocarioticos compatibles
crecen juntos, la hifa dicaridtica que se forma despues del apareamiento, contiene
predominantemente el citoplasma de uno de los parentales, aungue los nucleos

pertenezcan a cada uno de los micelios parentales.

Matsumoto y Fukumasa-Nakai (1996) investigaron la herencia del DNA mitocondrial
(DNAmMt) en cruzas sexuales de P. ostreatus. Encontraron que'la mayoria de . los
dicariones producidos por los apareamientos presentaron genotipos mitocondriales
predominante de uno de los dos componentes monocariéticos parentales, comprobandose
con esto la transmision uniparental del material genético citoplasmico. Sin embargo, para
los dicariones aislados de las zonas de unién de los dos micelios monocarioticos
apareados se encontraron genomas mitocondriales de ambos monocariones parentales, lo
que indica que el DNA mitocondrial de P. ostreatus también puede ser heredado
biparentalmente, via recombinacion del DNAmt. La mezcla citoplasmética en areas de la
fusién hifal entre micelios parentales, presenta la posibilidad de fusién mitocondrial y

mezcla de los DNAmts, con la subsecuente recombinacion (Anderson y Kohn, 1988). Se
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sugiere que este tipo de recombinacién puede ser una fuente importante de variacién en el
genoma entre poblaciones naturales en esta especie.

La segregacién de los elementos extracromosomales o extranucleares (alelos
citoplasmicos), ocurre algunas veces sobre el crecimiento vegetativo asi como en la
formacion de esperas (Fincham et al., 1979). Es importante considerar que la supresion de
genes que se expresan alguh cargcter determinado, es la clase mas simple de interaccién
entre elementos extracromosomales (Burnett, 1975). Por ello es probable obtener
fenotipos diferentes a los esperados, ya que' los fenotipos normales o tipo silvestre
dependen de todas |las determinantes genéticas, tanto nucleares como citoplasmicas, asi,
mismos fenotipos anormales pueden ser controlados por factores citopladsmicos o
nucleares (Fincham et al., 1979). | |

La obtencidn de cuerpos fructiferos de color amarillo a partir de los componentes
monocaridticos progenie de la cepa parental rosa IE202, podria ser explicada por la
presencia de una segregacién extracromosomal, en la cual se suprime el color rosa de la
cepa parental, y de nuevo, se pone de manifiesto la existencia de un gen o génes qgue
codifican el color amarillo y que se encuentran presentes en la cepa original, pero que no
Se expresan. |

Esto mismo podria haber ocurrido con las 11 cepas hibridas que presentaron
coloracion grisacea, producto del apareamiento entre las cepas rosas (PORO, RP)', cepa
blanca (IE200) y la cepa gris (IB67) (Cuadro 7.4). En los apareamientos obtenidos entre
los neohaplontes correspondientes de las cepas PORO y RP con la cepa IE200, la
progenie no generd espardforos de color rosa o blanco como en las cepas parentales, por
lo gque podria asumirse que se presentdé un fendmeno parecido al observado en los
hibridos amarillos, sin embargo, no se detecto la formacion de “clusters” al momento de la
fructificacion. Tal vez, el color gris este determinado por un conjulnto de genes, los cuales

al expresarse manifiestan esa coloracién, come ya de indic antes.

Murakami y Takemaru (1990) y Murakami (1999) establecen que la presencia del
albinismo en cepas rosas de P. salmoneostramineus se debe a un solo gene recesivo,
denominado alb, que es un gen transformativo. Sin embargo, Murakami (1999) indica la
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presencia de otro factar que influye sobre el gen alb, para que se exprese, aungue no
especifica si este factor es algun elemento extracromosomal. Si consideramos la 'c-.ep,a
blanca IE201, se podria suponer que la separacidn de los nlcleos por desdicariotizacion
hizo gque se manifestara algun factor, tal vez extracromosomal, para que la coloracion de
los espordforos fuera gris. Con respecto a los espordforos de los apareamientos entre los
nechaplontes de las cepas rosas PORO y RP, se podria también suponer que la expresién
del color gris este en este caso determinada por un gen o conjunto de genes que se ven

desactivados por alguno de los mecanismos analizados con anterioridad.

En los apareamientos de los nechaplontes de la cepa I1B67 con las cepas IE200,
PORO y RP independientements, los esporéforos obtenidos, presentan en todos los
casos, el color gris de la cepa IB67. Se podria también pensar que la informacidn genética
contenida en la cepa IBG67 ‘pr_ésenta dominancia al expresarse en los esporéforos
formados. |

Los hibridos que se obtuvieron al aparear los nechaplontes de las diferentes cepas
coloridas de Pleurotus son de gran valor. Con sus progenies podra estudiarse la
segregacién del caracter que determina el color de los esporéforos en Pleurotus.
Representan el punto de partida para el desarrollo de cepas con colores estables y
novedosos ya que en estos hibridos se encuentra el material genético original de las

cepas dicariéticas seleccionadas.
8.5 Fructificacion de cepas hibridas y parentales.

LLos rendimientos de las cepas hibridas y parentales junto con las cepas comerciales
IAP, INI8 y PLEUS permitieron ordenarlas en 5 grupos. A pesar de que el primer grupo
obtuvo los valores mas bajos, en este se encuentra la cepa INI8 que en estudios previos
ha alcanzado valores de productividad mayores del 100%, a lo largo de fres brbtes o
cosechas (Valencia del Toro et al., 1997). Caonsiderando que en este estudio se determind
la productividad al primer brote, se puede establecer que las cepa hibridas y parentales
contenidas en este grupo tienen una productividad aceptable. Aln con la cepa IE202 que
presentd el valor de EB mas bajo (48.1%) de las cepas parentales, en el estudio realizado
por Gaitan-Hernandez y Salmones (1999), obtuvieron una productividad de 123.29%
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después de 7 cosechas, clasificandola como cepa de alta produccion, por lo en este

trabajo la cepa IE202 presentd una productividad aceptable, ya que en el primer brote su
EB representa el 39% del valor reportado para 7 cosechas.

En casi |a totalidad de las cepas hibridas, la EB fue menor que sus respectivas cepas-
parentales, incluso las cepas IB67 e IE202 quedaron ubicadas en el mismo grLipo. Los
tiempos de fructificaciéon fueron mas largos en las cepas hibridas con respecto a las cepas
parentales (datos no presentados). |

8.6 Factores de compatibilidad.

La segregacién de los factores de incompatibilidad se determind con las progenies

meidticas de las siguientes cepas:

a) Cepas parentales |[E101 e IE202.

b) Cepa reconstituida IE202, a partir de sus neohqplontes.

¢) Cepas hibridas que produjeron esporéforos amarillos (IE201:x1E202; e
IE2011xIE202;)

Se observé que |os tipos de compatibilidad de las progenies de las cepas hibridas y
reconstituidas corresponden con los tipos de compatibilidad de sus respectivas cepas
parentales y presentan una distribucion de 1:1:1:1

A pesar de un nimero pequefic de apareamientos entre monosporicos, los resultados
obtenidos corresponden con lo esperado tedricamente (Isikhuemhen et al., 2000). Los
apareamientos intracepa confirmaron el modo heterotéiico bifactorial de reproduccion
sexual de las cepas parentales blanca y rosa, asi como de las cepas dicaridticas obtenidas
a partir de ellas, y consecuentemente los monacariones obtenidos se segregaron dentro
de uno de los cuatro tipos de apareamiento. El sistema de apareamiento tetrapolar con
alelos multiples ha sido claramente demostrado que regula la reproduccion sexual en
varias especies del género Pleurotus, revelando la existencia de dos estructuras genéticas
en los factores de incompatibilidad (Terakawa, 1960; Eugenio y Anderson, 1968, Eger
1978; Hilber, 1982; Petersen y Ridley, 1996, Zervakis y Bali, 1995: Larraya et al., 1999).
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La funcion biologica de los dos loci se ha investigado para basidiomicetes tales como
C. cinereus y S. commune, encontrandose que estan involucrades en el control de
mecanismos responsables para asegurar la transmisién de los dos nucleos de la célula
dicaridtica durante la divisidn celular. Para el género Pleurotus, sin-embargo, Gnicamente
hay datos sobre la variabilidad de genes A y B (Larraya et al., 1999). Es probable que los
factores de incompatibilidad en Pleurofus controlen también los diferentes procesos
morfogenénicos que se presentan durante los procesos de apareamiento y formacion del
dicaridn, por o que la formacion de “clusters” en ias cepas hibridas debe de alguna forma
estar relacionada o controlada por estos genes (Kues, 2000, Casselton y Olesnicky, 1998).

Se produjeron espordforos amarillos en todos los apareamientos de la progenie
‘meiética de los hibridos IE2012xIE202, & IE201:xIE202;, ya sea por intrahibridizacion de
los dos tipos parentales o bien al hibridizar con los neohaplontes parentales compatibies.
Es nula la probabilidad de que la produccion de espordforos amarillos por los hibridos vy las
cepas parentales (originales o reconstituidas) se encuentre ligado a los factores de
incompatibilidad. |

En este estudio se identificaron los factores de incompatibilidad de la progenie
monocaridtica de las diferentes cepas dicaridticas utilizando los productos haplbi_des
obtenidos por desdicariotizacion quimica. Es importante considerar que el tipo de
incompatibilidad de cada dicarién, usando neohaplontes puede proveer informacion
adicional acerca de la estructura genética en poblaciones de hongos. -

Sin embargo el analisis de progenie del apareamiento de los neohaplontes usando
marcadores genéticos adicionales como isoenzimas y polimorfismo del DNA seran
necesarios para explicar las variaciones de color y morfologia en las cepas dicaridticas
obtenidas en este estudio. '

Los resuitados obtenidos en este frabajo son contundentes en cuanto a descartar (a
contaminacién genética debida a al cepa de P. cifrinopileatus en los hibridos amarillos
obtenidos. Sin embargo, seria conveniente el trabajo molecular a partir del cual se podrian
corroborar estos resultados. Para ello se deberia efectuar la amplificacion de DNA del

material genético de cepas parentales blanca, rosa y amarilla, de los neohaplontes de
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estas cepas, y de los hibridos amarillos obtenidos, con la finalidad de comparar los
patrones gensticos de hibridos con respecto a neohaplontes y cepas paréntales, esto nos
permitiria comprobar las similitudes y/o diferencias entre las cepas obtenidas.

8.7 Estudios del color en otros organismos.

La expresion del color es un fenémeno que se ha estudiado ampliamente en otros
organismos. En mariposas, un genotipo puede producir fenotipos altérnos a fraves de la
sensibilidad ambiental regulada por hormonas, presentandose un pplli_fenismo estacional
en el que ocurre la plasticidad fenotipica como respuesta a la variacion de factores del
ambiente. Asi mismo, la seleccidn artificial y mutaciones de un sol,o'gen demostraron la
presencia de una variacion genética que afectd el numero, tamafo, posicidn vy

composicion de color de los anillos de |as alas de la mariposa (Brakefield y French, 1999).

En las plantas la floracion es controlada por las sefiales medioambientales que
reflejan cambios de clima, particularmente la temperatura y la Iongitud del dia. Para
Arabidopis se han analizado dos tipos de receptores. El primero, los criptocromos, son
flavoproteinas que funcionan como receptores a la luz azul; el criptocromo 1 codifica una
proteina que es expresada a niveles similares en la obscuridad y en la luz durante la |
germinacioén, el criptocromo 2 codifica una proteina soluble 1abil a la luz azul. El segundo
grupo de receptores de luz, los fitocromos, son codificados por una pequefa familia de 5
genes, cada fitocromo existe en dos formas; una en presencia de la luz roja v la otra en
rojo lejano. Los trabajos genéticos realizados en Arabidopis han dadd acceso a genes
cuyos preductos controlan la floracién en respuesta a los cambios climaticos. (Samach y
Copulan, 2000).

En la levadura Saccharomyces cerevisiae la mutacion de los genes ade2 y/o adel en
la ruta biosintética de la adenina permite la acumulacién de un pigmento rojo, mientras que
la mutacion epistatica en la misma ruta evita el fenémeno (Ugolini y Bruschi, 19986). El
cambio en la coloracién de rojo a blanco (o al revés) con la combinacién adecuada de
alelos mutantes y de tipo silvestre de genes de la ruta de la adenina se ha utilizado
ampliamente como un fenotipo no selectivo para visualizar y cuantificar 1a ocurrencia de

varios eventos genéticos tales como la recombinacion, conversidn y aneuploidia. Ugolini y
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Bruschi (1996}, indican que [a presencia de mutaciones ade8-18 y ade2 en la ruta
biosintética de la adenina confiere selectividad ventajosa a la célula blanca que contiene

estos genotipos, comparada con celulas que Unicamente tienen el gen mutado ade2.

En el caso del genero Pleurotus, se ha detectado gran variabilidad fenotipica a través
del cultivo de este basidiomiceto con diferentes condiciones ambientales. La identificacion
del gene o conjz.)nto de genes que determina la expresién del color en el généro Pleurotus
permitiréd entender los mecanismos fisiologicos y genéticos que determinan el color en los
esporoforos de este macromiceto. '

8.8 Discusion general

Para el estudios saobre expresion del color se requirieron de cepas de Pleurotus spp.
que presentaron espordforos con colores estables. La estabilidad del color se caracterizo
como la presencia del mismo color (con minimas variaciones tonalidad) en el cuerpo
fructifero, que se mantenian a lo largo del primer brote del cultivo, la cual se logro
mediante el establecimiento de condiciones ambientales controladas. E! uso de atlas de
color por primera vez de manera sistematica, fue un apoyo considerable para determinar
la estabilidad del color de los espordforos. ‘

Durante el proceso de desdicariotizacion quimica, se hicieron modificaciones al
método de Leal-Lara (1980), sobre todo en lo referente a los tiempos de homogenizacion
. del micelio, esta etapa es crucial dado que implica un rompimiento del micelio dicaridtico,
para la formacion de trozos de micelio que lleven Unicamente un nGeleo. Durante el trabajo
de detectd que la disminucidn del tiempo permitia la obtencidon de los dos tipos de
componentes monocaridticas, a pesar de que el numero de colonias monocarioticas
recuperadas fuera pequefio, comparado con el reportado en otras investigaciones (Leak
Lara, 1980, Arias-Garcia, 1998). Es necesario indicar que la sensibilidad de las cepas al
rompimiente mecanico es un factor importénte, por lo que dependiendo de la especie con
la que se trabaje seré necesario ajustar los tiempos de homogenizacion.

A partir del apareamiento de los nechaplontes de las diferentes cepas se obtuvieron

hibridos con esporaforos de colores diferentes a los de las cepas parentales, lo que se
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observd también al aparear la progenie meidtica. Esto implica que el o los genes
responsables de la expresion del color amarillo, estdn contenides en ambos tipos de
componentes mqnocariéticos (nhs y msp). Los resultados corroboran la hipotesis de que 1a
informacidn genetica sobre el color de los esporéforos se encuentra contenida en los
neohaplontes. Asi mismo, e! hecho de que los esporéforos de los hibridos formad'os a
partir de las cepas del primer grupo interesteril presentaron color gris, y esporéforos
amarillos en las cepas hibridas del segundo grupo interesteril, indica la presencia de
patrones especificos de expresion del color para estos grupos. Lo que comprueba la
hipotesis planteada. H

A pesar de la inexplicable .variacién de la herencia de! color (rosa a amarillo), el
sistema de compatibilidad en las cepas parentales al igual que en los hibridos formados

fue tetrapolar heterotélico, confirmandose la hipdtesis planteada.

Una de las caracteristicas importante de este trabajo, en relacion a otros que se han
realizado, fue la utilizacion de neohaplontes para estudiar la expresién del color, esto
permitid la obtencidn de cepas hibridas que presentaron coloraciones distintas en sus

espordforos comparadas con las cepas parentales.

Si unicamente se hubiese trabajado con la progenie meidtica de las cepas la
informacién seria muy parcial. Es decir, que de otra forma no hubiera sido posible penetrar
tan profundamente en este fendmeno.
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9 CONCLUSIONES.

E! principal objetivos que se planted este trabajo fue evaluar la expresién del color en
cepas de Pleurotus spp. a partir de un método no tradicional de mejoramiento genético, el
cual consistid en el apareamiento de los 'componentes monocaridticos compatibles
(nechaplontes), obtenidos por desdicariotizacion quimica, de cepas que presentaron
colores estables y contrastantes.

El uso de condiciones controladas de' laboratorio, permitid |a caracterizacion vy
seleccién de cepas parentales de Pleurotus spp. con colores atractivos y estables, con alta
productividad, con posibilidades de mejoramiento genético y .por o tanto buenas
candidatas para su comercializacion, o

Las cepas hibridas obtenidas fueron productivas, con rendimientos en la mayoria de
los casos, comparables con |os obtenidos en las cepas parentales. Estos hibridos
representan una fuente importante para la realizacién de estudios de mejoramiento
genético, ya que en ellos se conjunta dos atributos valiosos como son la coloracion
atractiva y la productividad aceptable.

Los resultados obtenidos en este estudio con cepas de colores indican que son
organismos adecuados para el andlisis genético del color en el género, ya que fue posible
detectar variaciones morfogeneticas como presencia de color amarilio y formacién de
“clusters” alo largo'de los experimentos. La ventaja de un ciclo relativamente corto de vida
de las especies del género Pleurotus (aproximadamente 6 semanas) es también una

caracteristica importante para la utilizacion del estos organismos en estudios genéticos.

Las modificaciones implementadas al proceso de desdicariotizacion guimica
permitieron ia recuperacion simétrica de los dos tipos de neohapiontes para 10 cepas de
Pleurotus spp., logrando desdicariotizar cepas que en estudios previos no fue posible o
solamente se obtuvo uno de los componentes monocaridticos. Es importante resaltar

también que se comprueba la eficacia de la solucidn desdicariotizadora glucosa-peptona.
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El apareamiento entre nechaplontes ya sea de la misma cepa o de cepas diferentes,
asi como con la progenie meidtica de la misma cepa, sefiala que la capacidad de
apareamiento de los componentes monocarioticos obtenidos por el metodo de
desdicariotizacion no se vio afectada.

Se establece que la desdicariotizacion es un método confiable como herramienta para
la realizacion de estudios ge'néticos, que facilita en cuanto a tiempo y procedimiento, ia
obtencion de componentes monocarioticos, puesto que no requiere de la obtencion de la
progenie meiotica, y por ende la fructificacién de las cepas.

La hibridacidn de neohapiontes de las 10 cepas sel'eccionadas permitié determinar 5
grupos interestériles, identificandose las especies P. pulmonarius, P. djémor' y P.
citrinopifeatus.

Se obtuvieron 13 cepas dicaridticas hibridas que formaron espordforos. La evaluacion
del color de estas estructuras permitio la seleccion de dos cepas hibridas que presentaron
color amarilio en su esporéforos y dieron la pauta para evaluar la ex;ﬁresi,én del 'col_or de la
progenie dicaridtica obtenida al aparear los neohaplontes de las cepas parentales con la
progenie meibtica de estos hibridos. |

La obtenciéon en los hibridos amarillos de un color totalmente distinto al de las cepas
parentales planted la posibilidad de la existencia de genes en las cepas parentales rosa y
blanca, que se encuentren reprimidos, de tal forma que no se expresan en la cepa
dicaridtica silvestre, y Unicamente lo hacen después de que se ha IIeyado un proceso de
separacion de los componentes monocaridticos, ya sea a través de la germinacion de

basidiosporas o por desdicariotizacion quimica.

Los espordforos de color amarillo se obtuvieron por apareamiento tanto de
neohaplontes como de progenie meidtica para las cepas I1E201 e IE202, por lo gue se
pone de manifiesto la presencia de genes que codifican la pigmentacion amarilla en las
fructificaciones, estos resuitados se ven apoyados per estudios fitoquimicos en los cuales

se ha detectado que los extractos acuosos de cepas rosas presentan cromoproteinas
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amarillo claro. De alguna forma, estos genes se expresan en las cepas reconstituidas a

partir de los nechaplontes o de la progenie meidtica.

A través de la determinacion de los factores de incompatibilidad fue posible establecer
que tanto cepas parentales, hibridos y cepas reconstituidas, presentaron una segregacion
de los tipos de compatibilidad 1:1:1:1, confirmando la naturaleza tetrapolar heterotalica del

género Pleurotus, que no se vio modificada a pesar de los cambios de color.
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10. i’ROSPECCIONES DE INVESTIGACION.

Estudiar las condiciones que permitan obtener cepas que produzean espordforos con
color de las cepas parentales (blanca o rosa) a partir de la progénie._ me,it')_t]ca es necesaria
- para poder entender el proceso de expresion del color en las cep_aé parentales. Esto
requiere del apareamiento de un numero mayor de monocariotes de las progenies
meidticas, debiéndose ademas incluir los tipos de compatibilidad recombinantes.
Probablemente sea necesario obtener las progenies F2 o F3 de los épareamiehtos

“compatibles.

De igual forma, para determinar los patrones de segregacidon del color en las cepas
hibridas es necesario realizar apareamientos de los tipos de compatibilidad recombinantes
con los neohaplontes compatibles se la otra cepa, y en ambos casos, con tipos

recombinante y parentales, obtener dos @ mas generaciones.

El trabajo con las cepas hibridas cuyos cuerpos fructiferos presentaron color gris es
importante para determinar los procesos de expresion y segregacién del color en las
especies del género Pleurotus, por lo que serg necesaria la obtencion de cepas.‘proge_nie
dicaricticas y la generacion de espardforos, siguiendo los lineamientos planteados en los
parrafos anteriores. Quedan las interrogantes' de si el _color'de los esporéforos sera

también amarillo? al regenerarse a partir de sus progenies meibticas?:

Las cepas hibridas obtenidas deberén evaluarse en funcién a distintos parémetros de
productividad (tasa de produccion, rendimiento, EB), can la finalidad de determinar sus
caracteristicas morfologicas, seleccionéndose las més adecuadas para la produccion

comercial.

La implementacion de técnicas de biologié molgcular para la elucidacion de el o los
genes que determinan el color amarillo de las cepas hibridas es necesaria. De esta forma
se podria determinar si alguno de los fenémenos de silenciamiento de genes esta
presente en las cepas silvestres, asi mismo, se pondria de manifiesto la presencia de

elementos citoplasmicos o extracromosomales.
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ESTUDIOS DE COMPATIBILIDAD ENTRE CEPAS DE PLEUROTUS SPP CON CUERPOS
FRUCTIiFEROS DE DIVERSOS COLORES

GUSTAVO VALENCIA DEL TORO' & HERMILO LEAL-LARA®

lDepen'tament_o de Quimica, UPIBI, IPN; Division de Investigacion, ENEP Iztacala, UNAM, México D.F.
chpanamcnto de Alimentos y Biotecnologia, Facultad de Quimica, 04510 Ciudad Universitaria, UNAM, México D.F,

ABSTRACT

COMPATIBILITY STUDIES OF PLEUROTUS SPP STRAINS PRODUCING FRUIT BODIES OF DIVERSE COLORS. Rev. Mex, Mic.
15: 65-71 (1999). Fruit body and spore print colors of 15 strains of Pleurotus spp were studied. Upon cultivation of 6 strains
producing colored fruit bodies and 2 commercial strains, the highest yields were produced by the commercial strain PLEUS
and 2 strains with gray and pink fruil bodies (1E-136 and POROS), wilh values of 101, 132 and 116 % respectively. Yieids
of the other 4 strains with colored fruit bodies, 1B-67-1 (77%), RP (78%), P-15 (60%), and ECS-127 (65%) were similar to
that of the second commercial stain, INIREB-8 (67%). Upon dedikaryotization of 7 strains producing fiuil bodies of diverse
colors, the two manokaryotic components (neohapionts) were recovered from 3 strains but only one component of the other
4 sirains. By pairing all these neohaplonts, these 7 strains were sorted into 3 intersterility groups. Strains with pink and
orange fruit bodies belonged to the first group, while strains with gray fruit bodies were found in the second and third
groups. The color of the fruit bodies yielded by each strain remained constant throughout this study.

Key Words: Plewrotus spp.; dedikaryotization, breeding, color.

RESUMEN

Se establecio la coloracion de los espordforos y esparadas de 15 cepas de Plewnrotus spp. Al cullivar 6 cepas productoras de
cuerpos fructiferos de colores diversos y dos cepas comerciates se encontro que las cepas IE-136 y POROS presentaron
junto con la cepa comercial PLEUS las mayores productividades, 132, 116 y 101% respectivamente mientras que no se
encontraron diferencias significativas entre los rendimientos de [a segunda cepa comercial, ia INIREB-8 (67%) respecio a
las otras cepas con cuerpos {ructiferos de diversos colores, la |B-67-1 (77%), RP (78%), P-15 (60%) y ECS8-127 (65%). Se
dedicariotizaron 7 cepas productoras de cuerpos fructiferos coloridos recuperandose los dos componentes monocaridticos
(nechaplontes) para tres cepas, y s6lo un componente con las otras 4. Al aparear estos nechaplontes se formaron tres grupos
interestériles; todas las cepas con cuerpos fructiferos de color rosa y naranja se encuentran en.el primer grupo, mientras que
las cepas con cuerpos fructiferos grises se encuentran en el segundo y tercer grupos. Se abservo que el color de los cuerpos
fructiferos obtenidos para cada cepa se mantuvo constante durante este estudio. ‘

Palabras Clave: Pleurotus spp., dedicariotizacion, hibridacion, color.

Introduccion

E!l auge que a nivel mundial y nacional ha tenido el
cultivo de Pleurotus spp. (Chang et al., 1995
Martinez-Carrera, 1997) plantea la necesidad de
desarrollar tecnologias para el mejoramiento genético
de este organismo, con la finalidad de mejorar sus
atributos comerciales como el tamafio y el color. Es
importante considerar que la diversidad en color de
los productos alimenticios genera una respuesta de
aceptabilidad de los mismos y dado que México se ha
caracterizado desde tiempos ancestrales por el
consumo de muy diversos hongos que presentan
diferentes sabores y colores, la introduccion en el

|0B

mercado de setas de colores diversos puede impulsar
la comercializacion de este hongo. Se han realizado
intentos para la produccidén de cepas colondas del
género  Pleurotus, habiéndose  recientemente
introducido una cepa rosa, la cual esta ampliamente
comercializada en Asiay Europa.

Para la obtencion de cepas coloridas estables de
Pleurotus spp. resulta necesario estudiar la naturaleza
del caracter genético que determina el color de los
esporoforos. Las bases genéticas del color en
macromicetos no han sido a la fecha estudiadas,
existiendo {inicamente algunos reportes sobre la
aparicion de mutaciones espontaneas que afectan el
color de los espordforos, Murakami y  Takemari
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(1990) al trabajar con 3 cepas rosas de Pleurotus
salmoneostramineus detectaron la aparicion de una
mutante con basidiocarpos blancos. La presencia de
mutaciones espontineas que producen basidiocarpos
albinos ha sido asimismo reportada en Lentinus
edodes (Komatsu & Kimura, 1968), en Pleurotus
ostreatus (Arita, 1974) y en Auricularia (Komatsu,
1977), planteandose en los 3 casos que la mutacion es
controlada por un sdlo gen recesivo.

Por otro lado, el color de los esporéforos ha sido
tradicionalmente una caracieristica primordial para la
clasificacion taxondmica de los macromicetos. No
obstante, c¢ada dia se presentan mayores
contradicciones respecto a la validez de este criterio,
ya que existe una gran variabilidad en la coloracion
de esporadas, primordics y espordforos con la
mayoria de los macromicetos y, particularmente,
dentrp de las especies del género Pleuwrotus.. Se
reconoce cada vez mas que es indispensable
incorporar estudios de compatibilidad sexual para la
diferenciacion de especies. Por e¢jemplo, Comer
(1981) indicé que no hay diferencias esenciales entre
P. salmoneostramineus y P. djamor var, roseus,
excepto que el primero produce basidiosporas rosas y
el ultimo blancas mientras que Neda et al. (1988)
reportaron que F. salmoneostramineus y P. djamor
son compatibles, sugiriendo una estrecha relacion
entre ellas. Bresinsky ef al. (1987) encontraron una
completa compatibilidad entre un buen numero cepas
de P. ostreatus de diferentes partes del mundo,
produciéndose en todos los casos hibridos visbles con
espordforos totalmente fértiles. Sin embargo, en
1993, Vilgalys er al realizaron estudios de
compatibilidad con 170 cepas de Pleurotus ostreatus
de colecciones de Estados Unidos y Canads,
encontrando que éstas se clasificaban en 3 especies
interestériles, P. ostreatus, P. populinus y P.
pulmonarius. Estos autores postularon la existencia
del complejo Pleurotus ostreatus, el cual en
Norteamérica estaba integrado por estas 3 especies.
Esta controversia se ha agudizado ya que las
condiciones medioambientales pueden también
afectar la expresidon del color de los basidiocarpos
(Li, 1980), aceptandose por lo general que se
modifica esencialmente ¢l tono o la intensidad mas
no el color. En funcién de la temperatura ambiente y
de la intensidad de la luz, es posible que estos se
oscurezcan ¢ se aclaren (Eger et al, 1976). Con
escasa iluminacion y bajas temperaturas los
espordforos tienden a adquirir tonos obscuros pero
cuando se les cultiva a altas temperaturas o abundante
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iluminacién llegan a ser blancos aunqgue es dificil que
se presente una coloracion distinta (Li, 1980). En este
orden de ideas, ¢l estudio de la segregacion del color
en Pleurotus spp. aportaria elementos de importancia
para avanzar en la discusion de la controversia con
relacion a las especies del género, requiriéndose
asimismo esclarecer la influencia del medio ambiente
sobre la coloracion de los esporéforos. '

Materiales y métodos

Material bioldgico.- Las 15 cepas de FPleurotus spp.
utilizadas en este estudio se encuentran en la
coleccion de! Departamento de Alimentos y -
Biotecnologia de la Facultad de Quimica, UNAM,
indicandose en la Tabla 1 el origen y las especies
correspondientes. Para el mantenimiento de las cepas
y la propagacion micelial se utilizd agar extracto de
malita (EMA) con 1.5% de extracto de malta y 2% de
agar, el cual fue esterilizado en autoclave a 121°C y
15 libras de presion por 20 minutos. Para obtener
cultivos miceliales frescos, las cajas petri con EMA
se inocularon con un fragmento de agar invadido con
micelic proveniente de un  culivo en
almacenamiento. Las cajas petri recién inoculadas se
incubaron a 28 °C hasta la que el margen del micelio
en crecimiento empezaba a tocar las orillas de la caja
petri, colocandoseles entonces en el refiigerador,

Fructificacion de cepas para determinar eficiencia
biologica y coloracion.- Para preparar el indculo, se
coloctd la mitad do un cultive micelial de una cajn
petri en una bolsa de polipropileno con 500 g de trigo
estéril v se incubé a 28°C hasta su completa
propagacion. El substrato se preparé con paja de trigo
cortada a un tamaio de 3 a 5 em. Una vez
humedecida a saturacién, se colocd 1 kg de paja
huimeda en bolsas de polipropileno y se esterilizd por
1 hora a 121°C y 15 libras. Cuando las bolsas se
enfriaron a 28°C, se agregaron 200 g de indculo a
cada bolsa, preparandose 10 réplicas por cepa. Las
bolsas se incubaron a 28°C en obscuridad y se
perforaron después de cinco dias de incubacién. Una
vez que el micelio invadié €l substrato se le retird la
bolsa y se coloco en la camara de fructificacion a una
temperatura entre 15 y 21°C, humedad de 75-80%, un
ciclo de iluminacion de 12 h de luz difusa por 12 h de
obscuridad y 20 minutos de aireacién dos veces al
dia. De los esporoforos producidos se obtuvieron las
esporadas  correspondientes  determinandose  la
coloracion de acuerdo al Handbook de colores de
Komerup y Wanscher (1967) y al Atlas de colores
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por Kuppers (1979). Para los esporoforos se tomaron
por lo menos dos diferentes fructificaciones,
considerdndose en cada caso la primera cosecha
obtenida. La produccién de espordforos (g de hongos
frescos por 100 g de sustrato seco) se determino
imicamente hasta la segunda cosecha.

Dedicariotizacion de cepas.- Siguiendo el
procedimiento de Leal-Lara (1980) y Arteaga-
Santillan et al. (1996) se preparo una solucion con 20
g/l de glucosa anhidra y 20 g/l de peptona en agua
destilada, colocandose 50 ml en matraces Erlenmeyer
de 125 mil que fueron esterilizados a 121°C y 15 Ib
por 30 minutos. Para inocular estas soluciones se
utilizaron cajas petri con colonias en crecimiento que
ocupaban 2/3 partes de la caja petri. La totalidad del
agar cubierto con micelio de una caja se deposité en
un homogeneizador estéril, se afiadieron 30 mi de

agua estéril y se homogeneizé por 2.5 minutos. Se
tomaron 100 pl del homogeneizado para inocular
cada matraz con solucién de peptona-glucosa, los que
se incubaron a 28°C. Al observarse desarrollo
micelial se homogeneizo el contenido. del matraz por
30 segundos; 20 ul de este homogeneizado fueron
inoculados en cajas petri. Estas se incubaron a 28°C y
al  desarrollarse las colonias se determind
microscopicamente la presencia de fibulas, Aquellas
que presentaron hifas sin fibula (neohaplontes) fueron
resembradas en agar extracto de mailta para verificar
la ausencia de fibulas al desarrollarse nuevamente.
Los neohaplontes obtenidos fusron apareados para
identificar los dos componentes de las cepas
dicaridticas.

Tabla 1.-Cepas dicariéticas de Pleurotus spp. seleccionadas para estudiar [a segregacion del color.

. Crecimiento Color!
Cepa Procedencia(Especie) Micelial? '
(Tipo/Abundancia) Esporéforo Esporada
Cepas Comerciales (Controles)
INIREB-8 Inst Ecologia, Méx, (P. osireatus) F EX Gris eafesfioeo (MigAsgMan) Cafesticeo (NoA10Mio)
PLEUS XICO, PULEBLA, Méx, (Pleurotus sp) ¥ EX Gris cafesfceo (NugAsoMag) Cafesticea (NygAivlyo)
l Cepas Coloridas

ZCS-127  Tieosur Chinpns, Méx {Pleuraiis 519 F L3 Clrin (NaoAauMag) Cafonsion (NagA nMag)
ECS 130 Foosur Chiapas, Méx. (Pleurofus sp) F R Rosa carey BA3 (NyohaoMa) [f._}_uramo (MNooAzoMa)
iB-67-1 U, de Guadalnjora, Méx. (Plenrofus sp) A EX Nuranjs gristeco 5833, (NioAsg Min) Rom'w-o_n TA2 (NmﬁlnuM:u)
[B-67-2  U. de Guadalajara, Méx. (Pleurotus sp) F R Amarillo gristoeo 4B3 (NioAxMz)  Rosiceo TA2 (NoohioMa)
B-67-3  U.de Guadalajara, Méx. (Pleurafus gp) ¥ Gris neanja 5B2 (AsMyCio) Rostoen TAZ OlooicMan)
IE-136 Inst. Leologlu, Méx. (7. columbtrts) r R Grig (NaoAsgMao) Lilx elaro (N;pAgpMsg)
IE-200 Inst. Ecolagia, Méx.(P. digmur, var. sal) A EX Blanco (Nyofs Moo} Durazno (NegAsoMag)
POROS Stamets, USA (P. estreataroseus) F Rosa (NogAsgMg) Durazno (NaeAseM)
P-i5 Pleos, [talia (Pleurotus sp) F Gris 601 (NspMgoCoo) Rcsﬁceo, TAZ NoeAwMa)
P-5 Quebece, Canadd (Plewrotus sp) A EX Amanillo grisheeo 4B3 (NipAzpMi) Violdcco (AapMauCan)
RP Productor en D.F., Méx. (Pleurotus sp) A R Rose (N\pAnMa} Durazno (NepAaphvian))
UAP-7 U. de Puebla, Meéx. (Fleurotus 3p) A EX Naranja pardusco 5C4 (NypAunlMig) Violeta (AzgM30Ca0)
UAP-9 U. de Puebla, Méx.. (Pleurotus sp) A EX Beige naranja 682 (AseMiiCa0) Violeta (A;IUMNCW)

(1) El color de cuerpos fructiferos y esporadas se determino de acuerde a como se indica en Materiales y Métodos
(2) Crecimiento micelial, Tipo: A = algodonoso, F = filamentoso, Abundancia, Ex = exuberante, R = regular.
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Determinacién de los factores de compatibilidad.-
Los neohaplontes tecuperados se propagaron
individualmente en cajas petri con EMA hasta que el
diametro de las colonias alcanzé 2 a 4 cm. Para
determinar la compatibilidad entre colonias
monocariéticas, del margen en crecimiento de una
colonia se cortd un trozo clibico de agar con micelio
de 4mm de lado, e! cual se coloco en una caja con
medioc EMA. Al lado de este fragmento se coloct
otro trozo de igual tamafio proveniente de un
maonocariote distinto. En cada caja se realizaron 4
-apareamientos hasta completar la combinacion de
todos los neohaplontes. Después de 2 a 5 dias de
incubacién se determind con la  ayuda del
microscopio la presencia de fibulas en tres puntos de
las colonias formadas por cada apareamiento,
identificandose de esta manera los factores de
compatibilidad dc las diferentes cepas.

Anglisis estadistico de resultados.- Para detectar
diferencias significativas estadisticamente en la
produccion de espordforos se utilizé el analisis de
varianza y en caso de encontrar diferencias
significativas, se utilizd la prueba de rango multiple
de Tuckey para clasificar a las cepas de acuerdo a su
capacidad de produccién. Para determinar la
proporcién en que se recuperaron los dos tipos de
neohaplontes se aplicod la prueba de xz.

Resultados

A 1o fochn se hy loprado establecer una coleceion
importante de cepas dicaridticas de Pleuroius spp.
que producen cuerpos fructiferos de colores diversos
{Tabla 1). En algunos casos la coloracion de los
esporoforos y de las esporadas que se determino no
coincidieron con las reportadas por los donantes, lo
cual puede deberse a las diferencias en las
condiciones de cultivo utilizadas por los donantes y
en este estudio. Se observo por ejemplo que las cepas
1B-67-1, 1B-67-2 y 1B-67-3, que fueron donadas
como cepas productoras de esporéforos rosas, su
coloracion pudo diferenciarse empleando los atlas de
colores en coloracidn naranja grisiceo, amarillo
griséceo y gris naranja, respectivamenie. Asi mismo
la cepa IE-136 reéportada por los donantes (Instituto
de Ecologia, Jalapa) como productora de esporéforos
de color azul, los produjo grisiceos. Se observa en la
Tabla 1 que las cepas ECS-130, POROS y RP
presentaron una coloracion rosa, la cual permanecio a
lo largo de la primera cosecha, la cepa IE-200
presentd color blanco, mientras que el resto de las

ju

cepas mostraron colores desde gris (ECS-127, IE-136
y P-15), gris “cafesaceo” (INIREB-8 y PLEUS), gris
naranja o amarillento (cepas IB-67 y P-5) hasta
naranja beige y pardusco (UAP-7 y UAP-9). Se
observé asimismo una variacidén entre las diferentes
cepas en el color de sus esporadas. Por lo regular
fueron color durazno en las cepas con esporoforos
rosas y blanco, rosaceo en las cepas con esporéforos
gris y gris claro y violeta o violaceo en las cepas con
cuerpos fructiferos de color beige naranja y pardusco.

Tabla 2.-Productividad en paja de trigo de cepas

de Pleurotus spp.
o e
Cepas Comerciales (Controles)
INIREB-8 Gris cafeséceo 67.36+4.13 b
PLEUS - Gris cafeséceo 100.743.19 a
Cepas Coloridas
ECS-127 Gris 64:7012.86 b
1B-67-1 Naranja grisiceo 76.9142.68 b
[E-136  Gris 132.3645.43 a
POROS Rosa 115.58+7.88 a
P-15 Gris 59,5344.97 b
RP Rosa 77.7£11.76 b

*Valor promedio de 10 réplicas &+ ESM (emor estindar de la
media). Valores que no compartan la misma letra indican
diferencias significativas de acugrdo a Ja prucba de rango
muiitiple de Tukey.

En la Tabla 2 se presentan las productividades al
término  del sepundo brote para ocho cepas
dicaridticas, dos de las cuales, INIREB-8 y PLEUS,;
son actualmente utilizadas en Mexico para la
produccion  comercial. No obstante, dos cepas
coloridas, IE-136, POROS presentaron junto con la
cepa control PLEUS las mayores productividades,
132, 116 y 101% respectivamente, mientras que las
productividades de las otras cepas coloridas, 1B-67-1
{77%), RP (78%), P-15 (60%) y ECS-127 (65%) no
presentaron  diferencias  estadisticas  significativas
respecto a la otra cepa control INIREB-8 (67%).
Algunas de las cepas con caracteristicas de mayor
interés para el mejoramiento genético (color y. alta
productividad) fueron dedicariotizadas y asi recuperar
sus componentes monocaridticos para después
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aparearlos en todas las posibles combinaciones y
estudiar la expresién y estabilidad de los colores en
los nuevos hibridos. Se recuperaron los dos
componentes monocaridticos de las cepas ECS-127,
1B-67-1 e [E-200, en una relacion 1:1 de acuerdo a la

prueba de °, mientras que salo fue posible recuperar
uno de los componentes monocaridticos de las cuatro
cepas restantes, ECS-130, IE-136, POROS y RP
(Tabla 3).

Tabla 3.- Recuperacion de componentes monocaridticos (nechaplontes) de cepas de Plewrotus spp.

| C cpas Neohaplontes Recuperados Componentes recuP;li:I; :1632252 ?lr:m .
Dicaridticas Total Tipo nhl Tipo nh2 Recuperados ' (,5] {:nh2 = 1:1)* .
ECS-127 12 6 6 2 0.00 (1.000)
1B-67-1 5 2 3 2 0.20 (0.654)
IE 200 15 8 7 2 0.06(0.79)
ECS 130 12 12 0 1 —_
IE-136 5 5 0 1 —_
POROS 2 2 0 1 —
RP 4 4 0 1 —

*Entre paréntesis se presenta el valor de la significancia (p).

Tabla 4. Tipos de compatibilidad de componentes monocaridticos de cepas de Pleurotus spp.

Tipos De Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Compatibilidad AnBn A.B, AB, AgB, AqB,
Cepas ECS8-130, 1B-67-1, IE-200; PORO§, 1B-67-1; 1IE-200, ECS-127,. ECS-127; IE-136
ECS-130,  — — - — + + — — —
IB-67-1, — _ — —_ n + —_ —_ —
Al ma0o, — DU — + + — — —
POROS, — - —_ — + + _— - _
1B-67-1, + + + —_ — —_ —_— —_
BB IE-200, + + + — — — — —_
AB, ECS-127,  — _ _ — _ _ N _
AJB, ECS-127, — — - = — — + — —
AB, IE-136 — — - - _ —_ = —_ _
Color f)l:-izlinzilcmow Rosa carey g_ﬁggg 3 r;zli?‘gg & Rosa g_‘a:::é 2 I::I?Ei a Gris Gris Gris

El signo (+} indica formacion de fibulas, el signo (-) indica apareamiento incompatible o ausencia de fibulas.

Al aparear los neohaplontes recuperados se
observo la presencia de tres grupos interestériles
(Tabla 4). Dentro del primero se encuentran las cepas
ECS-130, 1B-67-1, 1E-200, y POROS agrupandose

L

sus neohaplontes dentro de 2 tipos de compatibilidad
con factores totalmente distintos, el A,B,, v el A,B,.
Los 2 componentes de la cepa ECS-127 se ubican
dentro de un segundo grupo interestéril con los tipos
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de compatibilidad A,B, y A B, observandose una
situacién similar con el iinico nechaplonte recuperado
de la cepa IE-136 cuyo tipe de compatibilidad seria
AB,. No obstante, cabe también la posibilidad de
que algunos de estos tipos de incompatibilidad
correspondieran a los tipos complementarios de
alguno de estos grupos, es decir que los factores del
grupo 2 fuesen A,B, y A, By, Para elucidar esta
situacion es necesario obtener los cuatro tipos de
compatibilidad de las progenies meidticas de cada
cepa dicaridtica con lo que ya seria posible verificar
sus patrones de interhibridizacién.

Discusion

En la mayoria de los estudios realizados con cepas
productoras de basidiocarpos coloridos no se ha
utilizado un patrén de referencia confiable con
relacion al color, lo que constituye una seria
limitacion, Esto adquiere mayor umportancia al
realizar estudios genéticos con el género Pleurotus,
en donde se han observado cambios de tonalidad en
los espordforos debido a las condiciones del medio
ambiente utilizadas ya que esto podria confundirse
con un cambio de color debido a una variacion
genética. Por ello, en este estudio se controlaron las
condiciones ambientales para que el color de los
esporoforos se mantuviera constante, Al utilizar el
atlas de colores se contd asimismo con un parametro
confiable para evaluar el color de los cuerpos
fructiferos y comprobar la estabilidad de este
pardmetro durante el experimento. Como puede
observarse con los datos reportados en la Tabla 1, el
uso de las claves del atlas de colores es un método
objetivo para regisirar la coloracién de espordloros y
esporadas. De esta forma fue posible confirmar en
ciertos casos las coloraciones reportadas por los
donantes, aunque algunas c¢epas  mostraron
coloraciones distintas a las indicadas,

L.as altas productividades obtenidas con las cepas
coloridas IE-136 y PORQOS, iguales a las de la cepa
comercial PLEUS, las hacen de gran interés para un
programa de mejoramiento genético ya que en ellas
se combinan 2 caracteristicas valiosas (Tabla 2), Las
menores productividades presentadas por las otras
cepas coloridas no representa una desventaja ya que
son comparables a la productividad de la segunda
cepa comercial, INIREB-8, la cual es ampliamente
utilizada por productores locales de Plewrotus y en
experimentos previos’ ha mostrado  buenos

rendimientos (102 %) al tercer brote (Valencia del
Toro et al., 1997),

En este estudio se confirmé el efecto
dedicariotizador de la peptona P (oxoid) (Leal-Lara,
1980) que demostré ser muy efectiva con tres de las
cepas de Pleurotus ya que fue posible recuperar sus 2
componentes monocaridticos aim a partir de un
pequefio niamero de aislamientos (Tabla 3). Si bien
nmuevamente se observo la diferente susceptibilidad de
las cepas a la dedicariotizacidn (Arteaga-Santillan et
al., 1996), al aumentar el nimero de aislamientos es
factible que se recuperen ambos tipos de
neohaplontes de las 4 cepas que presentaron una
dedicariotizacién - asimétrica. Es también probable
que afn realizando un gran nimero de aislamientos
no se recupere el segundo componente del dicariote
ya que como previamente se ha postulado (Arteaga-
Santillan er al, 1996), cada componente
monocariético de una cepa puede presentar diferente
susceptibilidad a los distintos fenémenos que se han
propuesto para explicar la dedicariotizacidn, ya sea el
efecto de sustancias téxicas o bien la alteracion del
proceso de reproduccion del material nuclear del
protoplasma o de la pared celular dicariética No
obstante las limitaciones anteriores, los componentes
monocaridticos de algunas de las cepas coloridas
estudiadas en el presente trabajo fueron recuperadas
por dedicariotizacion.

Mediante apareamientos entre los neohaplontes
recuperados en este estudio, fue posible precisar
ciertas relaciones entre las distintas cepas coloridas,
identificandose los 3 pgrupos de interesterilidad
mostrados en la Tabla 4. Si bien existe Ia
probabilidad de que alguno de estos 3 grupos
interstériles corresponda a. uno de los tipos
complementarios, esta es bastante remota dado que se
observa una clara separacion de las cepas de acuerdo
al color de sus esporéforos; las cepas de colores
naranja y rosa se encuentran dentro del grupo 1
mientras que las cepas de colores grises se encuentran
dentro de los grupos 2 y 3. Por oiro lado ya que
denfro del grupo 1 se encuentra la cepa IE 200,
donada por el Instituto de Ecologia como Fleurotus
djamur var. salmoneostramineus, las otras 4 cepas
dentro de este primer grupo deberén pertenecer a esta
misma especie a pesar de la diferencia en la
coloracion de esporoforos y esporas (Tabla 1). Estas
contradicciones awmentan al considerar que dentro
del grupo 1 se encuentra también la cepa POROS,
que de acuerdo al donante pertenece a la especie
Pleurotus ostreatoroseus. :
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Los resultados anteriores es poco probable que
estuvieran influenciados por una pérdida de la
capacidad de entrecruzamiento de los neohaplontes
ya que no existe evidencia al respecto en
investigaciones previas, (Leal-Lara, 1980; Ramirez-
Carrillo, 1989; Arias-Garcia, 1998). En todos los
casos reportados, fue posible entrecruzar los
neohaplontes obtenidos, ya sca entre aquellos de la
misma cepa o bien aquellos provenientes de cepas
diferentes, asi como entre monocariotes meidticos y
los neohaplontes recuperados.

En términos generales estos resultados remarcan
la importancia de las pruebas de compatibilidad
sexual para determinar la ubicacidén taxonémica de
las diferentes cepas de Plewrotus, ya que su valor es
de mayor peso que las caracteristicas morfoldgicas
que normalmente se han utilizado para la
clasificacion taxondmica (Petersen, 1995).

Los hibridos que se obfuvieron al aparear los
neohaplontes de las diferentes cepas coloridas de
Pleurotus son de gran valor. Con sus progenies podra
estudiarse la segregacion del caracter que determina
el color de los espordforos en Pleurotus. Representan
el punto de partida para el desarrollo de cepas con
colores estables y novedosos ya que en estos hibridos
se encuentra ¢l material genético original de las cepas
dicaridticas seleccionadas.
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ABSTRACT

Ten Pleurotus spp strains (ECS127, ECS187, IB67, 1IE202, IE200, IE201, INI8, POROS, RP and
P15) producing fruit bodies of different colors were chemical dedikaryotized to: obtain their
.monokaryotic components (neohaplonts). When these nechaplonts were paired, 5 intersterile groups
were recognized. Four strains producing sporophores of different colors were found ‘in the first
group, IB67 (gray), IE200 (white), PORO (pink) and RP (pink); their neohaplonts showing the
compatibility factors An,Bm, and A,By, respectively. A white (IE201) and a pink ([E202) strain are
in the second group, their nehohaplonts with compatibility factors A,B, and A,B,. Two gray strains,
INI8 and ECS127, belong to the third group with compatibility factors A;Bg and.A,B;. In the fourth
group a yellow strain was found, ECS187, with compatibility factors A,B; and A,B,. Similarly, a
gray strain, P15, was found in the fifth group with compatibility factors A,B, and A,B,, Thirteen
hybrid dikaryons were obtained by pairing nechaplonts from groups 1 and 2. The 13 dikaryons were
grown on a commercial Pleurotus sp substrate and 11 hybrids produced gray fruit bodies. However,
yellow fruit bodies were produced by two hybrids resulting from matings of nechaplonts from a
whitg strain (IE201) and a pink one (IE202). '

INTRODUCTION

The cultivation of edible mushrooms is an important biotechnological industry, the economic value
of which has ¢xpanded all over the world in the last decades (Chang 1996, Royse 1997). Plenrotus
spp occupies the second place in worldwide mushroom cultivation. In Mexico, its annual
production in 1990 was estimated at 356 tons of fresh mushrooms, followed by a marked increase
(413%) to 1,825 tons in 1997 (Martmez-Carrera 1997, Sobal et al 1997). Fruit body color is an
extremely V'l.l‘l"l.blc characteristic in Plenrotus spp and depending on cultivation conditions, fruit
bodies of variouns colors, i.e. white, cream, brown, gray and blue gray, are produced (Eger-Hummel
1980, Li 1980). Studies with P. djamor have shown that this intersterile group is formed by three
different phenotypic varictics with cither white, gray or pink fruit bodies, denominated as P.
djamor, P. opuntiae and P. salmoneostramineus or P. ostreatoroseus (Petersen 1995, Petersen and
Ridley 1996, Petersen and Hughes 1999). A similar situation is presented for the P. citrinopileatus
yellow strains and P. cornucopiae gray strains, that according to compatibility studies represent a
single intersterile group in spite of their morphological differences (Petersen and Hughes 1999).
The genetic study of fruit body color in Pleurotus spp is indispensable for a complete understandmg
of ‘both the mechanisms involved in color expression and a correct classification of the species
forming the Pleurotus spp complex. To study the mechanisms caunsing this phenotypic variation,
strains were selected that steadily produced fruit bodies of the same color in repeated fruitings.
Their monokaryotic components were obtained by chemical dedikaryotization in order to produce
hybrids for the study of fruit body color expression in such strains.
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MATERIALS AND METHODS

Biological material,

Ten strains of Pleurotus spp were obtained from vartous sources; straing ECS127;, ECS187 and
PORO from Dr. J.E. Sanchez (ECOSUR, Chiapas of México); strains, 1E200, IE201, IE202 and
INI8 from Dr. Gaston Guzman (Instituto de Ecologia, Jalapa, Mexico);" strain IBG’I from M.C.
Armando Arias (Universidad de Guadalajara, Mexico); and strains RP and P15 from Dr. Hermilo
Leal Lara (National University of Mexico). All strains are stored in the culture collection of the
Department of Food Science and Biotechnology, Faculty of Chemistry, UNAM,

~ Culture Media

Malt extract agar (MEA) was preparcd dissolving malt extract (15%) and agar (2%) in distilled
water. It was sterilized in an autoclave at 121°C at 1.2 kg/om?® for 30 mimates and 10'ml sterile
medium were poured into sterile petri dishes, After the medium solidified, plates were wrapped in
plastic bags and.incubated at 28°C for two days to check sterility and then used for storage of strains
and propagation of mycelium.

Dedikaryotization solution was prepared dissolving glucose (2%) and peptone P (oxoid) (2%) in
distilled water. Fifty ml of this solution were poured into 125 ml Erlenmeyer flasks and sterilized in
an autoclave (121°C at 1.2 kg/em? for 30 minutes).

Blending of mycelial cultures,

Four agar cubes {(ca. 0.5 cm) were cut from the edge of a growing colony and distributed on each
MEA plate to produce mycelial cultures, After four days incubation at 28°C, colonies reached ca, 4
cm diameter. Fifty ml sterile cold water were poured into the sterile jar of a laboratory waring
blender, and four colonies were cut and added to the jar. Agar cultures and water were blended at
high speed for 60 seconds.

Recovery of neohaplonts from dedikaryotization solution.

Flasks with dedikaryotization solution were inoculated with 30 ul suspension of blended agar
cultures and incubated at 28°C, When mycehum growth was visible, 100 or 200 pl of solution were
used to inoculate MEA plates. The solution in the flask was poured in the sterile jar of a waring
blender and then homogenized for 30 seconds at high speed. MEA plates were.inoculated with 20
or 50 ul homogenate and then incubated at 28°C until mycelium growth was noticeable. Mycelium
without clamp connections, i.¢. monokaryotic type, was identified under the microscope (160x).
Each colony was repeatedly sub cultivated in MEA to verify absence of clamp connections.

Identification of the 2 types of neohaplonts.

To identify the two component monokaryotic types of a dedikaryotized strain, two neohaplonts
were randomly selected and paired on MEA plates with all recovered neohaplonts from this strain.
Plates were incubated at 28°C. After 72 hours, plates were regularly inspected under the microscope
to identify dikaryotic mycelium. To confirm a correct identification of all neohaplonts, two new
neohaplonts were selected and paired again with all available neohaplonts,
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Production of Hybrids

The recovered neohaplonts were propagated individually on MEA plates. Agar cubes (ca. 0.5 cm)
were cut from the edge of a growing colony and distributed on each MEA plate to produce mycelial
cultures. After four days incubation at 28°C, colonies reached ca. 4 cm diameter. To produce hybrid
dikaryons, two neohaplonts were selected and paired on MEA plates, placing agar cubes from each

colony close together. Plates were incubated at 28°C and regularly inspected under the microscope
to identify dikaryotic mycelium.

Spawn

Wheat grains were washed and cooked for 50 min and then washed again to cool. Excess water was
drained, CaSO, (1.3%) and CaCO; (0.3%) were added (w/w). Five hundred grams supplemented
grain were packed in polypropylene bags and autoclave sterilized (2 h at 121°C at 1.2 kg/cm?), Bags
with sterile grain were inoculated with mycelium from a seven day agar colony and incubated 21 -
days at 24°C,

Conditions for substrate incubation and fruiting

The pasteurized wheat straw substrate was provided by a commercial grower (Hongos Leben, Edo,
Mexico). Substrate was placed in polypropylenc-ethylene bags (32 cm % 49 cm). For each strain,
five bags were inoculated with 5% spawn and incubated at 28°C. After 15 days, bags were
transferred to the fruiting room and production of fruit bodies was induced by regular watering
{three times a day for 20 min), two hours ventilation with humid air after each watering period, and
12 h illumination per day at a temperature of 15 and 30 °C.

RESULTS

Genetic studies of the expression of fruit body color in basidiomycetes require selection of strains
that steadily produced fruit bodies of the same color in repeated fruitings. Numerous strains were
obtained from different sources, in public and private culture collections. Their phenotypic
characteristics were determined by repeated cultivation on MEA and commercial substrates. Table
1 shows ten strains that were finally selected as starting material for this investigation.

Table 2 shows the total number of neohaplonts recovered from each strain. Although it ranged from
5 to 12 neohaplonts, the two monokaryotic components were obtained in all cases. Furthermore,
both neohaplont types were present in similar quantities, i.c. a symmetrical dedikaryotization was
accomplishcd {(Leal-Lara 1980).

Pairings of neohaplonts from all strains in all possible combinations showed that these strains could
be arranged in five intersterile groups (Table 3). Strains IB67, IE200, PORO and RP with gray,
pink, white and pink fruit bodies, respectively, belong to the ﬁrst group, with assigned compatibility
factors AyBr and A,B,. Strains [E201 and TE202 with white and pink fruit bodies are in the second
group (A,B, y A,B;). All strains with pink or white fruit bodies were contained in these two
intersterile groups. It is possible that both groups could be complementary, in that case, the
compatibility factors of the second intersterile group being A;,B, and A, B.,. To clear such cuestion,

the meiotic progenies of representative strains from each group should be obtained and cross-paired.

In the third intersterile group, two strains producing gray fruit bodies were found, INI8 and
ECS127¢ with compatibility factors A;B, and AB.. Intersterile groups 4 and 5 are represented by
just ong strain, a yellow fruit body producing strain (ECS187) with compatibility factors A;B; and
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AB, in group 4 and a gray fruit body producing strain (P15) with compatibility factors A.B, and
AB,.

Table 1. Mycelial growth and color of fruit bodies of Pleurotus spyp strains,

1
. . - 2 Color
Sirain Origin (Species) Mycelial Growth
. (Type/Abundance) Fruit Body Spore print

EC8127¢ Tcosur Chiapas, Méx. (Plenrotus sp) F R Pals yellow (12/2B) Pale purple (3/7B)

lcosur  Chi Méx.  (Pleurotus . '
ECslgy  Veowr  Chinpus,  Méx (Plearotis F R Yellow (9/1K) Pale rose (3/1B)

citrinopileatus)

U. de Guadalajara, Méx. (Pleurotus .
IB671 A EX Pink gray {3/1B) Brownish Yellow (10/2A)

- M
1E200 Inst. Ecologia, Méx.(P. djamor var. A R White (2/14) White (2/1A)
sal)
TE201 Inst. Ecologln, Méx.(P. djamor var. A R White (2/1A) White (2/1A)
sal)

Inst. Ecologia, Méx.(P. diamor var,
202 ) £ P o A EX Coral pink (2/9T) Peuch (10/5B)

sa :
INI8 Inst, Ecologia, Méx. (P. astreatus) F EX Pale yellow {12/2B) Pale rose (3/1B)
P15 Pleos, Italia (Plenrotus sp) F R Gray (35/4A 0 36/6A)  Brownish Yellow (10/2A)
PORO Stamets, USA (P. ostreatoroseus) F R Pink Pear! (1/8F) Peach (10/5B)
RP Local grower, DWF. (Pleuroius sp) A R Opera Pink (1/8B) ’ Peach (10/5B)

() The fruit body and spore print color were determined by color atlas of Maerz, and Paul 1950,
(2}  Myceelial Growth. Type: A = collony, F = filamentous; Abusdunee: Fx ~ exuberanl, R=uvernge,

Tablc 2. Recovery of monokaryotic components (neohaplonts) of Pleurofus spp strains.

¥* Test for
Dikaryotic Color of . Recovered Neohaplonts Symmetric
Strains Fruit Bodies Total Typenhl  Type nh2 (nhrf ;Dh‘;eiyl:l)

ECS127 Gray 12 6 | 6 - 0.00
ECS8187 Yellow 8 5 3 0.50
1B67 Gray 5 2 3 0.20
IE200 White 15 8 7 0.06
IE201 White 12 7 5 0.33
IE202 Pink 5 3 2 0.20
INI8 Gray 7 2 5 1.28
P15 Gray 7 4 3 0.14
PORO Pink 11 8 3 227
RP Pink 9 3 6 1.00

*  *Fruit bodies color corresponds {0 the basic colors scale
e *y?reference value (P = 0.01)=11.34. Smaller %* values indicate no significant differences
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The resulting hybrids were cultivated on Pleurotus spp straw substrate to evaluate fruit body
morphology. Hybrids resulted from pairings of neohaplonts belonging to group 1 (IB67,xIE200,
IB67;xIE200,, IB67,xPORO,, 1B67;xPOROQ,, IE200xPORQ,, IE200xPOR0O,, IB67,xRP,,
IB67,xRP,, IE200,xRP;, PORO;xRP,, and PORO;xRP,) produced similar fruit bodies, i.e. all were
gray colored, although all primordia were cream pink colored. Strikingly, the two hybrids obtained
from neohaplonts belonging to group 2 (IE201,xIE202, and IE201,xIE202,) produced yellow fruit
bodies, a color notably different from the fruit bodies produced by the parental strains. White fruit

bodies were produced by strain IE201 and pink oncs by IE202. Lilac colored sporc prints were
produced by all these hybrids. ‘

Hybrid strains 1E201,x1E202, and 1E201,x1E202; produced fruit bodies showing not only a
striking difference in color but also remarkable variations in other morphological-
characteristics, i.e. primordia initiated as deformed round protuberances, which resulted in
clusters gradually differentiated in numerous fruit bodies arising from the original
protuberance.

DISCUSSION

The dedikaryotization effect of peptone P (oxoid) (Leal-Lara 1980) was confirmed in this study.
The two monokaryotic components of the ten Pleurotus sp strains treated in this study were
recovered. This was possible even with a reduced number of neohaplonts (Table 2) after only 24 -
48 h incubation in the dedikaryotization solution, compared with the six days reported using the
original method (Leal-Lara 1980). Moreover, both component monokaryons were symmetrically
recovered (1:1). Even though the detailed mechanism for dedikaryotization of higher fungi is not
yet known (Miles and Raper 1956, Tokimoto et al. 1978, Arita 1974) and the possible production of
a toxic substance during sterilizatton of dedlkaryotlzatlon solution has been mentioned, no
variations were observed among nechaplonts in regards to mycelial growth or mating behavior
(Leal-Lara 1980, Arias-Garcia 1998, Valencia-De! Toro and Leal-Lara 1999).

By pairings neohaplonts, it was found that the Plenrotus spp strains producing colored fruit bodies
were interrelated through the existence of five intersterile groups (Table 3). Group 1 contains a
white strain (IE200), 2 pink strains (PORO and RP) and one pink gray strain {IB67). Taxonomic
information about thesc strains is available only for TE200, which according to donors, belongs to P.
diamor var djamor (Instituto de Ecologia) and for POROS belonging to P. osireatoroseus
(Stamets) while no taxonomic classification was available for the other two strains. Full
intercompatibility of thesc strains is not difficult to accept as long a$ the white and pink strains are
concerned (Corner 1981, Neda ef af. 1988, Petersen 1995, Petersen and Hughes 1999) and even
when regarding strain IB67, with pink gray fruit bodies. On the other hand, taxonomic classification
proposed by donors (Instituto de Ec,010g|a) for strains of the second intersterile group was
confirmed by the results of neohaplont pairings, i.e. strain IE201 with white fruit bodies belonging
to P. djamor var djamor and strain TE202, with pink fruit bodies, belonging to P. djamor var
salmoneostramineus . '
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Table 4. Fructification of ’leurotus spp hybrid strains.

Characteristics of Fruit Bodies

Strains Size Weight Color
(cm) (g)
INTERSTERILE GROUP 1
IB67,x1E200, 5x7-6x8 9-22 Honey Beige (11/6C)
IB67,x1E200; 6x8-7x10 9-14 Ivory (10/2B)
1B67 xPORO, 5x6-7Tx8 " 9-13 Yellow Orange (11/5C)
IB67,xPORO, 7x9-12x14  22-35 Brown Yellow (11/2B)
[B67,xRP; 5x7-6x8 9-22 Honey Beige (11/6C)
IB67:xRP, 7x8-7x10 9-14 Beige (11/2C)
IE200,xPORO, 8x8-8x10  20-35 Ivory (10/2B)
IE200,xPORO, 9x10-10x12  24-27 Cream (10/3D)
IE200,xRP, 5x6-8x8 9-14 Brown Yellow (11/2B)
PORO,xRP, 8x10-13x14 ~ 23-56 Brown Yellow (11/2B)
POROxRP, 8x8-6x16  21-38 Ivory (10/2B)
INTERSTERILE GROUP 2
[E201,xIE202, 6x7 10 Bright yellow (9/1K)
IE201,x1E202, 5x6-6x7 11-12 Bright yellow (9/1K)

Separation of these seven rather similar strains into two different intersterile groups can be
explained according to the following possibilities. The simplest, though very unlikely, is that
compatibility types of strains belonging to group 2, IE201, IE202, correspond to the complementary
types of group 1, i.e. they would be A,B, and A,B,.. Most likely, strains of each group belong to
different biological species and therefore they arc not compatible. However, the phenomenon of
vegetative incompatibility, frequently observed among basidiomycetes (Larraya 1999) has to be

considered. To clarify this issue, monokaryotic progenies from various strains belonging to each
group should be obtained and cross-mated.

Two strains, INI§ and ECS127;, both producing pale yellow fruit bodies belong to intersterile
group 3, which can de assigned to P. pulmonarius according to the positive results obtained from
pairings of their nechaplonts with tester strains provided by Dr HR Petersen (data not shown).
Intersterility of strain ECS187, the only one belonging to group 4, conforms to its assignment as P.
citrinopileatus by donors, although closer examination should be undertaken to confirm this; i.e.
morphological characteristics and pairings with corresponding American and European test strains.
Similarly, such studies should be done with strain P15, the only one belonging to intersterile group
5. Summarizing, from pairing experiments, it can be clearly concluded that strains ECS187 and
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P15, as well as the iwo strains producing yellow fruit bodies, INI8 and ECS127;, are clearly
separated from the pink and white strains selected for this study.

The production of yellow fruit bodies by hybrid strains IE201,xIE202, and IE201,xIE202, was
unexpected since they were formed with neochaplonts originated from strains producing pink and
white fruit bodies, respectively. They were therefore supposed to contain the genetic information to
produce either white or pink fruit bodies. The yellow color in their fruit bodies may be codified by a
single gene or a group of genes present in both hybrid strains. Eger-Hummel (1980) stated that fruit
bodies of wild P. ostreatus present pigments from yellow to orange in very small amounts. The
genetic information for this pigmentation may already exist in nature and its phenotypic expressmn
may be triggered by various unknown factors. The way organisms regulate gene expression is an
important clue to explain such results. They activate or deactivate genes responding to changes in
environmental conditions, the key factors controlling morphogenesis in fungi (Eger-Hummel 1980,
Kues and Liu 2000, Kucs 2000). Production of yellow fruit bodies by hybrid strains can be also
explained in terms of extrachromosomal factors that participate in the expression of white and pink
fruit bodies in the parental strains. Dedikaryotization involves separation of both monckaryotic
components of the dikaryon, thus, communication of cytoplasmic factors with nuclei may be
altered, inhibiting consequently normal expression of white or pink color. A similar situation has
been observed in relation to the expression of the A compatibility factor in Schizophillum commune,
Coprinus cinereus and Ustilago maydis. A protein sub unit HD?2, present in cytoplasm, must be
joint to a protein sub unit HD1 found in the nuclens, to form an active transcription factor that
should be transported within the nucleus to finally join DNA (Casselton and Olesmcky 1998, Kues
and Liu 2000, Kues 2000),

The few studies about the chemical nature of such pigments confirm the complexity of this issue.
They suggest both simultaneous presence of various types of pigments in fruit bodies and
interchangeability of their structure with the resulting changes in colorations. Takekuma et al.
(1994) purified an aqueous extract by gel filtration obtaining a chromo protein corresponding to the
pink pigment of a P. salmoneostramineus strain producing pink fruit bodies. These authors reported
the presence in the same extracts of a pale yellow glycoprotein with a B-structure.
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