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RESUMEN

Las especies neotropicales del género Favolus (Polyporaceae, Agaricomycetes) son im-
portantes ecoldgica y econémicamente, causando una pudricién blanca de la madera
y siendo utilizadas como alimentos en diferentes regiones. Hasta el momento, no se
reportan estudios sobre cultivo, domesticacion y distribucion de Favolus rugulosus, una
especie recientemente descrita para el Neotrdpico. Los objetivos de este estudio fue-
ron: evaluar el crecimiento de micelio y basidiomas bajo diferentes condiciones nutri-
cionales y conocer mejor la distribucion de F rugulosus en Colombia. Se revisaron 61
materiales depositados como Favolus en el herbario HUA, solo seis corresponden con
F rugulosus y hasta el momento esta especie solo esta reportada en el departamento de
Antioquia. Se realizé un aislamiento a partir de un espécimen de F rugulosus colecta-
do en Medellin (Colombia). La identificacion se realiz6 mediante estudios morfologi-
cos y moleculares utilizando el marcador ITS. Se encontré que el agar glucosa oxite-
traciclina fue el medio de cultivo mas adecuado para el crecimiento micelial y que el
cultivo de los basidiomas fue viable en los dos sustratos evaluados. No se encontraron
diferencias significativas en la eficiencia bioldgica alcanzada en ambos sustratos.

Palabras clave — Cepas silvestres; crecimiento micelial; cultivo de hongos; hongos comestibles;
poliporales.
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ABSTRACT

Neotropical species of the genus Favolus (Polyporaceae, Agaricomycetes) are ecologi-
cally and economically important, causing white-rot wood decay and being used as
food in different regions. So far, no studies on cultivation, domestication, and distri-
bution of Favolus rugulosus, a species recently described for the Neotropics, have been
reported. The aims of this study were: to evaluate mycelium and basidiomata growth
under different nutritional conditions and to understand better the distribution of
F rugulosus in Colombia. Sixty-one specimens of Favolus conserved at the HUA her-
barium were analyzed, only six of them were F rugulosus. So far, this species is only
reported in the Antioquia state. A strain of F rugulosus was isolated from a specimen
collected in Medellin (Colombia). Identification was performed by morphological
and molecular analyses using the I'TS marker. We found that oxytetracycline glucose
agar was the most suitable culture medium for mycelial growth and that basidiomata
culture was achievable on the two evaluated substrates. No significant differences
were found in the biological efficiency achieved on both substrates.

Palavras-chave — Edible mushrooms; mushroom cultivation; mycelial growth; polypores; wild
strains.

INTRODUCCION

Favolus Fr. (Polyporaceae, Agaricomycetes) es un género monofilético ampliamen-
te distribuido que agrupa hongos degradadores de madera causantes de pudricién
blanca. Las especies del género se caracterizan por presentar basidiomas carnosos
lateralmente estipitados y poros radialmente alargados, superficie del pileo seca, ra-
dialmente estriada y pileipellis sin sustancia glutinosa; poseen sistema hifal dimitico
y basidiosporas cilindricas, hialinas y de pared lisa y delgada (Nunez y Ryvarden,
1995; Sotome et al., 2013; Palacio et al., 2021).

Nueve especies de Favolus han sido descritas originalmente del Neotrépico, in-
cluyendo Favolus brasiliensis (Fr.) Fr., especie tipo del género. Por medio de analisis
morfoldgicos y filogenéticos con multiples genes, Palacio ez al. (2021) demostr6 que
E brasiliensis representa en realidad un complejo de especies, compuesto por al menos
dos linajes, uno de los cuales fue descrito como Favolus rugulosus, con distribucion
conocida para Brasil y Colombia.

Algunas especies silvestres de Favolus son comestibles, existiendo registros de
su uso como alimento en Indonesia, Malawi (Boa, 2004), Nepal (Christensen et al.,
2008), Paptia Nueva Guinea (Boa, 2004), Filipinas (De Leon et al., 2013), México
(Ruan-Soto et al. 2004, 2006), Guatemala (Flores Arzu et al. 2012), Ecuador (Gamboa-
Trujillo ez al. 2019) y la Amazonia peruana, brasilefia y venezolana (Prance, 1972,
1973, 1984; Fidalgo y Prance, 1976; Vargas-Isla et al., 2013; Zent et al., 2004). En
particular, Sanuma et al. (2016) reporta que F brasiliensis es parte del sistema agricola
del pueblo indigena Yanomami de la selva amazodnica brasilefa, y Palacio et al. (2021)
extiende este reporte de comestibilidad también para las especies Favolus yanomami
Palacio & Menolli y F rugulosus.
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Si bien se registran mas de 1100 hongos silvestres comestibles (HSC), la basque-
da de nuevas especies tiene como fin ampliar el nimero de HSC disponibles para el
consumo humano, pues son un alto complemento nutritivo de las poblaciones rura-
les y esto podria permitir la disponibilidad continua del producto en los mercados,
favoreciendo el aprovechamiento de la diversidad local (Boa, 2005; Omarini et al.,
2009). Algunos de los géneros de hongos comestibles que se cultivan industrialmente
son Agaricus, Lentinula, Pleurotus, Auricularia, Volvariella, Flammulina y Tremella, y la
produccion mundial comprende alrededor de 42,792,893 millones de toneladas, con
un incremento en la tasa de produccion anual del 11% (FAO, 2020).

Hasta el momento existen pocos reportes del cultivo de F brasiliensis (=Polyporus
tenuiculus) (Omarinti et al., 2009, 2010a, 2010b) y ninguno acerca de otras especies
neotropicales, tales como las descritas por Palacio et al. (2021). Dado que F rugulosus
fue recientemente descrita a partir del complejo F brasiliensis y que se tienen repor-
tes de la comestibilidad de dicho complejo, que crece naturalmente sobre troncos
muertos en Brasil y Colombia, el objetivo de este trabajo fue evaluar el cultivo de
la cepa silvestre ZRRC en condiciones de laboratorio empleando diferentes medios
y sustratos lignoceluldsicos. Ademads, para conocer mejor la distribucién de F ru-
gulosus en Colombia, se revisaron los ejemplares almacenados en el Herbario de la
Universidad de Antioquia (HUA) teniendo en cuenta las modificaciones taxondmicas
recientes que ha sufrido el género Favolus.

MATERIALES Y METODOS

Material estudiado.— Se revisaron un total de 61 colecciones del género Favolus
depositadas en el HUA, corroborando su identificacion taxonémica y en particular,
la localidad de aquellas correspondientes a la especie F rugulosus.

El basidioma a partir del cual se aislo la cepa ZRRC de F rugulosus fue colec-
tado en 2020 en el noroccidente de Medellin, Colombia, creciendo sobre madera
en descomposicion. El aislamiento de la cepa se realizé sembrando fragmentos del
basidioma adn fresco en placas de Petri estériles que contenian agar papa-dextrosa
(PDA) (Scharlau) y fueron incubadas a 25°C. La identificacion taxonémica fue lle-
vada a cabo a partir de analisis moleculares y caracteres macro y micromorfolégicos
siguiendo la clave para especies de Favolus del Neotropico de Palacio ez al. (2021).

Analisis morfolégicos.— Para la revision morfoldgica de los especimenes examina-
dos se realizaron observaciones macroscopicas sobre material fresco y seco siguiendo
a Robledo y Urcelay (2009). Para el estudio de las estructuras microscépicas se reali-
zaron cortes a mano alzada y se observaron en KOH al cinco por ciento, rojo congo
y azul de cresilo. Para el analisis del sistema hifal se utiliz6 la técnica propuesta por
Decock et al. (2013).

Extraccion de ADN, amplificacion por PCR y secuenciacion.— La extraccion
de ADN se realiz6 siguiendo el protocolo de Gardes y Bruns (1993), a partir de ba-
sidiomas conservados en silica gel. La amplificacion de ADN se realiz6 utilizando



430 S. Sanchez-Ocampo et al.: Favolus rugulosus, cultivo de micelio y basidiomas

Hot-Start GoTag® DNA Polymerase in a Ready-to-Use Master Mix marca Promega,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se amplific6 y secuenci6 la region ITS
usando los cebadores ITS1-F e I'TS4 (White ez al., 1990; Gardes y Bruns, 1993). Para
las condiciones del ciclo de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) se utilizé
lo propuesto por Buyck et al. (2020). Los amplicones se enviaron a Macrogen Korea
(Seul, Corea del Sur) para ser purificados y secuenciados por el método de Sanger.

Analisis filogenéticos.— La secuencia generada en este estudio se deposité en la
base de datos GenBank con el nimero de acceso ON897745 (Tabla 1). Para investigar
la ubicacion filogenética de esta secuencia, se descargaron secuencias adicionales
del GenBank y se alinearon usando MAFFT 7 (Katoh y Standley, 2013) bajo la
estrategia Q-INS-I. Los alineamientos se examinaron y ajustaron manualmente en
Aliview (Larsson, 2014). Se realizaron dos analisis distintos en el conjunto de datos:
Inferencia Bayesiana (BI) y Maxima Verosimilitud (ML).

El analisis de BI fue realizado usando MrBayes version 3.2.6 (Ronquist et al.,
2012), donde el mejor modelo evolutivo de nucleétidos se obtuvo bajo el programa
jModelTest 2.1.3 (Darriba et al., 2012) de acuerdo con Akaike information criterion
(Akaike, 1974), en la plataforma CIPRES Science Gateway (Miller et al., 2010); el ana-
lisis bayesiano se realiz6 con 5 millones de generaciones, dos corridas independien-
tes, cuatro cadenas y frecuencias de diagndstico, impresion y muestreo = 0,01%.

El analisis de ML se obtuvo utilizando RAXML 8.1.4 (Stamatakis, 2014) en
CIPRES Science Gateway 3.1 (Miller et al., 2010). El analisis realizé primero 100
busquedas ML, cada una de ellas partiendo de un arbol de parsimonia de adicién
aleatoria por pasos, bajo un modelo GTRGAMMA, con todos los demdas parametros
estimados por el software. Se proporciond un archivo de particién con las particiones
definidas para forzar a RAXML a buscar un modelo de evolucion separado para cada
particion. Se obtuvieron valores de soporte de bootstrap (BS) bajo los mismos mode-
los y esquemas de particion permitiendo al programa determinar automaticamente
el bootstrapping usando la opcién autoMRE.

Para ambos analisis se utilizo la especie Trametes conchifer (Schwein.) Pilat, como
grupo externo siguiendo a Palacio ez al. (2021).

Crecimiento micelial en diferentes medios de cultivo.— El crecimiento micelial se
evalud en tres medios de cultivo servidos en placas de Petri de 90 mm que contenian
20 ml de medio. Estos fueron: agar papa-dextrosa (PDA) (PanReac AppliChem), agar
malta (AM) (OXOID) y agar glucosa oxitetraciclina (OGYE) (OXOID), cada uno
con 12 réplicas. Los medios y las placas de Petri se esterilizaron en autoclave a 125°
C, a una presion de 20 psi durante 20 min. En el centro de cada placa se colocé un
disco de aproximadamente seis mm de didmetro del micelio fresco de F rugulosus
ZRRC. Los cultivos se incubaron durante 20 dias en la oscuridad a 23°C y se toma-
ron fotografias cada dos dias utilizando la cimara trasera de un Ulefone Armor X8.
Las fotografias se analizaron con el software Image] (Schneider et al., 2012) para
obtener el drea ocupada por el micelio en cada momento.

El diseno experimental fue completamente aleatorio, incluyendo tres tratamien-
tos (PDA, AM y OGYE) y doce réplicas. Los datos se analizaron mediante un ana-
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Tabla 1. Lista de taxones y secuencias utilizadas en los anélisis filogenéticos, con sus correspondi-
entes numeros de voucher, pais de origen y nimeros de acceso de GenBank. La secuencia generada
en este trabajo se indica en negrita.

Table 1. List of taxa and sequences used in the phylogenetic analysis with their corresponding
voucher numbers, GenBank numbers and country of origin. The newly generated sequence is indi-
cated in bold.

Datronia mollis RLG6304sp EE.UU. JN165002
Favolus acervatus Cui11053 China KU189774
Favolus acervatus Dai10749b China KX548953
Favolus brasiliensis KellermanSN Brasil MN648682
Favolus brasiliensis MP197 Brasil MN648683
Favolus brasiliensis MEEsnbras Brasil —

Favolus emerici Yuan4410 China KX548954
Favolus gracilisporus BP106942 Hungria MF401551
Favolus gracilisporus SFC2013070440 Corea del Sur KY038472
Favolus ianthinus DS1677 Brasil MN648691
Favolus ianthinus DS1700 Brasil MN648690
Favolus niveus Cui11129T China KX548955
Favolus niveus Dai13276 China KX548956
Favolus pseudobetulinus TRTC51022 Canada AB587629
Favolus pseudobetulinus TFMF27567 Japan AB587644
Favolus pseudoemerici Cui11079 China KX548958
Favolus pseudoemerici Cui13757T China KX548959
Favolus pseudogrammocephalus MP218 Brasil MN648689
Favolus roseus PEN33 Malasia AB735975
Favolus rugulosus 228632 Colombia ON897745
Favolus rugulosus Fazolino415 Brasil MN648685
Favolus rugulosus MP191 Brasil MN648684
Favolus septatus Zhou287T China KX548968
Favolus sp. TENN10242 Costa Rica AB735976
Favolus sp. INPA241452 Brasil AB735977
Favolus sp. MEL2382969 Australia KP012829
Favolus spatulatus Dai13615 China KU189775
Favolus spatulatus Cui8290 China KX548969
Favolus subtropicus Cui4292 China KX548970
Favolus subtropicus Li1938 China KX548971
Favolus yanomamii ACM1295 Brasil MN648686
Favolus yanomamii DS1656 Brasil MN648687
Favolus yanomamii MEEsnNbras Brasil MN648688
Lentinus tigrinus LE214778 Rusia KM411459
Lentinus badius DED07668 Tailandia KP283480
Neofavolus mikawae Dai12361 China KX548975
Neofavolus alveolaris Dai11290 China KU189768
Neofavolus subpurpurascens CG6242 Brasil MH544277
Polyporus arcularius Cui10998 China KX548973
Polyporus brumalis Cui10750 China KU189765
Polyporus philippinensis Cui10941 China KX548976
Polyporus philippinensis Dai7959 China KX548977
Polyporus squamosus Cui10595 China KU189778
Polyporus tuberaster Dai12462 China KU507580
Trametes conchifer FP106793sp EE.UU. IJN164924
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lisis de varianza (ANOVA) de una via al cinco por ciento de probabilidad, usando
Python 3 (Van Rossum y Drake, 2009).

Se midi6 el pH de cada medio de cultivo antes de inocularlo, utilizando un
pHmetro (HACH HQ40d). Esta medicion se realizo nuevamente tras 15 dias de
incubacion, para detectar cambios en el pH posteriores a la colonizacion del micelio
de E rugulosus.

Cultivo en dos sustratos lignocelulésicos.— El indculo en grano “semilla” se pre-
par¢ utilizando granos de cebada perlada (Hordeum vulgare 1..) o sorgo (Sorghum
sp. Moench). El grano fue previamente hidratado por inmersioén en agua del grifo
durante 12 horas. Pasado este tiempo se eliminé el exceso de humedad y la semilla
se llevo a bolsas de polipropileno de 34 x 25 cm de 30 um de espesor, obteniendo
un peso final de 200 g. Las bolsas fueron autoclavadas durante 30 min a 125°C/ 20
psi. Luego, en camara de flujo laminar, se inoculé cada bolsa con la mitad del agar
contenido en una caja de Petri y se incub6 en oscuridad a 23°C hasta que los granos
estuvieron completamente colonizados.

Teniendo en cuenta que la industria de maderas en Colombia produce como
desecho viruta de madera mixta y que estos desechos son de facil acceso y bajo costo,
se formularon dos sustratos lignoceluldsicos: (i) viruta de madera mixta, principal-
mente proveniente de los géneros Cedrela P. Browne, Quercus L. y Tabebuia Gomes
ex DC., cortada en trozos de aproximadamente uno por dos cm, suplementada con
salvado de trigo 30% p/p y (ii) fibra de coco molida, suplementada con salvado de
trigo 30% p/p. Ambos sustratos fueron humedecidos hasta alcanzar un contenido de
agua de aproximadamente 70% p/p (Omarini et al., 2009). El sustrato himedo fue
distribuido en bolsas de polipropileno (34 x 25 cm, 30 um de espesor) alcanzando un
peso final de aproximadamente 650 g (equivalentes a 200 g sin humedecer), que se
esterilizaron a 125° C/ 20 psi durante 40 minutos. Tras un periodo de enfriamiento,
las bolsas se inocularon con 15% p/p de semilla, se cerraron con un tapén compuesto
por membranas de algodon sostenidas por cilindros de PVC (cloruro de polivinilo)
y se incubaron en oscuridad a 23°C, hasta que el micelio colonizé completamente el
sustrato formando un bloque rigido.

Para estimular la formacién de basidiomas, los bloques completamente coloni-
zados fueron sometidos a un choque térmico a cuatro grados centigrados durante
dos horas y posteriormente pasaron a un fotoperiodo de nueve horas de luz de 32W
/ 15 horas de oscuridad. Los niveles de humedad se mantuvieron en un rango del
75 a 85% empleando un riego por aspersion, tipo bruma, durante 30 minutos cada
10 horas.

Los basidiomas maduros se colectaron después de tres dias de su aparicion,
Unicamente en la primera oleada de fructificacion, registrando: (i) nimero de basi-
diomas, (ii) tiempo hasta la aparicion de primordios en condiciones de fructificacion
y (iii) eficiencia bioldgica (EB), la cual se expresa en porcentaje y se calcula con la
siguiente formula (Chang et al., 1981):

EB (%) = (peso de los basidiomas en fresco / peso de sustrato seco) * 100.

El diseno experimental fue completamente aleatorio, incluyendo dos tratamien-
tos (viruta de madera y fibra de coco) y trece réplicas. Los datos se analizaron me-
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diante un analisis de varianza (ANOVA) de una via al cinco por ciento de probabi-
lidad, usando Python 3 (Van Rossum y Drake, 2009).

RESULTADOS

Los analisis morfolégicos detallados de los 61 especimenes determinados bajo el
género Favolus corroboraron que seis de estas colecciones pertenecen a la especie F
rugulosus. A continuacion, se presenta una descripcion basada en los especimenes
estudiados.

Favolus rugulosus Palacio & R.M. Silveira (Fig. 1A-C)
Mycologia 113 (4): 767 (2021), MB834612.

Basidiomas anuales, laterales a excéntricamente estipitados, gregarios. Pileo de hasta
7,5 cm de didmetro y 0,3 cm de grosor, flabeliforme a espatulado; superficie del pileo
amarilla a amarilla-dorada, pubescente, irregularmente arrugada o rugulosa cuando
seca; margen entero; contexto de hasta 0,1 cm de grosor, amarillo palido. Hime-
néforo blanco amarillento tornandose ocre cuando seco, poroide; poros angulares,

AR

:{‘ ® i s

60 pm en 40x--

Fig. 1. £ rugulosus Catalina Sierra CS11 (HUA 204482). A) Superficie del pileo rugulosa. B) Basid-
iosporas. C) Pileipellis.

Fig. 1. F rugulosus Catalina Sierra CS11 (HUA 204482). A) Rugulose pilear surface. B) Basidiospores.
Q) Pileipellis.
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decurrentes y radialmente alargados, 0,2-0,6 x 0,1-0,3 cm; disepimentos lacerados;
tubos hasta 0,2 cm de longitud, concoloros con el himenéforo. Estipite hasta 2,5 cm
de longitud, 1-15 cm de diametro, cilindrico, macizo, de superficie arrugada, densa-
mente pubescente, de color dorado a marrén claro. Sistema hifal dimitico con hifas
generativas de 2-5 um de diametro, con fibulas, hialinas, de pared delgada e hifas
esqueleto-ligadoras de 3—6 um de diametro, de pared gruesa, flexuosas, ramificadas,
IKI-; proyecciones hifales (hyphal pegs) presentes. Pileipellis plagiotricodermal.
Basidios clavados, 30-40 X 7-9 um, tetraesterigmados. Basidiosporas cilindricas,
7-12 X 2,5-4 um, de pared delgada y lisa, hialinas, IKI-.

Observaciones.— Los basidiomas de F rugulosus se diferencian de otros del género
por la superficie del pileo de textura pubescente con pelos cortos y débiles, la cual
se torna dorada y arrugada cuando seca. Microscopicamente, presenta pileipellis
plagiotricodermal (Palacio et al., 2021).

Material estudiado.— COLOMBIA. Dpto. Antioquia, Municipio Santo Domingo,
6°282 26.72 2 N, 75°102 00.32 2 O, 6-V-1992, FE Pineda 692 (HUA 81846); ibid., Ciu-
dad Medellin, Universidad de Antioquia, 20-XI-1990, F Pineda 551 (HUA 73119);
ibid., 8-V-1987, L. E Velasquez 192 (HUA 39588); ibid., 1-VIII-2004, Carlos A. Lopez-
0 875 (HUA 157538); ibid., Jardin botanico de Medellin Joaquin Antonio Uribe,
6°16’7,09”N, 75°33°45,45”0, 19-1V-2013, Catalina Sierra CS11 (HUA 204482); ibid.,
6°16’18”N, 75°33°46”0, 18-V-2013, 1485 msnm, Liliana Isaza LIF55 (HUA 204483);
ibid., El Picacho, 6°18’ 31.053”N, 75°34°54.992”0, 04-1V-2021, Zora-B ; Rios-Sar-
miento 2 (HUA 228632, ITS:ON897745).

Analisis filogenéticos.— Los anilisis realizados incluyen la secuencia del material
tipo de F rugulosus, y muestran que la cepa de interés en este estudio corresponde
a F rugulosus. Los andlisis de BI y ML arrojaron topologias similares. Se presenta
la topologia del analisis de BI junto con los valores de soporte encontrados para
ambos analisis. El género Favolus fue recuperado como un clado monofilético (BI
= 1/ML = 99). La nueva secuencia de Favolus (ON89774) formé un clado (BI =1
/ ML = 96) con la secuencia del espécimen holotipo de F rugulosus (Fig. 2), lo cual
es consistente con la identificacion morfolégica realizada previamente.

Crecimiento micelial en diferentes medios de cultivo.— La cepa ZRRC de E
rugulosus present6 crecimiento micelial en los tres medios de cultivo evaluados a
23°C, siendo el agar OGYE el que se coloniz6 en menor tiempo (Fig. 3A). Después
de 20 dias de incubacion, el area colonizada fue significativamente mayor (P<0,05)
en agar OGYE (53,38 cm?), seguido por AM (33,76 cm?) y finalmente por PDA
(20,99 cm?) (Fig. 3B). El efecto del medio de cultivo se ve reflejado en esta misma
direccién en la morfologia del micelio, que varia desde textura algodonosa y densi-
dad regular en OGYE, hasta un crecimiento irregular, con parches de micelio poco
densos en PDA (Fig. 4). En los tres casos, en el centro de la placa donde se sembro
el inéculo, el micelio adquiri6é una coloracién marrén y una textura coridcea con el
paso del tiempo.
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Fig. 3. A) Curva de crecimiento micelial en diferentes medios de cultivo. B) Area colonizada por el
micelio de F. rugulosus ZRRC tras 20 dias de incubacion a 23°C.

Fig. 3. A) Mycelial growth curve in different culture media. B) Colonized area by the mycelium of £
rugulosus ZRRC after 20 days of incubation at 23°C.

Microscopicamente, no se evidenciaron diferencias morfoldgicas en el micelio
entre los diferentes medios de cultivo. Siempre se observo la presencia de hifas es-
queleto-ligadoras delgadas e hifas generativas fibuladas variables en grosor, corres-
pondiente con el sistema hifal dimitico que caracteriza al género Favolus.

Cultivo en dos sustratos lignocelulésicos.— Tras 24 dias de incubacién, se obtuvo
semilla completamente colonizada tanto de sorgo como de cebada, siendo ambas
semillas ttiles para inocular el sustrato en la fase siguiente. El micelio de F rugulosus
ZRRC coloniz6 completamente los bloques de sustrato en promedio en un periodo
de 33 dias, y los primordios comenzaron a aparecer entre 15 y 40 dias después de
que iniciaron las condiciones de fructificacion.

El tiempo de fructificacion, el nimero de basidiomas y la eficiencia bioldgica
no presentaron diferencias significativas entre los dos sustratos lignoceluldsicos em-
pleados (p>0.05). El peso fresco vari6 entre 1,7 y 99,1 g por basidioma y la eficiencia
bioldgica de la primera oleada de fructificacion varié entre 11,9 y 52,7% (Fig. 5).
Después de aproximadamente 20 dias desde la primera cosecha, los bloques fructi-
ficaron nuevamente dando lugar a basidiomas aunque de menor tamano.

En ambos sustratos lignoceluldsicos se obtuvieron basidiomas (Fig. 6) y, de
manera interesante, la superficie externa del micelio se torndé marrén rojizo y de
consistencia coridcea con el paso del tiempo, especialmente en las zonas en contacto
directo con el aire.
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Fig. 4. Crecimiento micelial de F. rugulosus en diferentes medios de cultivo. A-C) Agar papa-dextrosa.
D-F) Agar malta. G-I) Agar glucosa oxitetraciclina. Barras = 1 cm.

Fig. 4. Mycelial growth of F rugulosus in different culture media. A-C) Potato dextrose agar. D-F)
Malt agar. G-1) Oxytetracycline glucose agar. Bar = 1 cm.

DISCUSION

Tras la revision de especimenes del herbario HUA, FE rugulosus se registra en Co-
lombia hasta el momento s6lo con distribucion para el departamento Antioquia.
Segiin Gomez-Montoya et al. (2022), este es el departamento colombiano que cuenta
con mas reportes en el subfilo Agaricomycotina, lo que se puede deber a la falta de
especialistas en los demés departamentos del pais. Por lo anterior, se considera que
la distribucién de F rugulosus posiblemente no esté limitada al departamento de
Antioquia, sino que esto responde a la falta de muestreo y conocimiento en el resto
del pais. El analisis filogenético recupero la topologia obtenida por Palacio er al.
(2021) y mostré que la secuencia obtenida en este estudio corresponde a F rugulosus,
filogenéticamente relacionada a F yanomami y E brasiliensis.
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Fig 5. Caracteristicas de rendimiento obtenidas al cultivar £ rugulosus ZRRC en dos sustratos ligno-
celulésicos. A) Eficiencia bioldgica. B) Nimero de basidiomas.

Fig 5. Yield characteristics obtained after F. rugulosus ZRRC grown on two lignocellulosic substrates.
A) Biological efficiency. B) Number of basidiomata.

El agar OGYE fue el medio colonizado en menos tiempo, aunque el crecimiento
del micelio fue posible en los tres medios de cultivo, lo que refleja la disponibilidad
de los nutrientes necesarios para F rugulosus en PDA, AM y OGYE. Algunos aspectos
de la composicion quimica del medio de cultivo, como la concentracién de nitrége-
no, generan un medio de control fisiologico y de regulacion del metabolismo de los
microorganismos (Thomas et al., 1996). Por otro lado, la oxitetraciclina (OTC), com-
ponente basico del agar OGYE, es un antibidtico ampliamente utilizado en la cria de
animales, que trae como consecuencia la contaminacién de agua, sedimentos, suelo,
generando efectos negativos sobre la comunidad microbiana del suelo (Danilova ez
al., 2020). Migliore et al. (2012) demostré por medio de analisis de espectrometria
de masas que Pleurotus ostreatus (Jacq.) P Kumm. tiene la capacidad de absorber la
OTC en el micelio, donde la molécula sufre un paso de degradaciéon. Dado el buen
crecimiento de F rugulosus ZRRC en este medio, seria interesante evaluar la posible
degradacién de la OTC por parte de este hongo, para saber si podria ser candidato
biorremediador.

Los resultados indican que la cepa de F rugulosus generé cambios en el pH de
los medios de cultivo respecto al valor inicial. Si bien en los tres medios hubo un
cambio en el pH, el OGYE fue el medio con un cambio mas drastico, pasando de
un pH 4cido (4,20) a uno mas alcalino (6,22) (‘Tabla 2). Al parecer, F rugulosus tiene
una tendencia a alcalinizar los medios de cultivo, se hace necesario generar mas es-
tudios, dado que el pH es considerado como una de las propiedades quimicas mas
importantes del suelo y del sustrato (Jackson, 1970).

B
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Fig 6. Basidiomas de F rugulosus ZRRC cultivados in vitro. A) Formacién externa de una capa marrén
rojiza en la superficie del cultivo. B) Detalle de la superficie del pileo de basidioma fresco. C) Detalle
de la superficie del pileo de basidioma deshidratado. D) Detalle del himenéforo. Barras = 1 cm.

Fig 6. Basidiomata of F rugulosus ZRRC cultured in vitro. A) External formation of a reddish-brown
layer on the mycelium. B) Pilear surface detail on fresh basidiomata. C) Pilear surface detail on de-
hydrated basidiomata. D) Poroid hymenophore. Bars = 1 cm.

Tabla 2. Variacion del pH antes y 15 dias después de la inoculacién con F. rugulosus en tres medios
de cultivo.

Table 2. Culture medium pH variation before and after 15 days of inoculation with F rugulosus.

pH tras 15 dias

pH inicial de incubacién pH inicial
Agar AM 3,43 4,96 1,53
Agar PDA 3,20 4,39 1,19
Agar OGYE 4,20 6,22 2,02

Tanto la fibra de coco como la viruta de aserrin demostraron ser sustratos Uti-
les para la produccion del hongo comestible F rugulosus. Esta misma capacidad de
degradar sustratos lignoceluldsicos fue cuantificada para F brasiliensis, mostrando
que en 5 meses puede causar una disminucién de hasta 74,5% en el contenido de
celulosa, 80,4 a 85,7% en hemicelulosa y 60,6 a 66,2% en lignina (Omarini et al.,
2009). De este modo, las especies del género Favolus podrian llegar a ser ttiles no
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solo como alimento, sino también en el procesamiento de residuos lignoceluldsicos
de industrias como la de papel y madera.

La EB fue en promedio de 30,3% para la primera oleada de fructificacion en el
sustrato de viruta de madera + 30% p/p de salvado de trigo, siendo menor que la
EB de 51,14% obtenida por Omarini ez al. (2009) al cultivar F brasiliensis en aserrin
de sauce + 15% p/p de salvado de trigo + 5% p/p harina de soja. Asi mismo, la
eficiencia obtenida es menor que la reportada por Liang et al., (2019) en la primera
oleada de cultivo de Auricularia nigricans (Mont.) Sacc. (= A. polytricha) usando re-
siduos de madera mixta (EB = 44,63%) y la de Pleurotus ostreatus en aserrin (EB =
59,6% considerando dos oleadas) (Mandeel et al., 2005). La EB total de F rugulosus
podria llegar a incrementarse considerando que se ha reportado que en el cultivo de
F brasiliensis se pueden alcanzar hasta 6 oleadas de fructificacion en un ciclo completo
de cultivo. Adicionalmente, se podria evaluar la utilizacion de diferentes sustratos y
el rendimiento de otras cepas de F rugulosus, ademas de establecer una temperatura
Optima para maximizar el crecimiento y la calidad de los basidiomas.

No se encontraron diferencias en la morfologia de los basidiomas ni en la EB al
cultivarlos en estos dos sustratos, pero se conoce que las caracteristicas del sustrato
pueden influir en la composicion quimica y en consecuencia en el valor nutritivo de
los basidiomas cultivados (Omarini et al., 2010b). Para F brasiliensis se ha reportado
que los atributos sensoriales de los especimenes secos pueden variar con el sustrato
donde se cultiva (Omarini et al., 2010a), por lo que seria interesante evaluar aspectos
organolépticos y bromatoldgicos en el caso de F rugulosus.

Las manchas marrones que se forman en la superficie del bloque (Fig. 6A) se
han reportado también en el cultivo de F brasiliensis y son similares al fenémeno de
pardeamiento de los bloques de sustrato de Lentinula edodes (Berk.) Pegler, en los que
el micelio marrén actiia como barrera contra la pérdida de humedad y el ataque de
organismos (Omarini et al., 2009; Przybylowicz y Donoghue, 1988). Similarmente,
en especies de Favolus reportadas como hospederos de artropodos micéfagos (Ama-
ringo-Cortegano et al., 2013) esta cubierta coridcea podria constituir un mecanismo
de proteccion.

Finalmente, se destaca que este es el primer trabajo donde se reportan datos
sobre cultivo de F rugulosus. Las técnicas de cultivo empleadas son simples y los
sustratos empleados son de facil acceso y bajo costo.
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