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HONGOS COMESTIBLES SILVESTRES EN PATAGONIA,
ARGENTINA: IDENTIFICACION MOLECULAR, EVALUACION Y
SELECCION DE METODOS DE PRESERVACION POSTCOSECHA



RESUMEN

Los bosques de Nothofagaceae de la region Andino Patagdnica hospedan abundantes
especies de hongos, muchas de ellas con potencial valor alimenticio, medicinal y
tecnolégico comprobado. El aprovechamiento sostenible de los hongos comestibles
silvestres es una actividad prometedora y que brinda identidad a la region, sin embargo
su consumo por partes de las comunidades locales se restringe a unas pocas especies.
Dentro de las mas utilizadas se encuentran Fistulina antarctica Speg. (lengua de vaca),
Ramaria patagonica (Speg.) Corner (changle) y varias dentro del género Cyttaria.
Ademas, estas han sido incorporadas a los platos ofrecidos por chefs regionales debido
a que son sumamente interesantes desde sus cualidades sensoriales (colores, texturas,
aromas). Estas novedosas especies, han sido recientemente incorporadas al Codigo
Alimentario Argentino (CAA) y si bien registran usos tradicionales de larga data, su
estudio en el ambito cientifico es incipiente. La presente tesis aborda aspectos aun no
explorados en los géneros Ramaria, Fistulina y Cyttaria, con el objetivo de aportar
informacion necesaria para su correcta determinacion y propiedades asociadas, y para
Su conservacion y manejo sostenible; asimismo, se investigaron opciones de
procesamiento post-cosecha, contemplando sus propiedades, seguridad alimentaria y
ventanas de comercializacion. Un obijetivo inicial, dada su comestibilidad, fué precisar
las relaciones filogenéticas infragenéricas y la clasificacion taxonémica de Ramaria y
Fistulina. Se realizaron muestreos dentro de cuatro Parques Nacionales patagonicos
donde se recolectaron ejemplares de ambos taxones, tratando de cubrir el amplio
espectro de vairacién morfologica detectado durante 3 afios consecutivos. El género
Fistulina comprende hongos especializados en la degradacién de la madera, que se
desarrollan tanto en arboles en pie como en tocones. En la regién de la Patagonia, se
han identificado dos especies claramente diferenciables por el color de sus basidiomas:
F. antarctica, de tonalidad roja, y F. endoxantha, de color amarillo. Mediante estudios
macro y microscopicos, respaldados por analisis moleculares, se describié una tercera
especie, F. pumiliae. Esta ultima se caracteriza por la tonalidad ocracea de sus
basidiomas y su exclusiva relacién con un hospedante especifico (Nothogagus pumilio).
El género Ramaria exhibe una gran diversidad y una extensa distribucién global, con

mas de 230 especies descriptas. En la region Patagonica se han reportado hasta el



momento 18 especies usando morfo-anatomia, aunque su diversidad y relaciones
filogenéticas permanecian en gran medida desconocidas. Mediante la combinacion de
analisis morfologicos y el empleo de herramientas moleculares, se confirmé la
presencia de seis especies de Ramatria en las areas estudiadas. Entre estas se incluyen
las especies endémicas R. patagonica y R. inedulis, asi como R. botritis. Ademas, se
ha registrado por primera vez en Argentina la presencia de R. paraconcolor. Asimismo,
se describieron dos nuevas especies para la ciencia, R. flavinedulis y R. dentrophora.
Este estudio amplia el conocimiento sobre la diversidad de Ramaria en la region y

contribuye al entendimiento de su ecologia y evolucion a nivel global.

Otro aporte fue el estudio de métodos que permitan extender el tiempo de vida util de
los hongos durante el periodo postcosecha. Debido a su alta actividad acuosa y rapida
tasa respiratoria, los hongos son conocidos por ser alimentos altamente perecederos.
Sumado a esto, los hongos silvestres en Patagonia experimentan un periodo de
fructificacion restringido a los meses de abril-mayo u octubre-noviembre dependiendo
de las especies y de condiciones meteoroldgicas de cada temporada. Esta limitacion
temporal impide su disponibilidad durante otros momentos del afio por lo cual el
desarrollo de protocolos adecuados para su conservacion postcosecha resulta
indispensable. En este aspecto métodos simples y de facil aplicacion como el
congelado y el secado constituyen los mas ampliamente utilizados, por lo que se evaluo
el impacto del secado a diferentes temperaturas, el liofilizado y el congelado en la
composicion de fenoles totales y capacidad antioxidante de F. antarctica y R.
patagonica. Los resultados mostraron que el contenido de fenoles totales fue
significativamente mayor para las fructificaciones frescas congeladas y secadas a 60
°C en R. patagonica. Ademas, la congelacion fresca, la liofilizacion y los métodos de 60
°C mostraron la mayor inhibicion de los radicales libres. En todos los casos la
bioactividad fue significativamente mayor en R. patagonica. Estos resultados se
tradujeron en materiales de transferencia tecnolégica como protocolos de tratamiento

postcosecha para ser empleados a escala familiar con bajo requerimiento tecnolégico.

Otro de los aspectos abordados en la presente tesis fue la implementacion del proceso
de fermentacioén lactica como método de preservacion de hongos comestibles, que se
basa en la accién de las bacterias del acido lactico (BAL), que convierten los azucares
en acido lactico. El acido lactico reduce el pH de los alimentos, haciéndolos inhdspitos

para los microorganismos patégenos. Ademas, numerosos estudios mencionan que la



fermentacién lactica de hongos comestibles puede mejorar las propiedades
nutricionales y funcionales de los hongos. Para ello, se sometieron a fermentacion
lactica fructificaciones de dos especies ampliamente distribuidas y de abundante
fructificacion, Fistulina antarctica y Cyttaria hariotii, utilizando 3 cepas de BAL como
cultivos iniciadores. Se determiné la evolucion del pH, calidad microbiana y actividad
antioxidante de hongos frescos, blanqueados y fermentados, durante las etapas de
fermentacién y almacenamiento refrigerado. Asimismo, se realiz6 una prueba de
aceptabilidad de las caracteristicas sensoriales de los hongos. Mas alla de su
naturaleza exploratoria, los resultados de esta investigacion sugieren que la
fermentacién lactica constituye un método de preservacion post-cosecha util que
mantiene o mejora los atributos de las fructificaciones y es de facil aplicacion. Ademas,
la presencia de BAL viables en los alimentos fermentados podria mejorar las
propiedades promotoras de la salud del producto final. Estos hallazgos podrian ser
aplicables en la puesta en valor de otras especies de HSC de interés gastronémico,
fortaleciendo el uso sostenible de los hongos silvestres como recurso para la soberania

alimentaria y para el desarrollo local.

Palabras clave: bioactividad, conservacién, especies endémicas, filogenia, Funga

patagonica, morfologia, Nothofagaceae, recursos forestales no madereros, taxonomia.



ABSTRACT

The Nothofagaceae forests of the Andean-Patagonian region host abundant fungal
species, many with proven potential for food, medicinal, and technological purposes.
The sustainable utilization of wild edible fungi is a promising activity that adds identity to
the region; however, the consumption by local communities is restricted to a few
species. Among the most commonly used are Fistulina antarctica Speg. (beefsteak
fungus), Ramaria patagonica (Speg.) Corner (coral fungus), and various species within
the Cyttaria genus. Additionally, regional chefs have incorporated these species into
dishes due to their captivating sensory qualities (colors, textures, aromas). These novel
species, along with many others, have recently been included in the Argentine Food
Code (CAA), and although they have longstanding traditional uses, their scientific study

is still in its early stages.

This thesis addresses aspects not yet explored in the genera Ramaria, Fistulina and
Cyttaria, with the aim of providing valuable necessary information for their correct
determination and associated properties, and for their conservation and sustainable
management; Likewise, post-harvest processing options were investigated, considering
their properties, food safety and marketing windows. An initial objective, given their
edibility, was to precisely classify Fistulina and Ramaria genera taxonomically. Sampling
was carried out within four Patagonian National Parks where specimens of both taxa
were collected, covering all the morphological variability detected during three
consecutive years. The genus Fistulina comprises specialized wood-rotter species,
developing on both standing trees and stumps. Two distinguishable species have been
described for Patagonia, F. antarctica with a red hue, and F. endoxantha with yellow
basidioma. Through macro and microscopic studies, supported by molecular analyses,
a third species, F. pumiliae, was described. This species is characterized by the ochre

tone of its basidiomes and its specific and exclusive association with N. pumilio.

The Ramaria genus exhibits great diversity and a wide global distribution, with over 230
described species. In the Patagonian region, 18 species have been recorded so far
(using only morpho-anatomy), but until recently, their diversity and phylogenetic
relationships were largely unknown. By combining morphological analyses and
molecular tools the presence of six Ramaria species in the studied areas was confirmed.

These include endemic species like R. patagonica and R. inedulis, as well as R. botritis.
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Additionally, the presence of R. paraconcolor was recorded for the first time in Argentina,
and two new species, R. flavinedulis and R. dentrophora, were described. This study
expands knowledge of Ramaria diversity in the region and contributes to understanding

their ecology and evolution.

Another challenge was studying methods to extend fungi's shelf life during the post-
harvest period. Due to their high water activity and rapid respiratory rate, fungi are known
to be highly perishable foods. In addition, wild fungi in Patagonia have a limited fruiting
period, typically restricted to the months of April-May depending on seasonal weather
conditions. This temporal limitation hinders their availability during the rest of the year,
becoming essential to the development of appropriate post-harvest conservation
protocols. In this regard, simple and easily applicable methods such as freezing and
drying are the most widely used in the region. The impact of drying at different
temperatures, freeze-drying, and freezing on the total phenolic content and antioxidant
capacity of F. antarctica and R. patagonica was evaluated. The results showed that the
total phenolic content was significantly higher for fresh frozen and dried fructifications at
60 °C in R. patagonica. Additionally, fresh freezing, lyophilization, and 60 °C methods
showed the highest inhibition of free radicals. In all cases, bioactivity was significantly
higher in R. patagonica. These results allowed the development of post-harvest
treatment protocols/recommendations for family-scale use with low technological

requirements.

Another aspect addressed in this thesis was the implementation of the lactic acid
fermentation process as a method of preserving edible fungi, based on the action of
lactic acid bacteria that convert sugars into lactic acid. Lactic acid reduces the pH of
foods, making them inhospitable for pathogenic microorganisms. Moreover, numerous
studies mention that lactic acid fermentation of edible fungi can improve their nutritional
and functional properties. To accomplish this task, fructifications of Fistulina antarctica
and Cyttaria hariotii, widely distributed and abundant species, were subjected to lactic
acid fermentation using three lactic acid bacteria strains as starter cultures. The
evolution of pH, microbial quality, and antioxidant activity of fresh, blanched, and
fermented fungi during fermentation and refrigerated storage stages was determined.
Additionally, a sensory acceptability test for these products was conducted. Despite its
exploratory nature, the results of this research suggest that lactic acid fermentation is
an interesting post-harvest preservation method that maintains or enhances the
attributes of fructifications and is easily applicable. Furthermore, the presence of viable

11



lactic acid bacteria in fermented foods could improve the health-promoting properties of
the final product. These findings could be applicable in the valorization of other edible
fungal species with gastronomic interest, strengthening the sustainable use of wild

mushrooms as a resource for food sovereignty and local development.

12



INTRODUCCION GENERAL

El bosque Andino Patagodnico
La familia Nothofagaceae es una de las mas interesante dentro del orden Fagales

debido a su distribucion austral de especies vivas y extensos restos fosiles (Hill 2001;
Torres et al. 2009; Vento y Agrain 2018). Desde 1991, la evidencia acumulada respalda
el reconocimiento de cuatro géneros dentro de Nothofagaceae: Lophozonia,
Fuscospora, Brassospora y Nothofagus (Hill y Read 1991; Manos 1997; Setoguchi et
al. 1997; Heenan y Smissen 2013); con una distribucién gondwanica, las especies
ocurren en Sudamérica, Australia, Nueva Zelanda, Nueva Guinea y Nueva Caledonia.
La region Andino-Patagdnica, a lo largo de la porcion mas austral de la cordillera de los
Andes en América del Sur, sustenta bosques dominados por especies de
Nothofagaceae Kuprian (Cabrera 1976), distribuidas entre los 30 y 56 grados de latitud
sur a ambos lados de la cordillera de los Andes. La region comprende 11 especies de
Nothofagaceae de tres géneros: Nothofagus, Lophozonia y Fuscospora, formando

13



extensos bosques monoespecificos y mixtos (Dimitri y Orfila 1985; Donoso Zegers
2006; Heenan y Smissen 2013). En Argentina las especies presentes son: Nothofagus
pumilio, N. antarctica, N. dombeyi, N. betuloides, Lophozonia obliqua y L. alpina (Fig.1).
Nothofagus pumilio (Poepp. & Endl.) Krasser se distribuye desde los 35 hasta los 56
grados de latitud sur a ambos lados de los Andes, ocupando el limite superior del
bosque de montafa. Nothofagus antarctica (G. Forst.) Oerst. comparte la distribucién
de N. pumilio, pero debido a su resistencia a la sequia, esta presente principalmente en
la zona ecotonal entre el bosque y la estepa. Lophozonia obliqua (Mirb.) Heenan &
Smissen y L. alpina (Poepp. & Endl.) Heenan & Smissen tienen distribuciones mas
restringidas, creciendo desde los 30 hasta los 41 grados de latitud sur y desde los 35
hasta los 40.5 grados de latitud sur, respectivamente, tanto en Chile como en Argentina.
Nothofagus dombeyi (Mirb.) Oerst., de hoja perenne, crece desde los 30 hasta los 47
grados de latitud sur en Argentina y Chile, constituyendo el principal tipo de bosque en
areas con alta humedad, cerca de lagos y margenes de rios, tanto en formaciones puras
como asociado con todas las demas especies de Nothofagaceae excepto N. betuloides
(Mirb.) Oerst.; esta ultima se distribuye desde los 40 hasta los 56 grados de latitud sur
(Dimitri y Orfila 1985; Donoso Zegers 2006). Chile tiene otras cinco especies
restringidas al lado oeste de los Andes: Fuscospora alessandri (Espinosa) Heenan &
Smissen, L. glauca (Phil.) Heenan & Smissen, L. macrocarpa (A. DC.) Heenan &
Smisseny el hibrido L. x leonii Espinosa, todas con distribuciones muy acotadas (desde

los 35 hasta los 36.5 grados de latitud sur), y N. nitida (Phil.) Krasser.

La diversidad de estos bosques ofrece ambientes y nichos ecolégicos propicios para el

desarrollo de un elevado numero de especies de hongos, muchas de ellas con
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interesantes caracteristicas debido a sus propiedades organolépticas y su valor
nutricional (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2022).

Fig. 1- Bosques Andinos Patagonicos dominados por: (A) Nothofagus pumilio; (B) N.
dombeyi; (C) N. antarctica y (D) Lophozonia alpina y L. obliqua.

Los hongos como objeto de estudio
La diversificacion en los usos de los bosques en cuanto a variedad y calidad de

productos que ofrecen, sumado al rol de los mismos como proveedores de bienes y
servicios ambientales, incluyendo la regulacion hidrica, la diversidad biolégica y la
belleza paisajistica, plantean un escenario unico para la discusién sobre el uso
sustentable de estos recursos (Moénaco et al. 2020). Los hongos son un componente
estructural y funcional importante en los ecosistemas naturales (Fig. 2). Muchos de ellos
son responsables del ciclo de nutrientes al degradar polimeros muy complejos como la
lignina y la celulosa e incluso son capaces de degradar plasticos o descontaminar
aguas residuales. También son grandes aliados de las plantas con las cuales se
asocian de forma simbidtica, dando lugar a las micorrizas, desempefando un papel
fundamental en el equilibrio y la sanidad de los bosques (Pérez Moreno et al. 2020).
Otro grupo importante lo constituyen los hongos patdégenos forestales capaces de
atacar arboles en pié (Rajchenberg 2006) y responsables de la pérdida de grandes

volumenes maderables.
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Reguladores ecosistémicos

Controladores bi0|6giCOS reguladores de estrés y enfermedades de plantas

Descomponedores de materia organica
formadores del suelo
reciclan nutrientes (N, P)
prevencion de la erosién

Fig. 2 - Los hongos en los ecosistemas (Modificado de Cajsa Lithell).

A lo largo de la historia de la humanidad los hongos han formado parte de muchas
civilizaciones y han sido utilizados como alimento, medicina y como elementos
sagrados. La evidencia mas antigua del consumo de hongos por parte de humanos se
remonta a la Edad de Piedra; sin embargo, los hongos generan sentimientos
contrastantes en las personas. Estos sentimientos positivos (micofilia) o negativos
(micofobia) forman parte de la cultura de un grupo social determinado. Argentina es en
general un pais micofébico ya que el consumo de hongos comestibles per capita es de
100/g/persona/afio, 40 veces menor que en Europa (Alberté et al. 2010, Barroetavena
& Pildain 2022). Pese a esto, existe actualmente una tendencia de consumo creciente,
asociada a una mayor conciencia sobre una dieta saludable, mayor acceso a la
informacion sobre los beneficios que brindan los hongos y mayor oferta (Postemsky et
al. 2022).

Los hongos comestibles son alimentos con un equilibrado balance de carbohidratos,
proteinas, grasas y fibra, asi como también vitaminas y minerales. Entre los hongos
comestibles y medicinales, algunas especies se recolectan directamente en la
naturaleza (silvestres), mientras que otras se pueden cultivar en troncos naturales o
sintéticos (cultivados). Los hongos comestibles con mayor presencia en el mercado
proceden del cultivo en sustratos artificiales, constituyendo un aporte relevante a la
economia circular, dado que los mismos se formulan en base a productos secundarios
o residuos lignoceluldsicos de diversas industrias. Los hongos silvestres comestibles
(HSC) por su parte constituyen un Producto Forestal No Maderero (PFNM), valorados
por sus cualidades en la alimentacion y la salud, representando ademas una fuente de

ingresos de familias rurales en todo el mundo (Boa 2005).
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Diversidad de especies de HSC en Patagonia Argentina
América del Sur posee una gran diversidad de HSC, pero los registros antiguos de

consumo tradicional son escasos y su potencial hoy en dia continua siendo
desconocido para la mayor parte de la poblacién argentina. Una posible explicacion de
esta pérdida de conocimientos tradicionales es la aniquilacion de las comunidades
nativas sudamericanas por parte de los conquistadores espafoles y portugueses
(Pérez Moreno et al. 2020). Barroetaveia & Pildain (2022) atribuyen esta situacion a
una serie de procesos histéricos convergentes, destacando que uno de los factores
mas significativos fue la llegada de inmigrantes a un continente con especies de hongos
desconocidas, donde las alternativas alimenticias se focalizaron en la cria de ganado.
Ademas, sefalan que el proceso de migracion desde areas rurales a centros urbanos
ha contribuido al contacto limitado con el entorno silvestre y sus recursos. Sumado a
esto, las poblaciones originarias, como resultado de la colonizacion, se vieron obligadas
a migrar mayormente hacia tierras mas pobres, en areas mas secas con menor
disponibilidad de hongos silvestres, o a nutrir las periferias de centros urbanos,

contribuyendo todo ello a la pérdida de sus practicas y saberes ancestrales.

La regidn Andino-patagonica de Argentina posee una gran riqueza en hongos silvestres
de enorme interés cientifico y cultural, con usos potenciales vinculados al desarrollo
local. Muchos de ellos son endémicos y mas de 30 especies son comestibles
(Barroetavena & Toledo 2020; Barroetavefia & Pildain 2022). En el afo 2023, 21
especies han sido incorporadas al Cédigo Alimentario Argentino (CAA), lo que permite
su ingesta y también su procesamiento como subproductos (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca y Secretaria de Calidad en Salud, Resolucion Conjunta 3/2023). Sin
embargo, tradicionalmente la cosecha y el consumo de especies nativas ha sido en
gran medida limitado a Morchella spp. y en menor proporcion a Cyttaria darwinii Berk.,
C. harioti E. Fisch. y Grifola gargal Singer (Deschamps 2002; Boa 2005; Albert6 et al.
2010; Molares et al. 2019). Otra especie muy consumida y comercializada en la region
es Suillus luteus (L.) Roussel, asociada a plantaciones de coniferas exéticas
(Barroetavena 2006; Molares et al 2019). Estudios que abordan el uso tradicional de
los HSC como recurso alimentario por parte de las comunidades locales también
incluyeron a Fistulina antarctica Speg., Ramaria patagonica (Speg.) Corner, Agaricus
campestris L., Calvatia spp. Coprinus comatus (O.F. MUll.) Pers. y otras especies de
Cyttaria (Molares et al. 2019). Grifola sordulenta (Mont.) Singer, Fistulina endoxantha

Spegq., Aleuria aurantia (Pers.) Fuckel, Cortinarius xiphidipus M.M. Moser y E. Horak,
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Cortinarius maguellanicus complex y Lepista fibrosissima Singer han sido también
reportadas como comestibles (Toledo 2016; Toledo et al. 2016a; Barroetavefia & Toledo
2020) (Fig. 3).

Fig. 3- Especies silvestres comestibles mas destacadas de la Patagonia Argentina. A:
Aleurodiscus vitellinus; B: Fistulina antarctica; C: Fistulina endoxantha; D: Morchella
sp.; E: Cortinarius magellanicus; F: Grifola sordulenta; G: Cyttaria harioti; H: Pleurotus
ostreatus; |: Ramaria patagonica; J: Hydropus duseni; K: Coprinus comatus.

La determinacion previa al consumo de estas especies se realiza s6lo considerando las
caracteristicas morfolégicas requeridas por las claves dicotémicas. Sin embargo,
muchas veces la variabilidad morfo-anatomica que presentan algunas especies entre
sus ejemplares puede deberse a la presencia de nuevos taxones en diferentes
regiones. En este sentido, detectar y caracterizar la base genética de estas diferencias
fenotipicas constituye un aporte importante para el correcto analisis de comestibilidad
y propiedades de las especies. La generacién de estos datos resulta fundamental para
entender la diversidad y la ecologia de estas especies (Bhunjun et al. 2021). Los
estudios moleculares utilizan técnicas como la secuenciacion de ADN, que facilita la
determinacion precisa de taxones y la resolucidon de sus relaciones filogenéticas. Esta
herramienta es ampliamente utilizada para resolver preguntas taxondémicas y
evolutivas. Por ejemplo, los analisis de secuencias de los genes ribosomales ITS
(Internal Transcribed Spacer) han demostrado ser altamente efectivos en la
diferenciacion de especies de hongos que antes se consideraban como una sola
especie (Schoch et al. 2012). Ademas, la investigacion sobre la variabilidad
intraespecifica tiene implicaciones practicas. Ejemplo de esto es el sistema Rhizopogon

roseolus (Corda) Th. Fr. - Pinus radiata D. Don, donde se detectdé que las
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fructificaciones provenientes de Nueva Zelanda poseen caracteristicas comestibles
inferiores a las provenientes de Japon, disminuyendo su precio de mercado. Los
estudios moleculares permitieron determinar las diferencias filogenéticas entre los
aislamientos japoneses y neozelandeses de R. roseolus que explicaban las
propiedades morfoldgicas y bioldgicas relacionadas con su valor gourmet (Visnovsky et
al. 2010).

Por otro lado, inferir las relaciones filogenéticas es un aspecto importante dado que
ayudan a reconstruir la historia de parentescos, identificar ancestros comunes y en este
sentido a responder preguntas evolutivas. Desafortunadamente, los datos disponibles
en la actualidad sobre diversidad genética de la Funga del bosque patagdnico son
escasos y muchas de las especies comprenden problemas taxondmicos sin resolver.
En la mayoria de los casos las inferencias taxondmicas solo incluyen a las especies del
hemisferio norte y esto dificulta su correcta identificacion y llevan a un error sistematico
y distribucional de los taxones (Oyarzun et al. 2021). Un ejemplo claro es el caso de
Ramaria flava (Schaeff.) Quél., conocida como “changle”, descripta para Europa vy
registrada en los bosques patagonicos, y que constituye una de las especies mas
consumidas en época otofal en la region. Muchos ejemplares con basidiomas
amarrillos coraloides son identificados como R. flava, sin embargo su presencia en los
bosques andinos patagoénicos esta siendo cuestionada y solo un abordaje filogenético

podra dar respuestas a esta controversia.

En los ultimos anos diferentes investigaciones han revisado géneros con especies
comestibles de Patagonia, incluyendo el analisis taxondmico comparativo y filogenético
(Pildain et al. 2014, Salgado Salomoén et al. 2018, Pildain et al. 2019, Gonzalez et al.
2021, Pildain et al. 2021, Salgado Salomén et al. 2021, Rajchenberg et al. 2021, Rugolo
et al. 2023). La mayoria de estos trabajos han resultado en la deteccion y descripcidn
de nuevas especies para la ciencia. Este conocimiento nos permite asignar
correctamente y de modo mas preciso caracteristicas nutricionales, funcionales vy
medicinales a cada especie, y distinguir eventualmente especies comestibles de otras
toxicas o indigestas, lo que resulta crucial para garantizar la seguridad alimentaria. Los
estudios filogenéticos y bioquimicos combinados podrian identificar especies con
mejores propiedades comestibles (como aporte proteico) o nutracéuticas (como
capacidad antioxidante). Esto, a su vez, abriria nuevas oportunidades para el manejo
micosilvicultural que favorezca la fructificacion de determinadas especies, o el cultivo

de especies seleccionadas hasta ahora de recoleccion silvestre.
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Métodos de conservacion post-cosecha
Los hongos son alimentos perecederos y su vida util es relativamente corta debido a

que carecen de una capa de células que evite la pérdida de agua, tienen una frecuencia
respiratoria elevada y contienen una cantidad importante de agua (Castellano-Reyes et
al. 2021). La degradacion de los hongos tiene lugar en el periodo postcosecha,
manifestandose mediante pérdidas de humedad, decoloracién, ablandamiento, asi
como la disminucion de nutrientes y sabor. Los factores que inciden en este proceso de
degradacion pueden dividirse en internos, tales como la actividad de agua, la frecuencia
respiratoria y la actividad microbiana; y externos, como la temperatura de
almacenamiento, la humedad relativa y los dafios mecanicos (Zhang et al. 2018) (Fig.
4). En consecuencia, los hongos sufren una rapida disminucion de la calidad poco
después de la cosecha por lo que las condiciones postcosecha asi como los

tratamientos culinarios afectan significativamente su calidad.

Degradacion de la calidad en los hongos
e pérdida de humedad y peso
. decoloracion
e  alteracién de la textura
* pérdida de nutrientes y sabor

Factores que influyen

Internos Externos

Temperatura de

Actividad acuosa (aW) ¢
almacenamiento

Frecuencia respiratoria :
P Humedad relativa

Actividad microbiana = G
Dafios mecanicos

Fig. 4 - Factores que afectan en la calidad en los hongos comestibles durante el
periodo postcosecha. Modificado de Guo et al. 2023.

Sumado a esto, el consumo y comercio de los hongos silvestres comestibles en
Patagonia estan condicionados por una alta estacionalidad y disponibilidad fluctuante.
Toledo et al. (2014) evaluaron las variables ambientales asociadas a la ecologia de
diversas especies silvestres comestibles, destacando que Fistulina antarctica, Ramaria
patagonica, Cortinarius magellanicus y Aleurodiscus vitellinus presentaron los periodos

de fructificacion mas prolongados, desde mediados de marzo hasta mediados de abril,
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mientras que el resto de las especies presentaron ventanas mas acotadas. Reportaron
ademas que durante las tres temporadas analizadas, las especies mas productivas en

términos de peso fresco fueron R. patagonica y F. antarctica (Fig. 5).

Fig. 5 - Basidiomas de las especies endémicas F. antarctica (A) y R. patagonica (B)
fructificando en sus ambientes naturales.

Debido a todo lo antes expuesto, la posibilidad de preservar a corto plazo la cosecha
de hongos silvestres, y aprovechar de manera eficiente su disponibilidad estacional
almacenando los excedentes que no pueden consumirse o comercializarse en fresco,
requieren de la aplicacion de tratamientos eficientes de postcosecha. Los métodos de
preservacion postcosecha pueden dividirse en tres categorias principales: (1) térmicos,
(2) fisicos y (3) quimicos (Fig. 6) Dentro del primer grupo encontramos el secado y la
congelacion, que son los métodos mas eficientes y ampliamente utilizados. En la
deshidratacion la reduccién del contenido de agua minimiza el deterioro al tiempo que
preserva la textura y el sabor (Pei et al. 2014) mientras que la congelacion presenta la
ventaja de retener el valor nutricional asi como las cualidades sensoriales como color,
olor y sabor. Ademas, debido a que el agua se convierte en hielo, se reduce en gran
medida la actividad de microbios y actividades enzimaticas (Yao et al. 2023). Los
métodos fisicos incluyen procesos de atmdsfera modificada y radiaciones ionizantes.
Mientras que los métodos quimicos son aquellos en los que se incluyen lavados con
sustancias antimicrobianas (H202, acido citrico o EDTA), revestimientos y ozono
(Zhang et al. 2015).
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MeTODOS DE PRESERVACION

Lavados
Secado Envasado
Revestimientos Fermentacion
Congelacion Irradiacion
Ozono

Fig. 6 - Clasificacion de los métodos de preservacidén postcosecha mas utilizados en
hongos comestibles.

Existen otros métodos menos habituales pero que en los ultimos afios han tomado
relevancia por ser eficaces, econémicos y simples. Uno de ellos es la fermentacién
lactica. Se trata de un proceso de conservacion de alimentos basado en la accién de
las bacterias acido lacticas (BAL), que convierten los azucares en acido lactico
(Pescuma et al. 2008). El acido lactico reduce el pH de los alimentos, haciéndolos
inhdspitos para los microorganismos patégenos. Ademas, numerosos estudios
mencionan que la fermentacion lactica de hongos comestibles puede mejorar las
propiedades nutricionales y funcionales de los hongos (Jabtonska-Ry$ et al. 2016a;
Jabtonska-Rys$ et al. 2016b; Zheng et al. 2018; Perveen et al. 2023). Para los HCS de
Patagonia se han testeado métodos de conservacion simples, difundidos y con bajo
requerimiento tecnolégico como son el refrigerado, el escaldado y congelado y el
deshidratado (Toledo et al. 2016; Barroetavefia et al. 2020). Actualmente existe un
interés en realizar investigaciones que garanticen maximizar su vida util y aprovechar
su potencial productivo como alimentos identitarios de la region. Teniendo en cuenta

todo lo planteado esta tesis presenta los siguientes objetivos generales y particulares.
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OBJETIVO GENERAL
e Caracterizar genéticamente y evaluar métodos de preservacion

postcosecha de dos hongos comestibles silvestres endémicos de bosques

de Nothofagaceae de la Patagonia, Argentina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Dilucidar la posicién taxonémica de las especies de los géneros Fistulina

y Ramaria usando técnicas moleculares y analisis morfo anatémicos.

e Determinar los parametros de secado o6ptimos de F. antarctica y R.
patagonica.

e Evaluar y seleccionar métodos de preservacién postcosecha de hongos
comestibles silvestres identitarios de Patagonia, que maximicen la
durabilidad y el mantenimiento de las caracteristicas organolépticas y

bioactivas, asegurando su inocuidad microbiolégica.

ORGANIZACION DE LA TESIS
El trabajo realizado se detalla en cuatro capitulos:

Capitulo I. Analisis filogenético y morfologico del género Fistulina
Capitulo II. Analisis filogenético y morfolégico del género Ramaria

Capitulo Ill. Impacto de métodos de secado sobre el contenido fendlico total y actividad

antioxidante de Fistulina antarctica y Ramaria patagonica

Capitulo IV. Efecto de la fermentacion acido lactica de dos hongos silvestres

comestibles de la Patagonia Argentina
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CAPITULO 1: ANALISIS FILOGENETICO Y MORFOLOGICO DEL GENERO
FISTULINA
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CAPITULO 1. Andlisis filogenético y morfoldgico del género Fistulina.

Resumen del capitulo
Fistulina Bull. es un género poroide de hongos degradadores de madera, que incluye

especies anuales y comestibles. Actualmente se aceptan nueve especies en las
regiones templadas de Europa, China, América y Australia. En la Patagonia, Argentina,
F. antarctica y F. endoxantha crecen en madera viva y muerta, asi como en tocones de
arboles nativos de Nothofagaceae, y son reconocidos como hongos comestibles con
uso ancestral por parte de los pueblos originarios Mapuche-Tehuelche. En este estudio,
se presenta un detallado informe de Fistulina en la Patagonia (Argentina) basado en un
analisis integrado de caracteristicas filogenéticas, macro y micro morfoldgicas, y
relaciones con el hospedante. Los genes espaciador interno transcrito (ITS) y la
subunidad grande del ADN ribosomal nuclear (28S) también conocida como LSU-rDNA
fueron analizados conjuntamente para identificar especimenes de Argentina y examinar
sus relaciones filogenéticas con otras especies de Fistulina. Los analisis filogenéticos
revelaron que las especies patagdnicas forman un grupo fuertemente respaldado junto
con especies del Hemisferio Sur. Dentro de este grupo, las colecciones patagonicas
formaron tres linajes a nivel de especie: el linaje de F. antarctica; el linaje de F.
endoxantha (en una posicion basal del grupo del Hemisferio Sur) y un nuevo grupo
filogenético caracterizado como una nueva especie Fistulina pumiliae, representada por
colecciones patagonicas que crecen exclusivamente en Nothofagus pumilio. El nuevo
taxdn se distingue por basidiomas de color ocre a marrén y por esporas mas grandes
en comparacion con las otras especies. Las tres especies patagdnicas también
presentan diferentes asociaciones con el hospedante, siendo F. antarctica la especie
mas polifaga. Ademas, se presenta una clave para las especies de Fistulina de los

hemisferios norte y del sur.

Palabras clave: lengua de vaca, lengua de vaca amarilla, pudricién castafa. Fistulina

antarctica, Fistulina endoxantha, Nothofagaceae

Introduccion
Fistulina Bull [especie tipo F. hepatica (Schaeff.) With.] es un género de hongos que

crecen en la madera en descomposicion y que incluye especies anuales, muchas de
ellas comestibles, caracterizadas por basidiomas carnosos con himenio poroide

compuesto por tubos libres. Presentan un sistema de hifas monomitico y basidiosporas

25



ovoides o elipsoidales (Withering 1792; Wright 1961; Rajchenberg 2006). Estudios
moleculares demostraron que Fistulina formaba un linaje monofilético bien respaldado
dentro de Schizophyllaceae (Agaricales, Basidiomycota) y se agrupaba con
Schizophyllum Fr. (Bodensteiner et al. 2004; Binder et al. 2005; Matheny et al. 2006). A
lo largo de los afos, se han descrito 22 especies de Fistulina, pero actualmente solo se
aceptan nueve: F. hepatica, F. subhepatica B.K. Cui & J. Song y F. guzmanii Brusis, de
las regiones templadas de Europa, China y América del Norte y Central, y F. spiculifera
(Cooke) D.A. Reid, F. rosea Mont., F. africana Van der Byl, F. tasmanica B.K. Cui &
Y.F. Sun, F. antarctica Speg. y F. endoxantha Speg., reportadas en el Hemisferio Sur
(Montagne 1856; Spegazzini 1887, 1921; Van der Byl 1928; Reid 1963; Brusis 1972,
Sun et al. 2019).

La taxonomia de Fistulina en América del Sur fue estudiada por Spegazzini (1887),
Wright (1961), Singer (1969) y, mas recientemente, por Rajchenberg (2006), quien
resumio la morfologia y biologia de las especies de la Patagonia. Los bosques en el sur
de Argentina y Chile albergan dos taxones endémicos conocidos, F. antarctica
(comunmente conocido como "lengua de vaca") y F. endoxantha ("lengua de vaca
amarilla"), ambas crecen en madera muerta y viva, asi como en tocones de arboles
nativos de Nothofagaceae (Wright 1961; Singer 1969; Rajchenberg 2006) (Fig. 7).

Fig. 7- Basidiomas de Fistulina antarctica (A) y F. endoxantha (B) creciendo sobre
tocones de Nothofagus dombeyiy Lophozonia alpina respectivamente.

Tanto F. antarctica como F. endoxantha son reconocidos como comestibles, con usos
tradicionales por parte de la comunidad Mapuche (Crovetto 1982; deMdesbach 1992;
Smith-Ramirez 1997; Molares et al. 2020). Estudios bioquimicos recientes han revelado

que son bajos en grasa, ricos en proteinas y carbohidratos, y tienen una alta actividad
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antioxidante (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2022), resaltando su potencial como

alimentos funcionales y fuentes de compuestos bioactivos.

Estas especies de Fistulina de la Patagonia se distinguen de las especies del
Hemisferio Norte por sus pileos de color rojo parduzco a rosa intenso en F. antarctica
y amarillo intenso, con un matiz ocre, en F. endoxantha. Ademas, presentan
basidiosporas mucho mas grandes y de paredes engrosadas, asi como elementos
cistidioides esclerificados en la boca de los tubos (Rajchenberg 2006). Por otro lado
tambien pueden encontrarse gloeopleuras (hifas especiealizadas con contenido acuoso
u oleoso) con caracteristicas importantes para la identificacion. Hibbett y Binder (2002),
Bodensteiner et al. (2004) y Matheny et al. (2006) incluyeron secuencias de ADN de
Fistulina de Argentina y determinaron sus relaciones filogenéticas con otros taxa del
género. A pesar de haber incluido un numero limitado de aislamientos, estos trabajos
ya evidenciaban diferencias filogenéticas que permiten distinguir entre las especies del

Hemisferio Norte y Sur.

Objetivos
e Prospectar y colectar basidiomas de Fistulina spp. cubriendo su

variabilidad en cuanto a aspecto general, hospedantes y distribuciéon en
la Patagonia norte y centro.
e Obtener cultivos axénicos.

e Realizar un analisis filogenético del género completo.
e Establecer una clave dicotémica del género.
Hipotesis
1 La variabilidad morfologica de Fistulina en la Patagonia son mayores de lo

actualmente registrado, indicando la posible presencia de especies no descritos

previamente.

2 El analisis filogenético del género Fistulina revelara relaciones evolutivas claras y

divergencia genética entre las especies de la Patagonia y otras regiones del mundo.

3 La elaboracién de una clave dicotémica permitira la identificacion precisa y confiable

de las especies de Fistulina en la Patagonia.
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Materiales y métodos

Aislamientos fungicos
Los especimenes fueron prospectados y recolectados en areas protegidas de bosques

nativos dominados por Nothofagaceae en la Patagonia Argentina, en las provincias de
Chubut, Rio Negro y Neuquén durante los otofios de 2019 y 2020 (Fig. 8, Tabla 1).

Fig. 8 - Area de estudio en el sur de Argentina. A: Mapa que muestra los tipos de
bosques de donde se recolectaron los especimenes de Fistulina; B: Tipo de bosque
de Lophozonia alpina; C: Tipo de bosque de Nothofagus pumilio; D: Tipo de bosque

de N. antarctica; E, F: Tipo de bosque de N. dombeyi.

Para tal fin se conté con los permisos de colecta necesarios gestionados en la
Asociacion de Parques Nacionales (APN) y las autoridades de aplicacién provinciales
segun correspondia. Los especimenes fueron fotografiados in situ o en el laboratorio
mientras estaban frescos. Ademas se relevaron datos geograficos (coordenadas,
altitud), hospedante y matriz de vegetacion circundante. Se obtuvieron cultivos fungicos
a partir de los basidiomas transfiriendo pequenos fragmentos del contexto o estipite a
placas de Petri que contenian agar de extracto de malta al 2 % (MEA) que consiste en:
30 g de extracto de malta y 15 g de agar-agar disueltos en 1000 mL de agua (pH final:
4,8-5,5). Los cultivos se depositaron en la Colecciéon de Cultivos del Centro de
Investigacion y Extension Forestal Andino Patagénico (CIEFAP). Los especimenes
fueron secados y preservados en el Herbario Centro Forestal CIEFAP (HCFC;

actualizado continuamente) Index Herbariorum (TDWG).
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Tabla 1 - Lista de especies, fuentes, localidades y numeros de acceso al GenBank para las secuencias utilizadas en este

estudio. Los aislamientos recopilados durante este estudio y las nuevas secuencias se indican con negrita.

Especie Espécimen Ubicacion Hospedante Accesion al GenBank No.
ITS nLSU
GM19001 Lago Lacar, Parque Nacional Lanin Nothofagus dombeyi - MW462937
Fistulina antarctica
GM19002 Lago Lacar, Parque Nacional Lanin Nothofagus dombeyi MW462906 MW462940
GM19003 Lago Lacar, Parque Nacional Lanin Nothofagus antarctica MW462910 -
GM19004 Lago Lacar, Parque Nacional Lanin Nothofagus antarctica - -
GM19005 Lago Lacar, Parque Nacional Lanin Nothofagus dombeyi - MW462926
GM19006 Rio Arrayanes, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi - MW462949
GM19007 Rio Arrayanes, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi - MW462944
GM19008 Futalaufquen, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi - MW462934
GM19009 Los Hitos, PN Lago Puelo Nothofagus dombeyi - -
GM19010 Lago Rivadavia, Parque Nacional los Alerces = Nothofagus antarctica - MW462935
GM19011 Lago Rivadavia, Parque Nacional los Alerces = Nothofagus antarctica - MW462941
GM19012 Lago Rivadavia, Parque Nacional los Alerces = Nothofagus antarctica - -
GM19014 Lago Rivadavia, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi - -
GM19015 Lago Rivadavia, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi - MW462938
GM19019 Lago Rivadavia, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi - -
GM19022 Lago Rivadavia, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi - MW462950
GM19024 Futalaufquen, Parque Nacional los Alerces Nothofagus dombeyi MW462908 -
GM19039 Puerto Blest, PN Nahuel Huapi Nothofagus dombeyi - MW462952
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GM19043
GM19045
GM19049
GM19051
GM19053
GM19066
GM19070
GM19072
GM19075
GM19076
GM19081
GM19083
GM19086
GM19092
GM19098
GM19107
GM19108
GM19119
GM19120
GM19122
GM19128
161
1015
168

Puerto Blest, PN Nahuel Huapi
Puerto Blest, PN Nahuel Huapi
Puerto Blest, PN Nahuel Huapi
Puerto Blest, PN Nahuel Huapi
Puerto Blest, PN Nahuel Huapi
Krugger, Parque Nacional los Alerces
Futalaufquen, Parque Nacional los Alerces
Menendez, Parque Nacional los Alerces
Menendez, Parque Nacional los Alerces
Chucao, PN Los Alerces
Queiii, Parque Nacional Lanin
Queiii, Parque Nacional Lanin
Queiii, Parque Nacional Lanin
Queiii, Parque Nacional Lanin
Queiii, Parque Nacional Lanin
Quillén, Parque Nacional Lanin
Quillén, Parque Nacional Lanin
Centinela, Parque Nacional los Alerces
Centinela, Parque Nacional los Alerces
Manso, PN Nahuel Huapi
Manso, PN Nahuel Huapi
Arrayanes, Parque Nacional los Alerces
Los Hitos, PN Lago Puelo

Arrayanes, Parque Nacional los Alerces

Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus antarctica
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus antarctica

Nothofagus dombeyi

MW462913

MW462907

MW462909

MW462912
MW462911

MW462921

MW462947
MW462942
MW462939
MW462951
MW462936
MW462946
MW462948
MW462927
MW462931
MW462928
MW462943
MW462932
MW462945
MW462930
MW462929

MW462925

30



Fistulina pumiliae

20001
20002
20008
20009
20010
20011
20014
1021
12523
20017
181
132
MR11955
MR10812
MR10741
MR10585
MR10698
CBS701.85
REG550
GM19057
GM19058
GM19059
GM19077
GM19078

Chubut, Esquel, Nahuel Pan
Chubut, Huemules
Chubut, Esquel, "Tres arroyos"
Chubut, Esquel, "Tres arroyos"
Chubut, Esquel, "Tres arroyos"
Chubut, Trevelin, Sierra colorada
Chubut, Arroyo Fontana
Los Hitos, PN Lago Puelo
A° Braese, Parque Nacional Lago Puelo
C° La torta, PN Los Alerces
7 Lagos, PN Nahuel Huapi
A° Braese, PN Los Alerces
Arrayanes, PN Los Alerces
Rivadavia, PN Los Alerces
Menendez, PN Los Alerces
Cascada Yrigoyen, PN Los Alerces
Chubut, Rio Futaleufu
Argentina
Chile
Chubut, Bagilt Reserva Provincial
Chubut, Bagilt Reserva Provincial
Chubut, Bagilt Reserva Provincial
C° La torta, PN Los Alerces
C° La torta, PN Los Alerces

Nothofagus antarctica
Nothofagus pumilio
Nothofagus antarctica
Nothofagus antarctica
Nothofagus antarctica
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus antarctica
Nothofagus dombeyi
Nothofagus pumilio
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus dombeyi
Nothofagus antarctica
unknown
unknown
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio

Nothofagus pumilio

MW462922

DQ486702
MW462915
MW462916
MW462917
MW462918

AY293181
AY571002

MW462954
MW462955
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Fistulina endoxantha

GM19018
20003
20004
20005
20006
20007
20012
20013
20015
20016

159
183

MR10689

MR10511

MR10415

MR10404

MR10573

MR10444

MR10453

MR10636

MR10449

GM19079

GM19089

GM19093

Rivadavia, PN Los Alerces
Chubut, Huemules
Chubut, Huemules
Chubut, Huemules
Chubut, Huemules
Chubut, Huemules

Chubut, Arroyo Fontana
Chubut, Arroyo Fontana
Chubut, Arroyo Fontana
Chubut, Esquel, CAM La Hoya
Chubut province, Reserva Provincial Bagilt
7 Lakes, PN Lanin
Chapelco, “PN Lanin
Chubut, Lago La Plata
Chubut, Lago Rosario
Chubut, Lago Rosario
Chubut, Huemules
Cerro el Triana
Dedal, PN Los Alerces
Cerro el Triana
Cerro el Triana
Queiii, Parque Nacional Lanin
Queiii, Parque Nacional Lanin

Queiii, Parque Nacional Lanin

Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus pumilio
Nothofagus oblicua
Nothofagus alpina
Nothofagus alpina

MW462914

MW462919
MW462920

MW462953

MW462956
MW462957
MWwW462933
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Fistulina tasmanica

Fistulina hepatica

Fistulina subhepatica

Pseudofistulina radicata

Fistulina pallida

Porodisculus pendulus

Schizophyllum radiatum

Schizophyllum comune

GM19099
GM19100
202
197
142
201
200
146
MR10692
MR10691
CIEFAP115
CUI16605
CUI16635
REG593
DSH 93-183
CUI 11130
CUI 13216
G1080
CBS 508 63

HHB- 13576
DAOM198417
UTHSCDI14-1

NBRC 4928

Lacar, Parque Nacional Lanin
Lacar, Parque Nacional Lanin
Chachin, PN Lanin
Chachin, PN Lanin
Pto. Pucara, PN Lanin
Chachin, PN Lanin
Chachin, PN Lanin
Pucara, PN Lanin
Lolog, PN Lanin
Lolog, PN Lanin
Argentina
Mount Wwillington, Tasmania
Mount Wwillington, Tasmania
USA
USA
Dazhongshan Nature Reserve, China
Yunnan Province, China
USA
USA

USA
USA
Espafa

Japon

Nothofagus alpina
Nothofagus alpina
Nothofagus oblicua
Nothofagus oblicua
Nothofagus alpina
Nothofagus oblicua
Nothofagus oblicua
Nothofagus oblicua
Nothofagus alpina
Nothofagus alpina
Desconocido
Eucalyptus sp.
Eucalyptus sp.
Desconocido
Desconocido
Angiosperma
Castanopsis sp.
Desconocido

Desconocido

Desconocido
Desconocido
Desconocido

Desconocido

MW462923

MW462924

MK986821
MK986822
AY571038
KJ925059
KJ925060

AY571039

LT217539
AB733163

MW462958
MW462959
MW462960
MW462961

MW462962

AY571003
MK986823
MK986824
AY571004
AY293182
KJ925054
KJ925055
MK278531
AY571005

AY293204
AF261593
LT217571
AB733339
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Estudios morfolégicos
La descripcion de los basidiomas y la terminologia seguida fueron las de Wright

(1961), Singer (1969) y Rajchenberg (2006). Las distintas secciones del
basidioma se midieron en KOH al 3% y floxina al 1%. Las mediciones de las
basidiosporas (n = 30) se expresan como L x W (L = longitud media de las
basidiosporas como el promedio aritmético de todas las basidiosporas + SD, W
= ancho medio de las basidiosporas como el promedio aritmético de todas las
basidiosporas + SD), Q como la variacion media entre L/W entre los
especimenes estudiados, y n/s = numero de basidiosporas medidas a partir de
un numero determinado de especimenes. Se caracterizaron las macro y
micromorfologias de los cultivos. Los aislamientos se cultivaron en placas de
Petri con agar de extracto de malta al 2% y se mantuvieron a 25 °C en la
oscuridad siguiendo los métodos de Rajchenberg y Greslebin (1995) y Nobles
(1965).

Extraccién de ADN
El ADN gendmico total se extrajo siguiendo un protocolo de extraccion de CTAB

(bromuro de cetiltrimetilamonio) modificado de Doyle y Doyle (1990). EI mismo
consistié en colocar las muestras en tubos eppendorf de 1.5 mL con 500 uL de
CTAB; luego se sometieron los tubos a dos ciclos de temperatura (65 °C durante
7 min) y agitacion con vortex (30 seg); a continuacion se afiadié a cada tubo 500
ML de cloroformo isoamilico (24:1), para finalmente centrifugar a 10.000 rpm
durante 15 min. A continuacién se recupero el sobrenadante, se anadieron 200
ML de etanol puro y se los colocé a -20 °C durante 24 h. Pasado ese tiempo las
muestras se centrifugaron a 10.000 rpm durante 15 min, se descarté el
sobrenadante y se hicieron dos lavados con etanol. Los pellets de ADN se
secaron a temperatura ambiente y se resuspendieron en 70 pyL de agua

ultrapura. La integridad del ADN se examind en geles de agarosa al 0,8%.

Condiciones de PCR
Se analizaron dos regiones génicas: los pares de cebadores LROR-LR?7 (Vilgalys

y Hester 1990) e ITS1-ITS4 (Gardes y Bruns 1993) se utilizaron para amplificar
LSU y la regidon completa ITS (ITS1, 58S rRNA gene and ITS2),
respectivamente. Los componentes de reaccién de PCR para la amplificacion de
ambas regiones incluyeron 12,5 yL de MasterMix (Promega, Madison, WI, EE.
UU.); 0,5 pL de cada cebador (10 uM); se us6 1 uyL de ADN como molde y agua



purificada para completar el volumen final de 25 uL. Las reacciones de PCR se
realizaron en un termociclador (MyCycler™, BioRad) de la siguiente manera: 95
°C durante 3 min, 34 ciclos de 94 °C durante 40 seg, 54 °C durante 45 seg, 72
°C durante 1 min, seguido de 72 °C durante 10 min para la region ITS. Para LSU,
el programa de amplificacion incluyé una desnaturalizacion a 94 °C durante 1
min, seguida de 34 ciclos de 94 °C durante 30 seg, 50 °C durante 60 seg, 72 °C
durante 1,5 min, y una etapa final de extension a 72 °C durante 10 min (Sun et
al. 2019). Los productos de PCR se separaron en un gel de agarosa al 1.2% (p/v)
tefido con GelRed™ Nucleic Acid Stain (Biotium Inc., Hayward, CA, EE. UU.) y
las bandas se visualizaron bajo iluminacion UV. Los productos de PCR se
purificaron y secuenciaron en Macrogen (Seul, Corea del Sur). Las secuencias
generadas en este estudio se enviaron a GenBank (LSU: MW462925 a
MW462962; ITS: MW462906 a MW462924) (Tabla 1).

Analisis filogenéticos
Las secuencias generadas en este estudio fueron editadas manualmente con

MEGA v.X (Kumar et al. 2018). Se recuperaron secuencias adicionales de
GenBank. Las secuencias de Schizophyllum radiatum UTHSCDI14-1
(LT217539/LT217571) y S. commune NBRC 4928 (AB733163/AB733339) se
seleccionaron como grupos externos siguiendo a Song et al. (2015) y Sun et al.
(2019). El alineamiento de los conjuntos de datos de secuencias ITS y LSU se
realizd automaticamente con MAFFT (Katoh y Standley 2013) y se
inspeccionaron visualmente y ajustaron manualmente con MEGA v.X. Las
posiciones de nucleétidos ambiguamente alineadas sin un patrén de alineacion
discernible en el conjunto de datos se identificaron y eliminaron de los analisis
filogenéticos subsiguientes con Gblocks 0.91b (Castresana 2000). Los
alineamientos se incorporaron a TreeBASE (ID de estudio 16018).

Las relaciones filogenéticas se infirieron con criterios de maxima verosimilitud
(ML) y analisis bayesiano (BA) para ambos conjuntos de datos y de forma
concatenada. Los mejores modelos de evoluciéon se determinaron con AIC
(Akaike 1974) implementado en jModelTest (Darriba et al. 2012), y se utilizaron
para ambos analisis ML y BA. El soporte de las ramas se determin6 con el
remuestreo no paramétrico implementado en RAxML 7.2.8 (Stamatakis 2014),

utilizando los parametros predeterminados, ejecutados en la CIPRES
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(ciberinfraestructura para investigacion filogenética) Science Gateway 3.1 (Miller

et al. 2010; www.phylo.org/sub_sections/portal) con estadisticas de re-muestreo

calculadas a partir de 1000 réplicas de bootstrap. Los analisis filogenéticos
bayesianos se realizaron con MrBayes. 3.2.6 (Ronquist et al. 2012) con 10
millones de generaciones, con cuatro cadenas y arboles muestreados cada 100
generaciones. El soporte de las ramas se evaluo utilizando probabilidades a
posteriori (BPP) calculadas a partir del conjunto posterior de arboles después de

alcanzar la estacionalidad.

Resultados

Filogenia molecular
Se obtuvieron un total de 24 secuencias para ITS y 40 secuencias para LSU. El

conjunto de datos ITS incluyé 32 secuencias, lo que resultd en una alineacion
con 610 caracteres, incluyendo gaps, de los cuales 513 fueron constantes. El
conjunto de datos LSU incluyé 55 secuencias, lo que resulté en una alineacion
con 610 caracteres, incluyendo gaps, de los cuales 513 fueron constantes. Tanto
los analisis de Bl como ML arrojaron la misma topologia de arbol para ambos set
de datos. Por lo tanto, solo se muestran los arboles bayesianos con valores BPP
(20.95) y MLB = 65% (Figs. 9y 10).
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Fig. 9 - Posicion filogenética de las colecciones patagonicas de Fistulina
basada en ITS, utilizando analisis de maxima verosimilitud (ML) y analisis
bayesiano.
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Fig. 10 - Posicion filogenética de las colecciones patagonicas de Fistulina
basada en LSU, utilizando analisis de maxima verosimilitud (ML) y analisis

bayesiano.

El conjunto de datos concatenado de ITS y LSU incluyd 30 colecciones, con una

longitud alineada de 1261 caracteres, incluyendo gaps, de los cuales 866

caracteres eran constantes. Los conjuntos de datos finales de ITS y LSU

contenian 25 secuencias de ITS y 27 secuencias de LSU, respectivamente, de
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30 muestras que representan 28 taxa internos y los grupos externos. Se
generaron cincuenta y siete nuevas secuencias de ITS y LSU para este estudio
(Tabla 1). El mejor modelo para la particibn combinada de ITS y LSU fue un
modelo GTR+I+G. La desviacién estandar promedio de las frecuencias de
division de Bl fue 0.001282. Los arboles generados a partir de ambos conjuntos

de datos utilizando analisis ML y Bl fueron congruentes. El arbol bayesiano con

valores de BPP (2 95%) y MLB (= 75%) se muestra en la Fig. 11.

El arbol filogenético (Fig. 11) reveld que las especies patagonicas pertenecen al
nucleo "Fistulina s.s." (ML = 100%, BPP = 0.99) y forman un grupo fuertemente
respaldado junto con Especies del Hemisferio Sur (ML = 100, BPP = 1). Dentro
de este grupo, las colecciones patagdnicas formaron tres linajes de nivel de
especie fuertemente respaldados: el linaje de F. antarctica, junto con otra
secuencia extraida de las bases de datos para esta especie (ML = 94%, BPP =
1.00), un nuevo linaje representado completamente por colecciones patagénicas
encontradas en Nothofagus pumilio (ML = 100%, BPP = 1.00), y el linaje de F.

endoxantha, que presentd una posicion basal en el cluster del Hemisferio Sur.
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100- — Porodisculus pendulus HHB- 13576 Especies patagonicas

Porodisculus pendulus DAOM198417 tubos basidiomas

won (— Fistulina pallida CBS 508 63
L pseudofistulina radicata G1080
Fistulina hepatica CBS 339.69 Netherlands
Fistulina hepatica DSH 93-183 USA
it Fistulina hepatica REG593 USA

‘e Fistulina subhepatica CUI 11130 China
980990 Fistulina subhepatica CUI 13216 China
r Fistulina antarctica REG550 Chile
Fistulina antarctica CBS701.85 Argentina
Fistulina antarctica GM18107 Argentina
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Especies del hemisferio Sur Fistulina tasmanica CUI16635 Australia
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Fistulina endoxantha CIEFAP115 Argentina
M 1001 — Schizophyllum commune NBRC 4928

L Schizophyllum radiatum UTHSCDI14-1

Fig. 11 - Posicion filogenética de las colecciones patagonicas de Fistulina basada en conjuntos de datos combinados de ITS y LSU,
utilizando analisis de maxima verosimilitud (ML) y analisis bayesiano. Se indican los valores de bootstrap mayores a 75% y valores de
probabilidad posterior superior a 0.95.
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Fistulina antarctica, F. tasmanica y el nuevo linaje de N. pumilio se agruparon en
un grupo bien respaldado. Por otro lado, las especies registradas en el
Hemisferio Norte (F. hepatica y F. subhepatica) forman un clado diferente y
fuertemente respaldado (ML = 100%, BPP = 0.97). El presente analisis también
muestra que F. pallida Berk. & Ravenel resulta fuera de "Fistulina s.s." y se
agrupa con Pseudofistulina radicata (Schwein.) Burds. con un buen respaldo (ML
= 100%, BPP = 1.00), de acuerdo con varios autores (Wright 1961; Fidalgo y
Fidalgo 1962; Guzman 1987). Fistulina pallida es sindbnimo de P. radicata, siendo
este ultimo el nombre valido. Esta especie se encuentra en climas tropicales y
subtropicales, y su uso etnobioldgico es muy importante en paises como México
(Guzman 1987).

Taxonomia
Fistulina pumiliae G. Gonzalez, Barroetavefia & Pildain sp. nov. Figs. 12y 13.

MycoBank no.: MB 839048 GenBank no.: MW462917-MW462954

Etimologia: pumiliae — en referencia a Nothofagus pumilio, el hospedante

asociado.

Diagnéstico: Fistulina pumiliae se caracteriza por basidiomas de color ocre o
marron, de hasta 18.5 cm de longitud x 13.5 cm de ancho x 5.5 cm de grosor,
dimidiada-flabelada hasta ungulada; por basidiosporas elipsoides de paredes
gruesas (6-)8.7—10 x (4-)5.3—7 pm, y por elementos cistidioides de hasta 150 x
20 um, con ornamentaciéon acanalada, algunos con contenido castano,

asociados a la madera de N. pumilio vivo.

Holotipo: Argentina, Parque Nacional Los Alerces, Cerro La Torta, — 42.4129 lat
— 71.465276 long, en Nothofagus pumilio vivo (Nothofagaceae), 12.5.2019, leg.

G. Gonzalez

Descripcidon: Basidiomas anuales, solitarios, pileados, sésiles a lateralmente
subestipitados, ungulados o dimidiato-flabelados, carnosos cuando estan
frescos, de hasta 18.5 cm de longitud x 13.5 cm de ancho x 5.5 cm de grosor en
la base. Superficie pileal lisa y glabra, a veces formando escamas o pequefias
verrugas, de ocre a marron palido cuando esta fresca, tornandose marrén oscuro
a casi negra al secarse. Superficie poroidal de color marron claro o beige, que
se torna marron tabaco a marrén oscuro cuando esta seca; poros 1-2/mm,
compuestos por tubos facilmente separables. Contexto carnoso y fibroso cuando
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esta fresco, tornandose coriaceo al secarse, de color crema, a veces atravesado
por fibras miceliales castafias desde la base hasta el margen, con olor fungico
dulce y afrutado, de hasta 10 cm de grosor. Tubos de hasta 1 cm de longitud.

Fig. 12 - Fistulina pumiliae sp. nov., caracteristicas morfolégicas (Holotipo
HCFC 1330). A: Basidiomas de Fistulina pumiliae creciendo en el tronco de
Nothofagus pumilio; b: seccidn transversal de los basidiomas; c: tubos; d:
basidiosporas en KOH al 3%. Barra de escala: a5 cm; b 1 cm; c1 mm;d 10
pgm.
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Fig. 13 - Fistulina pumiliae, caracteres microscopicos. A: Basidiosporas; b:
basidios; c: hifas gloeopleuras; d: elementos cistidioides de los bordes del
disepimento; e: hifas de la trama. Barra de escala: 10 uym.

Caracteristicas del cultivo:

La masa micelial es aterciopelada, lanosa, un poco densa, heterogénea, blanca,
escasa y con un margen regular. La superficie del micelio estd compuesta por
hifas generativas fibuladas, de 2.5-9 ym de diametro, hasta 15 um en la fibula,
incoloras, y con paredes finas a ligeramente engrosadas. El micelio sumergido
esta compuesto por hifas generativas con fibulas y hifas dilatadas de paredes
delgadas, de hasta 14 ym de diametro. También se observaron hifas vacuoladas.
Se presentan clamidosporas, globoideas, subgloboideas a ovoides, alargadas o

clavadas, terminales e intercalares, de 12—-20 x 4-15 pym (Fig. 14).
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Fig. 14 - Fistulina pumiliae: caracteristicas microscopicas de cultivo. A: Cultivo
HCFC 1338 en MEA,; B: hifa generativa; C: hifa generativa con ramas laterales
cortas; D: ramas digitiformes de hifas vacuoladas; E—G clamidosporas
globosas, rectangulares y elipsoidales. Barra de escala: A=1cm; E-G =5 pm.

Observaciones: Difiere de Fistulina antarctica en la morfologia de sus
basidiomas y en el mayor tamafo de las esporas. Rajchenberg (2006) sefiald
que los especimenes de F. antarctica que crecen en N. pumilio tienden a ser mas
gruesos, con un contexto carnoso, de color rosa oscuro a marrén claro,
considerandolos como variaciones dentro de la misma especie. Fistulina
endoxantha tiene basidiomas con un color amarillo intenso y esporas mas
grandes que F. pumiliae, y esta exclusivamente asociada con Lophozonia alpina
y L. obliqua. Fistulina tasmanica fue descrita en Tasmania creciendo en troncos
de Eucalyptus vivos y se caracteriza por sus basidiomas de color vino a rojizo,

con esporas mas pequenas (5.4—6 x 3.4—4 uym) que F. pumiliae (Sun et al. 2019).
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Fistulina antarctica Speg., Bol. Acad. Nac. Cienc. Cérdoba 31: 8, 1887 (LPS)
Fig.15.

Fistulina hepatica (Schaeff.: Fr.) With. var. antarctica (Speg.) J.E. Wright, Rev.
Invest. Agropec. INTA ser. 5 Pat.Veg. 9: 130, 1972. Descripciones: Spegazzini
(1887), Wright (1961) y Rajchenberg (2006).

Especimenes examinados: Argentina, Neuquén, Parque Nacional Lanin, —
40.159489 lat — 71.4135 long, en Nothofagus dombeyi, 26.3.2019, leg. M. Rugolo
GM19001 (HCFC 1347); —40.1393 lat — 71.4742 long, en N. dombeyi, 16.5.2019,
leg. M. Rugolo GM19002 (HCFC 1346); — 40.1389 lat — 71.4753 long, en N.
antarctica, 26.3.2019, leg. M. Rugolo GM19003; — 40.135143 lat — 71.708383
long, en N. dombeyi, 16.5.2019, leg. G. Gonzalez GM19081 (HCFC 1343); —
40.138467 lat — 71.713125 long, en N. dombeyi, 16.5.2019, leg. G. Gonzalez
GM19086 (HCFC 1342); — 40.39803 lat — 71.663755 long, en N. dombeyi
Argentina, Los Alerces National Park, — 42.742318 lat — 71.734537 long, on N.
dombeyi, 14.4.2019 leg. G. Gonzalez GM19007 (HCFC 1344); — 42.667402 lat —
71.687785 long, on N. antarctica, 16.4.2019, leg. G. Gonzalez GM19011 (HCFC
1345); — 42.608097 lat — 71.893768 long, on N. dombeyi, 10.5.2019, leg. G.
Gonzalez GM19075 (HCFC 1340); Arrayanes river, on N. dombeyi, 30.03.2000,
leg. M. Rajchenberg MR11955 (HCFC 265); Rivadavia lake, on N. dombeyi,
03.1994, leg. M. Rajchenberg MR10812 (HCFC 281); Menendez lake, on N.
dombeyi, 15.03.1993, leg. M. Rajchenberg MR10741 (HCFC 279); Yrigoyen
cascade, on N. dombeyi, 27.03.1992, leg. M. Rajchenberg MR10585 (HCFC
273). Argentina, Nahuel Huapi National Park, — 41.010035 lat — 71.821942 long,
on N. dombeyi, 19.4.2019, leg. M. Rugolo GM19049 (HCFC 1339). Argentina,
Chubut province, on N. antarctica, 30.04.1992, leg. M. Rajchenberg MR10698
(HCFC 278). Argentina, Tierra del Fuego, Isla de los Estados, 1887, leg. C.
Spegazzini (LPS 24915, holotype of Fistulina antarctica).

Observaciones: los especimenes estudiados presentan variaciones en cuanto
a la forma, tamano y coloracién de los basidiomas; ademas, el tamafio y color de
los tubos (crema, rosa, amarillo) también mostraron variacion. Sin embargo, las
caracteristicas micromorfoloégicas (sistema de hifas, tamafo y forma de las

basidiosporas) no mostraron variaciones significativas.
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Fig. 15 - Fistulina antarctica. A, D: Basidiomas creciendo en Nothofagus
dombeyi; B: basidiomas; C: basidiomas creciendo en N. antarctica; E: tubos.
Barradeescala: A,D=2cm;B=5cm; C=10 ym; E=1 mm.

Fistulina endoxantha Speg. Bol. Acad. Nac. Cienc. Cérdoba 25:23, 1921 (LPS)
Fig. 16.

Fistulina hepatica (Schaeff.: Fr.) With. var. endoxantha (Speg.) J.E. Wright, FI.
Criptog. de Tierra del Fuego 11(3): 16, 1975.

Descripciones: Spegazzini (1921), Wright (1961) y Rajchenberg (2006).
Ejemplares examinados: Argentina, Parque Nacional Lanin, -40.159489 lat -
71.378866 long, en Lophozonia alpina, 17.5.2019, leg. G. Gonzalez GM19100
(HCFC 1325); -40.158159 lat - 71.377715 long, en L. alpina, 17.5.2019, leg. G.

Gonzalez GM19099; -40.13096 lat - 71.657868 long, en L. alpina, 16.5.2019, leg.
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G. Gonzalez GM19093; -40.133187 lat- 71.671842 long, en L. alpina, 16.5.2019,
leg. G. Gonzalez GM19089 (HCFC 1327); -40.13212 lat - 71.65836 long, en L.
obliqua 16.5.2019, leg. G. Gonzalez GM19079 (HCFC 1326). Argentina, Parque
Nacional Lanin, Lago Lolog, en Lophozonia alpina, 13.04.1992, leg. M.
Rajchenberg MR10691 (HCFC 276); ibid., en Lophozonia alpina, 13.04.1992,
leg. M. Rajchenberg MR10692 (HCFC 267). Chile, Victoria, Mariluan, leg. J.A.
Campo, 20.3.1918 (LPS 24916, holotipo de Fistulina endoxantha).

Observaciones: no se encontraron diferencias con respecto a las descripciones
de Rajchenberg (2006).
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Fig. 16 - Fistulina endoxantha. A—B, E: Basidiomas creciendo en Lophozonia
alpina; C: basidiosporas; D: tubos. Barra de escala: A, B,E=2cm; C =10 uym;
D=1mm.

Clave para especies del género Fistulina
1 Superficie de poros carmesi, rojo brillante o purpura-rojo en especimenes

jévenes que se desvanecen ligeramente o se vuelven marrones al secarse... 2

1* Superficie de poros blanca, amarillenta, crema, rosa o rojiza cuando esta

fresca y se vuelve marrén rojiza o marrén a marrén oscuro al secarse... 3
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2 Basidiomas sésiles... 1. F. rosea
2* Basidiomas lateralmente estipitados... 2. F. guzmanii

3 Superficie del pileo con protuberancias rugosas elevadas como bultos... 3. F.

africana

3* Superficie del pileo ligeramente acanalada radialmente, lisa, glabra, a veces

formando escamas o pequefas verrugas... 4

4 Basidiosporas de hasta 6 ym de largo... 5

4* Basidiosporas mas largas de 6 ym de largo... 7

5 Basidiosporas sin color, ovoides, de pared delgada... 4. F. hepatica

5* Basidiosporas sin color o amarillentas, elipsoidales, de pared gruesa... 6

6 Pileo de hasta 3 cm de ancho; superficie del pileo cubierta de espiculas cortas

y dispersas... 5. F. spiculifera

6* Pileo mas ancho que 4 cm; superficie del pileo lisa o radialmente estriada...

6. F. subhepatica

7 Poros 3-5/mm, basidiosporas sin color o amarillas, amarillo dorado o

castanas... 8
7* Poros 6—7/mm, basidiosporas sin color... 7. F. tasmanica

8 Basidiomas y contexto amarillos; elementos cystidioides con paredes gruesas

y verrugosas... 8. F. endoxantha

8* Basidiomas y contexto rosa rojizo, ocraceo o marron claro a oscuro; elementos
cystidioides cilindricos o fusoides, con paredes delgadas o gruesas,

ornamentacion lisa o acanalada dispuesta en circulos... 9

9 Basidiosporas (5,5-) 67,5 x (4-) 4,5-5,5 (-6) ym; basidiomas y contexto rosa

rojizo... 9. F. antarctica

9* Basidiosporas (6—) 8,7-10 x (4-) 5,3—7 ym; basidiomas y contexto ocraceo o

marrén claro a oscuro... 10. F. pumiliae

Se examinaron un total de 99 colecciones; se recolectaron 69 ejemplares de
Fistulina spp. en otofio de 2019 y 2020 en bosques de N. dombeyi, N. pumilio,

N. antarctica, Lophozonia alpina y L. obliqua; se revisaron otras 30 colecciones
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de herbario. El 62% de las muestras correspondieron a F. antarctica. Esta
especie se encontro en N. dombeyi, N. antarctica y N. pumilio. Fistulina
endoxantha se encontro en L. alpina y en L. obliqua. Finalmente, F. pumiliae s6lo

se encontro creciendo en N. pumilio (Tabla 2, Fig. 17).

Tabla 2 - Huéspedes asociados y frecuencia de especies de Fistulina en la
Patagonia, Argentina.

Hospedante
Especie Nothofagus Nothofagus Nothofagus Lophozonia Lophozonia
antarctica dombeyi pumilio obliqua alpina
F. antarctica 13 43 4 - -
F. endoxantha - - - 6 7
F. pumiliae - - 24 - -

® N. alpina N. oblicua

46%

= N. antarctica = N. dombeyi m N. pumilio

Fig. 17 - Porcentaje de ocurrencia de las especies Fistulina antarctica (A) y F.
endoxantha (B) en los diferentes hospedantes.

En cuanto a los estudios de cultivos puros, el micelio de las especies de Fistulina
de la Patagonia estd compuesto por hifas delgadas, escasamente ramificadas,
regularmente septadas e incoloras, con presencia de clamidosporas, en acuerdo
con descripciones previas (Wright y Deschamps 1972; Rajchenberg y Greslebin
1995). Fistulina pumiliae, en particular, presenta (a) hifas generativas con fibulas
de hasta 9 um de diametro, (b) hifas vacuoladas a veces con ramas digitiformes
y (c) hifas ensanchadas con septos simples, de hasta 14 ym de diametro,
observadas solo en el micelio sumergido (Fig. 6). No se encontraron

caracteristicas culturales distintivas entre las tres taxas patagonicas.
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Discusion

En este estudio se presentan caracteristicas morfologicas, caracteristicas de
cultivo, asociaciones de hospedadores y analisis filogenético de especimenes de
Fistulina de la Patagonia, y se propone una nueva especie. El arbol filogenético
inferido a partir del conjunto combinado de secuencias mostré que F. pumiliae
formaba una especie distinta, en el nucleo "Fistulina s.s.", con un fuerte respaldo.
Se demostré que las especies pertenecientes al hemisferio sur estan
estrechamente relacionadas y se agrupan en una linea monofilética fuertemente
respaldada. Fistulina pumiliae se agrupé como un linaje hermano de F. antarctica
y F. tasmanica. Esto refleja una mayor relacion biogeografica de la Patagonia
con Australia, Nueva Zelanda, Nueva Guinea y Nueva Caledonia, que con el
resto del continente americano (Crisci et al. 1991; Rajchenberg 2006) y evidencia
una biota surefa particular. A futuro seria util incorporar colecciones de Fistulina
de otras areas que permitan hacer una revision general del género,
especialmente de Australia, e incluir en caso de ser posible el estudio de los
materiales tipo no estudiados, con comparaciones morfolégicas y de secuencias
de ADN.

En nuestras inferencias filogenéticas, se demostré que F. pallida (CBS 508 63)
es coespecifica con Pseudofistulina radicata (G1080). Esta ultima se describid
como F. radicata y, afios mas tarde, Fidalgo & Fidalgo (1958) la describieron
como F. brasilensis en Brasil. Posteriormente, la transfirieron al nuevo género
Pseudofistulina (Fidalgo & Fidalgo 1962), lo cual fue aceptado por Burdsall
(1971). Fistulina spiculifera de Australia parece tener esporas mas largas y
estrechas que F. hepatica (Reid 1963), pero sin secuencias de ADN disponibles,
no se pueden realizar caracterizaciones moleculares. Reid (1963) sefaldé que
esta especie esta mas relacionada con F. hepatica que con las otras especies

sudamericanas.

Segun Song et al. (2015), Fistulina se caracteriza morfolégicamente por un
habito de crecimiento anual, superficie del pileo color rojizo a castafo, tubos
libres pero estrechamente agrupados, un sistema hifal monomitico vy
basidiosporas ovoides. Ademas, nuestros resultados muestran que presenta una
gran variabilidad macro-morfolédgica, con basidiomas que varian ampliamente en
color y tamano. Las especies sudamericanas parecen adquirir tamafios mas

grandes, pudiendo alcanzar los 30 cm de diametro. Esta caracteristica es un
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atributo interesante considerando su comestibilidad y merece futuros estudios.
Otra caracteristica distintiva de las especies sudamericanas es el color de las
paredes de las esporas, que varia desde incoloro hasta amarillento o castanio,
un rasgo no encontrado en otras especies del género, y sus paredes gruesas,

una caracteristica que contrasta con el tipo genérico F. hepatica.

El estudio de las microestructuras de las especies de Fistulina se realizd
tradicionalmente en basidiomas herborizados (Wright 1961; Fidalgo y Fidalgo
1962; Reid 1963; Brusis 1972; Song et al. 2015; Sun et al. 2019). En contraste,
los cultivos puros han sido escasamente analizados, con estudios restringidos
solo a especies patagdnicas (Wright y Deschamps 1972; Rajchenberg vy
Greslebin 1995; Rajchenberg 2006; Toledo & Barroetavefia 2017). Teniendo en
cuenta su comestibilidad y el potencial de ser domesticadas para la produccion,
los estudios de cultivo ofrecen informacion basica sobre la tasa de crecimiento
vegetativo, la temperatura de crecimiento éptima y la morfologia de la cepa,
necesaria para la seleccion de cepas productivas (Gaitan-Hernandez &
Rodriguez 2008; Bran et al. 2009; Suarez y Holguin 2011; Ledn-Avendaro et al.
2013; Toledo & Barroetavenfia 2017; Ye et al. 2019).
En cuanto a otras especies del género, F. hepatica se reconoce principalmente
por una superficie de pileo de color marrén rosado a marrén mas rojizo o marrén
purpureo y basidiosporas mas pequeias y de pared delgada que cualquier otra
especie descrita de Fistulina (Wright 1961; Brusis 1972; Song et al. 2015).
Geograficamente, F. hepatica se encuentra en las regiones templadas de Europa
y América del Norte y Central, generalmente asociada a arboles vivos de
Castaneay Quercus (Brusis 1972; Song et al. 2015; Sun et al. 2019). Reid (1963)
describio F. spiculifera en Victoria, Australia, caracterizada por una superficie de
pileo cubierta con espiculas cortas y dispersas. Esta caracteristica es similar a
las "escamas" presentes en F. pumiliae; sin embargo, F. spiculifera se
caracteriza por su pileo ungulado o aplanado de hasta 3 cm y esporas elipticas
(Reid 1963; Cunningham 1965; Sun et al. 2019).

La especie F. guzmanii descripta por Brusis (1972) sobre Mimosa galeottii Benth.
en México, difiere en varias caracteristicas de F. hepatica, como el color del
himenio, que es de color rojo brillante o purpura-rojo; un tamano mas pequefio y
el hospedero y habitat. Se describieron dos especies mas: F. rosea (1856) y F.

africana (1928), aunque con descripciones incompletas y sin registros
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posteriores, excepto en Gryzenhout (2010) donde F. africana se describe
brevemente. La posicion filogenética y la validez taxonémica de Fistulina

africana, F. rosea, F. spiculifera'y F. guzmanii aun deben aclararse.

Estudios recientes basados en analisis filogenéticos del conjunto de datos
combinados ITS + LSU describieron dos nuevas especies de Fistulina. F.
Subhepatica de China, en arboles muertos de Lithocarpus (Fagaceae) (Song et
al. 2015), y F. tasmanica de Tasmania, Australia, en troncos muertos de
Eucalyptus vivos (Sun et al. 2019). Fistulina subhepatica es morfolégicamente
similar a F. hepatica; sin embargo, difiere de esta ultima al tener basidiosporas
mas grandes, fibulas e hifas generativas del contexto de pared delgada (Nufiez
y Ryvarden 2001; Song et al. 2015). Fistulina tasmanica se distingue por la forma
de ostra a forma de abanico de sus basidiomas, la superficie del himenio rosada
cuando esta fresca, poros pequenos (6—7 poros/mm) y un sistema hifal

monomitico con hifas generativas fibuladas (Sun et al. 2019).

En relacion con los hospedantes, la familia Nothofagaceae es una de las mas
interesantes dentro del orden Fagales debido a la distribucién austral de las
especies vivas y a los extensos restos fosiles (Ancibor 1991; Hill 1992; Hill y
Jordan 1993; Hill 2001; Torres et al. 2009; Vento y Agrain 2018). Debido a ello,
las implicaciones biogeograficas y sistematicas se revisan continuamente para
comprender su evolucion y patrones de distribucién. Desde 1991, las evidencias
acumuladas respaldan el reconocimiento de cuatro géneros dentro de
Nothofagaceae: Lophozonia, Fuscospora, Brassospora y Nothofagus (Hill y
Read 1991; Manos 1997; Setoguchi et al. 1997; Heenan y Smissen 2013). Vento
y Agrain (2018) mostraron que Lophozonia en América del Sur podria ser un
representante mas antiguo y un grupo hermano de los géneros restantes de
Nothofagus. Nuestros resultados mostraron que la linea de F. endoxantha es un
grupo hermano al resto de las especies de Fistulina del hemisferio sur (Fig. 2).
Estos resultados son congruentes, lo que podria indicar una asociacién antigua

y coevolucion tanto del hospedante como de las especies degradadoras.

Notas sobre las especies de Fistulina en la Patagonia
El color de los basidiomas es una caracteristica distintiva para las especies de

Fistulina en la Patagonia que facilita una identificacion segura en el campo.
Caracteristicas microscépicas como el tamafo y el color de las basidiosporas y
la forma de los elementos cistidioides también son muy utiles y distintivas. En
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cuanto a la variabilidad morfoldgica que caracteriza al género (Wright 1961),
nuestros resultados muestran una gran plasticidad morfoldgica, especialmente
para F. antarctica. Los basidiomas pueden presentar formas dimidiadas,
dimidiado-flabeladas o unguladas (Rajchenberg 2006), algunos alcanzando
hasta 36 cm de diametro. También se han encontrado variaciones en la
morfologia del estipite, desde un pseudopié mas o menos desarrollado hasta
totalmente ausente. Ademas, observamos que F. antarctica tiene poros que son
primero de color rojizo o rosa en especimenes jovenes, volviendose amarillentos
palidos o de color crema a medida que maduran; en F. pumiliae y F. endoxantha,
este rasgo no presenta grandes variaciones a lo largo del desarrollo del
basidioma. Ocasionalmente, se encuentran basidiomas de F. antarctica
cubiertos por una sustancia gelatinosa o viscosa. Dado que todas estas
variaciones fenotipicas también se han detectado entre colecciones tomadas del
mismo hospedante, posibles razones relacionadas que deberian confirmarse
podrian ser: (1) parte del hospedante donde se desarrollan los basidiomas
(fuste/raiz); (2) estado del hospedante (vivo/muerto/tocon); (3) condiciones del
sitio (humedad, altitud, cobertura del dosel). Numerosas investigaciones han
informado sobre la plasticidad fenotipica tanto en caracteres micro- como macro-
morfoldgicos de especies sudamericanas. Tal es el caso de Ganoderma lucidum,
estudiada por Gottlieb y Wright (1999) donde se observé que las caracteristicas
morfoldgicas y de cultivo eran altamente variables. Del mismo modo, Peabody
et al. (2003) sugirieron que factores ambientales (temperaturas, ph y
hospedante) podrian estar implicados en la determinacion de la variabilidad del
numero, tamafo y forma de los basidiomas de Armillaria gallica. Otros estudios
han demostrado que la pendiente, la orientacion y los tipos de vegetacion afectan
en gran medida la plasticidad fenotipica en Thelephora sp. (Ramirez-Lopez et al.
2013).

Fistulina antarctica se encontrd creciendo en el tallo y las raices de tres especies
de Nothofagus: N. dombeyi, N. antarctica 'y N. pumilio. Nothofagus antarctica es
la especie sudamericana de Nothofagus con la mayor variacion morfologica y la
mayor tolerancia ecolégica (Ramirez et al. 1985; Veblen et al. 1996; Donoso et
al. 2006; Peri et. 2013). Esta variacion también se observo en las fructificaciones
de F. antarctica asociadas a ella, mostrando variabilidad en el color, tamano,
forma y aspecto general del himenio. Los basidiomas de Fistulina antarctica

asociados a N. dombeyi generalmente presentaban una capa gelatinosa en la
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superficie y un alto contenido de agua. Los basidiomas de Fistulina endoxantha
se encontraron en arboles vivos de L. alpinay L. obliqua, siguiendo la distribucién
geografica de sus hospedantes, restringida al norte de la Patagonia (Sabatier et
al. 2011). Fistulina pumiliae solo se encontro en tallos de arboles vivos de N.
pumilio. Los resultados de este estudio muestran que F. antarctica es la especie
mas variable fenotipicamente, sugiriendo que esto esta vinculado con sus
amplias asociaciones de hospedantes y la fructificacion en una amplia gama de

ambientes.

Numerosos estudios han informado sobre el alto valor nutricional (abundancia
de proteinas, carbohidratos, minerales esenciales) de los hongos silvestres
comestibles (Diez y Alvarez 2001; Ouzouni y Riganakos 2007; Barros et al. 2008;
Kala¢ 2009; Kala¢ 2013; Wang et al. 2014). Esto también se ha encontrado en
especies comestibles silvestres de la Patagonia, incluidas las especies de
Fistulina (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2023). Sin embargo, seria necesario
evaluar caracteristicas que otorguen una mayor aceptacion, como las
propiedades sensoriales de los basidiomas (color, sabor, textura y aromas).
Claramente, F. antarctica podria ser una especie interesante como recurso
comestible, especialmente por habitar varios hospedantes y debido a su alta
frecuencia de fructificacién (Toledo et al. 2014; Barroetavefia y Toledo 2016;
Molina et al. 2020). En vista de lo anterior, la informacion taxonémica y ecoldgica
de estas especies puede sentar las bases para desarrollar opciones de manejo
micosilvicola para aumentar su productividad en bosques naturales, junto con
protocolos de domesticacion para cultivar estos hongos en troncos o sustratos a
base de madera en interiores. Después de un cultivo exitoso, este grupo de
hongos podria producirse como un producto gourmet Unico de los bosques

patagonicos.

Conclusiones
e La nueva especie descripta, F. pumiliae, se asocia exclusivamente con

Nothofagus pumilio. Esta nueva especie se distingue por sus basidiomas
de color ocre a marron y esporas mas grandes en comparacion con otras
especies dentro del género.

e Se confirma la existencia de tres linajes de Fistulina en Patagonia

Argentina: F. antarctica, F. endoxantha y la nueva especie F. pumiliae.
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Estas tres especies se agruparon filogenéticamente con otras especies
pertenecientes al hemisferio sur.

Se encontré que F. antarctica es la especie mas polifaga, creciendo sobre
tres especies de Nothofagus (N. dombeyi, N. antarctica, N. pumilio),
mientras que F. endoxantha se asocia con Lophozonia alpina y L. obliqua
y F. pumiliae exclusivamente con N. pumilio.

Se propone que la asociacion antigua entre Fistulina y sus hospedantes
Nothofagaceae en el hemisferio sur podria indicar un proceso de co-
evolucion entre estos hongos y sus hospedantes.

La clave dicotobmica generada de caracteristicas macro y
micromorfoldgicas permite identificar a todas las especies aceptadas de

Fistulina en los hemisferios norte y sur.
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CAPITULO 2: ANALISIS FILOGENETICO Y MORFOLOGICO DEL
GENERO RAMARIA
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CAPITULO 2. Andlisis filogenético y morfolégico del género Ramaria.

Resumen del capitulo
Dentro de la amplia diversidad de especies fungicas de los bosques Andino

Patagonicos, las especies de Ramaria sensu lato son algunas de las mas
atractivas debido a sus basidiomas de tamafio medio y coloridos con forma de
coral. El género fue reconocido como parafilético y actualmente se divide en
cuatro subgéneros: Ramaria, Laeticolora, Lentoramaria y Echinoramaria. En la
Patagonia (Argentina y Chile), se han reportado 18 especies de Ramaria
asociadas con Nothofagaceae; sin embargo, su diversidad y relaciones
filogenéticas son en gran medida desconocidas. Este estudio presenta un relato
detallado de Ramaria en la Patagonia, basado en un analisis integrador de
caracteristicas filogenéticas, macro y micro morfolégicas. Se analizaron los
genes espaciador interno transcrito (ITS) y ADN ribosomal 28S nuclear (LSU)
para identificar especimenes de Argentina y examinar sus relaciones
filogenéticas con otras especies de Ramaria. Los analisis filogenéticos revelaron
seis especies de Ramaria en la Patagonia Argentina: R. patagonica, R. botrytis,
R. inedulis, R. paraconcolory dos nuevos grupos filogenéticos propuestos como
nuevas especies a partir de nuestros resultados: R. flavinedulis y R.
dendrophora. Ramaria flavinedulis produce basidiomas de color amarillo brillante
o amarillo anaranjado con un estipe compuesto fusionado y retorcido, basidios
simples-septados y basidiosporas elipsoides a cilindricas. Ramaria dendrophora
presenta basidiomas de color amarillo palido a rosa palido y basidiosporas
ornamentadas con verrugas conspicuas e irregulares. Este estudio aumento el
conocimiento sobre la diversidad filogenética y la taxonomia de Ramatria en los
bosques de los Andes de la Patagonia en comparacion con lo encontrado en

otras regiones.

Palabras clave: changles - Gomphales - Nothofagaceae - Sudamérica - dos

nuevos taxones

Introduccién
Ramaria Fr. ex Bonord. (Gomphaceae, Gomphales) es un género de

basidiomicetos no lamelares y ampliamente distribuido (Marr y Stuntz 1973;
Petersen 1981; Humpert et al. 2001), que incluye un notable numero de especies
con diferentes estilos de vida. Se ha confirmado que muchas especies son

ectomicorricicas, y se ha sugerido que esto es compartido por todas las especies
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terricolas de Ramaria (Humpert et al. 2001). Otras especies son saprofitas,
lignicolas o humicolas (Marr y Stuntz 1973; Exeter et al. 2006). Inicialmente,
Ramaria fue tratada como un subgénero dentro de Clavaria Vaill. Ex. L. (Coker
1923; Doty 1944) hasta que Corner (1970) la elevo al rango de género. Con mas
de 230 especies descritas en todo el mundo, es el género mas diverso dentro de

los Gomphales, siendo R. botrytis (Pers.) Ricken la especie tipo.

Diferentes estudios basados en datos morfologicos y moleculares (Humpert et
al. 2001; Hosaka et al. 2006; Giachini et al. 2010) coinciden en el estado
parafilético de Ramaria. Ademas, sus caracteres macro y micro morfoldgicos son
tan variables que las especies no pueden diferenciarse facilmente sélo en
funcién de los caracteres morfolégicos (Nouhra et al. 2005). Sin embargo, el
geénero comparte las siguientes caracteristicas tipicas: basidiomas altamente
ramificados; sistemas hifales mono a dimiticos con hifas generativas con fibulas
o septos simples. Las hifas son en su mayoria gutuladas, y las basidiosporas son
de color amarillo a ocraceo o marron con paredes lisas o con ornamentacion
equinulada, verrucosa-reticulada o estriada (Corner 1950; Marr & Stuntz 1973;
Petersen 1981; Humpert et al. 2001). Actualmente, el género se divide en cuatro
subgéneros (Marr & Stuntz 1973; Exeter et al. 2006; Humpert et al. 2001;
Knudson 2012): (I) Ramaria subg. Ramaria, (II) Ramaria subg. Laeticolora Marr
y D.E. Stuntz, (Ill) Ramaria subg. Lentoramaria Corner, y (IV) Ramaria subg.
Echinoramaria Corner (Marr & Stuntz 1973; Humpert et al. 2001; Exeter et al.
2006; Hanif et al. 2019). Ramaria subg. Ramaria incluye especies con
basidiomas grandes que crecen en el suelo, a menudo con apariencia de coliflor,
hifas generativas con fibulas y esporas estriadas (Humpert et al. 2001; Knudson
2012). Laeticolora es el subgénero mas significativo y complejo (Exeter et al.
2006), también con cuerpos fructiferos grandes y terricolas, pero con o sin hifas
con fibulas y esporas lisas o verrugosas (Corner 1950; Humpert et al. 2001;
Knudson 2012). Las especies de ambos subgéneros a menudo tienen
basidiomas de colores brillantes (Exeter et al. 2006). Las especies de
Lentoramaria crecen en madera en descomposicién y tienen ornamentacion
esporal lisa o verrucosa y las hifas generativas fibuladas. El subgénero
Echinoramaria es el mas facilmente distinguible debido a la ornamentacién
espinosa de las esporas, siempre presenta hifas generativas con fibulas y

basidiomas relativamente pequefos (Humpert et al. 2001). Los cuerpos
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fructiferos de Lentoramaria y Echinoramaria tienen colores neutrales, entre

castafo y crema (Exeter et al. 2006).

En la Patagonia (Argentina y Chile), se ha informado que Ramaria esta asociada
con Nothofagaceae (Spegazzini 1921, Singer 1969, Barroetavena et al. 2019),

pero su diversidad y relaciones filogenéticas son en gran medida desconocidas.
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Tabla 3 - Especies de Ramatria registradas para Patagonia.

Especie sinénimos Habitat Distribucion Comestibilidad Referencia
R. stricta madera Distribucion no comestible Singer 1969
mundial
R. flava Clavaria flava - de chillan hasta comestible Spegazzini 1987
var. chilensis Aysén, CHILE Lazo 2001
Speg.
R. flaccida - suelo Chile central, no comestible Lazo 2001
Argentina téxica
R. aurea - suelo Magallanes, Chile no comestible Minter y Lopez 2006
R. aurantiaca - suelo - comestible Singer 1969
R. subaurantiaca - suelo, raices amplia, Chile y no comestible Singer 1969
Argentina austral Lazo 2001
R. holorubella - - Sudamérica - Singer 1969
R. flavobrunnescens - - Distribucion no comestible Singer 1969
mundial téxica
R. zipelli - suelo - no comestible Singer 1969
R. strasseri - - Neuquén, - Singer 1969
Argentina
R. subtilis - suelo Distribucion no comestible Singer 1969
mundial
R. moelleriana - madera Amplia, Chile no comestible Lazo 2001
semipodrida central y austral,
Argentina
R. obtusissima - - - no comestible -
R. acutissima suelo Regién de los - Minter y Lépez 2006
Rios, Chile
R. botrytis - - Distribucioén comestible
mundial
R. valdiviana - suelo Valdivia comestible Singer 1969
R. patagonica - suelo Chubut, Rio comestible Gamundi & Horak
Negro, Neuquén, 1993
Tierra del Fuego
R. inedulis R. holorubella suelo Rio Negro, no comestible Singer 1969
Argentina
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Actualmente, se informan 18 especies para la region (Tabla 3): R. stricta (Pers.)
Quél., R. flava (Schaeff.) Quél., R. flaccida (Fr.) Bourdot, R. aurea (Schaeff.)
Quél., R. aurantiaca Corner, R. subaurantiaca Corner, R. holorubella (G.F. Atk.)
Corner, R. flavobrunnescens (G.F. Atk.) Corner, R. zipelli (Lév.) Corner, R.
strasseri (Bres.) Corner, R. subtilis (Coker) Schild, R. moelleriana (Bres. &
Roum.) Corner, R. obtusissima (Peck) Corner, R. acutissima (Berk.) Corner, R.
botrytis (Pers.) Ricken, R. valdiviana Singer, R. patagonica (Speg.) Cornery R.
inedulis Singer, las ultimas tres consideradas endémicas. Ramaria patagonica,
tradicionalmente llamada "changle", es muy apreciada por las comunidades
locales debido a su sabor y textura (Molares et al. 2019). Estudios bioquimicos
han revelado su alto contenido de proteinas y carbohidratos, junto con una alta
actividad antioxidante, destacando su potencial como alimento funcional y fuente

de compuestos bioactivos (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2022).

Dada la comestibilidad de varias especies de Ramaria, el analisis de su
variabilidad morfolégica y filogenética intraespecifica en los bosques
andinopatagonicos de Argentina constituye una contribucion importante para su

correcta dientificacion, uso y propiedades asociadas.

Objetivos
e Prospectar y recolectar ejemplares de Ramaria spp. cubriendo la

diversidad morfolégica, de sustratos y ambientes dentro de su
distribucién en la Patagonia.

e Realizar un analisis macro y micro morfolégico que permita
caracterizar las colectas obtenidas y realizar descripciones
completas.

e Analizar la posicion taxonémica de las especies detectadas en
patagonia que incluya un analisis filogenético del género completo

abordado en conjunto con las caracteristicas morfolégicas.
Hipétesis
H1 La diversidad morfolégica de Ramaria en la Patagonia esta subestimada y

una prospeccion exhaustiva revelara la existencia de especies no descritas

previamente.
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H2 Las caracteristicas macro y micro-morfolégicas de Ramaria en la Patagonia
mostraran una variabilidad significativa que permitira la identificacion de nuevas

especies.

H3 Las especies de Ramaria recolectadas en la Patagonia podrian formar clados
monofiléticos definidos, permitiendo esclarecer la relacion evolutiva entre las

especies locales y las de otras regiones del mundo.

Materiales y métodos

Especimenes estudiados
Se recolectaron un total de 48 basidiomas de Ramaria spp. durante el otofio de

2019 y 2020 en las provincias patagonicas de Chubut, Rio Negro, Neuquén y
Tierra del Fuego (Fig. 18), siendo todos referenciados con GPS vy registrados en
permisos de captura emitidos por las autoridades correspondientes. La mayoria
de los especimenes fueron fotografiados in situ o en el laboratorio mientras
estaban frescos. Cada sitio de recoleccién fue caracterizado por las especies
dominantes de arboles circundantes (Fig. 19). Los basidiomas fueron secados al
aire para analisis posteriores y las colecciones de referencia se depositaron en
el Herbario del Centro de Investigacion y Extension Forestal Andino Patagénico

(HCFC; Thiers, actualizado continuamente).
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Fig. 18 - Area de estudio en el sur de Argentina. Mapa que muestra los tipos de

bosques de donde provienen los especimenes.
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Fig. 19 - Sitios de aparicion de basidiomas de Ramaria spp.

Estudios morfolégicos
Los especimenes examinados se presentan en la Tabla 4, incluyendo aquellos

del herbario del Instituto de Botanica Carlos Spegazzini (LPS) y el Herbario de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos Aires
(BAFC). Se registraron la morfologia (estipite, tipo de ramificacion y apice), color,
tamafio y forma, junto con la reaccion positiva al sulfato férrico (FSW) en las
superficies himeniales (Exeter et al. 2006). Se registraron la forma y el tamarno
de las basidiosporas y basidios, asi como la presencia/ausencia de fibulas. Las
mediciones de las basidiosporas se expresan como L x W (L = longitud media
de las basidiosporas como el promedio aritmético de todas las basidiosporas *
SD, W = ancho medio de las esporas como el promedio aritmético de todas las
basidiosporas + SD), Q como la variacion media en las relaciones L/W entre los
especimenes estudiados y n/s = numero de basidiosporas medidas de un
numero dado de especimenes. Ademas, se obtuvieron micrografias de SEM
utilizando un microscopio electrénico de barrido (FEI Quanta 200) en el
Laboratorio de Caracterizacion de Materiales del Instituto Balseiro (San Carlos

de Bariloche, Argentina).
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Tabla 4 - Lista de especimenes de Ramaria analizados morfolégicamente, que incluye el recolector,

pais de origen, afio de recoleccidon, numero de voucher del herbario y numero de Genbank para las

secuencias generadas en este estudio.

Taxon Colector Origen Ano voucher

R. patagonica . Gonzélez & M. Rugolo  Argentina, PNLA 2019 GM19016 (HCFC 5584)
R. patagonica . Gonzélez & M. Rugolo  Argentina, PNLA 2019 GM19017 (HCFC 5585)
R. patagonica . Gonzéalez & M. Rugolo  Argentina, PNLA 2019 GM19026 (HCFC 5586)
R. patagonica . Gonzalez & M. Rugolo  Argentina, PNLA 2019 GM19030 (HCFC 5587)
R. patagonica . Gonzélez & M. Rugolo  Argentina, PNLA 2019 GM19032 (HCFC 5588)
R. patagonica . Gonzélez & M. Rugolo  Arg, PNNH 2019 GM19042 (HCFC 5589)
R.patagonica . Gonzélez & M. Rugolo  Argentina, PNLA 2019 GM19064 (HCFC 5590)
R. patagonica . Gonzélez Argentina, PNL 2019 GM19087 (HCFC 5591)
R. patagonica . Gonzélez Argentina, PNL 2019 GM19084 (HCFC 5592)
R. patagonica . Gonzélez Argentina, PNL 2019 GM19095 (HCFC 5593)
R. patagonica . Gonzalez Argentina, PNL 2019 GM19085 (HCFC 5594)
R. patagonica . Gonzalez Argentina, PNL 2019 GM19088 (HCFC 5595)
R. patagonica . Gonzalez Argentina, PNL 2019 GM19102 (HCFC 5596)
R. patagonica . Gonzalez Argentina, PNL 2019 GM19103 (HCFC 5597)
R. patagonica . Gonzalez Argentina, PNL 2019 GM19104 (HCFC 5598)
R. patagonica . Gonzélez Argentina, PNL 2019 GM19106 (HCFC 5599)
R. patagonica . Toledo Chile 2013 403 (HCFC 5600)

R. patagonica . Rajchenberg Chile, Collao 2019 12659 (HCFC 5601)

R. patagonica . Rajchenberg Chile, Collao 2019 12645 (HCFC 5602)

R. patagonica . Rajchenberg Chile, Collao 2019 12647 (HCFC 5603)
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R. patagonica

R.patagonica

(co-type)

R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. flavinedulis
R. dendrophora
R. dendrophora
R. botrytis

R. botrytis

R. botrytis

R. botrytis

R. botrytis

R. botrytis

R. botrytis

G.

Gonzalez

Spegazzini

G.

M.

G.

. Gonzéalez & M. Rugolo
. Gonzalez

. Gonzalez

. Gonzalez

. Gonzalez

. Gonzalez

. Rajchenberg

. Gonzalez

. Gonzalez

. Gonzalez

Gonzalez
Rugolo

Gonzalez

. Gonzalez & M. Rugolo
. Gonzalez & M. Rugolo
. Gonzélez & M. Rugolo
. Gonzélez & M. Rugolo
. Gonzalez
. Gonzalez

. Rajchenberg

Arg, PNNH

Argentina, Ush

Arg, PNNH
Argentina, PNL
Argentina, PNL
Argentina, PNL
Argentina, PNL
Argentina, PNL
Chile, Collao
Arg, PNNH
Arg, PNNH
Argentina, TDF

Argentina, TDF

Argentina, PNLP

Argentina, PNL

Argentina, PNLA

Argentina, PNLA

Arg, PNNH
Arg, PNNH
Arg, PNNH
Arg, PNNH

Chile, Collao

2019

1951

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2020

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

2019

GM19129 (HCFC 5605)

LPS 2235

GM19035 (HCFC 5604)
GM19111 (HCFC 5606)
GM19112 (HCFC 5607)
GM19113 (HCFC 5608)
GM19114 (HCFC 5609)
GM19117 (HCFC 5610)
12649 (HCFC 5611)
GM19125 (HCFC 5612)
GM19126 (HCFC 5613)
1U (HCFC 5614)

3U (HCFC 5615
GG20020 (HCFC 5616)
GM19094 (HCFC 5617)
GM19013 (HCFC 5618)
GM19020 (HCFC 5619)
GM19044 (HCFC 5620)
GM19046 (HCFC 5621)
GM19124 (HCFC 5622)
GM19127 (HCFC 5623)

12646 (HCFC 5624)
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R. inedulis G. Gonzélez & M. Rugolo  Arg, PNNH 2019 GM19047 (HCFC 5625)

R. inedulis M. Rajchenberg Chile, Collao 2019 12648 (HCFC 5626)

R. inedulis Singer Arg, PNNH 1969 BAFC 50087

R. paraconcolor G. Gonzalez Argentina, PNL 2019 GM19082 (HCFC 5627)
R. paraconcolor G. Gonzalez Argentina, PNLA 2022 GG22001 (HCFC 5628)
R. paraconcolor G. Gonzalez Argentina, PNLA 2022 GG22002 (HCFC 5629)

PNL: Parque Nacional Lanin; PNNH: Parque Nacional Nahuel Huapi; PNLP: Parque Nacional Lago P
Los Alerces National Park.

Extraccion de ADN, condiciones de PCR y secuenciacion
La extraccion de ADN se realizé siguiendo un protocolo de extraccion de CTAB

(bromuro de cetiltrimetilamonio) de Doyle (1991). Los pellets de ADN se secaron
al aire y se resuspendieron en 70 yL de agua ultrapura. La integridad del ADN
se examiné en geles de agarosa al 0,8%. Se analizaron dos regiones genéticas:
los pares de cebadores LROR-LR7 (Vilgalys y Hester, 1990) e ITS1-ITS4 (Gardes
y Bruns, 1993) se utilizaron para amplificar la region parcial del rDNA 28S y la
region completa ITS, respectivamente. Para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) la amplificacién de ambas regiones incluyeron 12,5 uL de
MasterMix (Promega, Madison, Wisconsin), 0,5 uL de cada cebador (10 uM) y 1
pL de ADN molde, completando el volumen con agua destilada esterilizada. El
volumen final de la reaccion fue de 25 pL. La PCR se llevé a cabo en un
termociclador (MyCycler™ BioRad) siguiendo los métodos de Dutta et al. (2015)
para la region ITS que consiste en: un paso de desnaturalizacion inicial de 94°C
(4 min); luego una repeticion de 35 ciclos que incluyeron un paso de
desnaturalizacién de 94 °C (1 min), 56 °C (1 min) y un paso de elongacion a 72
°C (1 min); y por ultimo, un paso final de elongacién a 72 °C (7 min). En el caso
de la region LSU se siguid6 el protocolo de ciclado propuesto por Humpert et al.
(2001) que consiste en: un paso de desnaturalizacion inicial de 94 °C (1 min),
luego una repeticion de 34 ciclos que incluyeron un paso de desnaturalizacion
de 94 °C (1 min), 45 °C (1 min) y un paso de elongacion a 72 °C (1 min) y por

ultimo, un paso final de elongacién a 72 °C (5 min).
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Para verificar la concentracion de los productos de PCR, se utilizd una placa
Multiskan™ SkyHigh puDrop (Thermo Fisher Scientific, EE. UU). Los productos
de PCR fueron purificados y secuenciados por Macrogen Corporation (Seul,
Corea). Los datos de secuencia generados en este estudio fueron editados
manualmente con MEGA X (Kumar et al. 2018), y se obtuvieron secuencias
adicionales de GenBank. Todas las secuencias analizadas en este estudio se

depositaron en GenBank (Tabla 5).

Table 5 - Especimenes de Gomphales utilizados en los analisis filogenéticos, que incluyen niumeros
de voucher del herbario, pais de origen y numeros de acceso al GenBank del Centro Nacional de
Informacién Biotecnoldgica (NCBI).

N° acceso GENBANK

Especie voucher Origen ITS LSU ITS+LSU
Clavariadelphus EU526000
OSC 1064138 USA - -
mucronatus
Clavariadelphus KT874979
AR09762 Mexico - -
pistillaris
Gallacea eburnea PDD:95772 New Zealand HQ533040
Ganoderma -
, C45 China KX371982 -
resinaceum
Gautieria caudata 0SC41323S USA AF377057 - -
Gautieria graveolens 16988 Italy - - JF908017
Gautieria parksiana SNF236USA USA AF377059 - -
Gloeocantharellus KU884895
FLOR 47977 Brazil - -
aculeatus
Gloeocantharellus
CGE_16041 Solomon Islands - - KU884899
echinosporus
MA-Fungi -
Gomphus clavatus Spain AJ292292 -
48085
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Gomphus ludovicianus

Hysterangium setchellii

Kavinia alboviridis

Kavinia himantia

Lactarius sp.

Lentaria byssiseda
Lentaria micheneri

Phaeoclavulina

argentea

Ramaria abetonensis
Ramaria abietina
Ramaria
acrisiccescens
Ramaria admiratia
Ramaria amyloidea

Ramaria apiculata

Ramaria apiculata var.

brunnea
Ramaria araiospora

Ramaria aurea

Ramaria aurea

TFB14476

29.3

CFMR:DLL2011

-131

CFMR:DLL2011

-079

PDD:113066

TENNG61159

RRD6 (TENN)

AGK_042

MCVE:28638

MA-Fungi
48119

0SC87692

TENN_691

0OSC_67046

17678

CBS_148.74

0OSC 108707

AGK_025

MA-Fungi
48120

USA

USA

USA

USA

New Zealand

USA

USA

USA

Italy

Spain

USA

USA
USA

Italy

USA

Germany

USA

Germany

KJ140634

KJ140598

NR155721

AJ408383

AY102858

NR137862

KP658114

MK801295

MH860839

AJ408387

KJ655570

DQ365634

MW68386
4

FJ596788

MF773634

JQ408234

EU846298

JQ408226
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Ramaria boreimaxima

Ramaria botrytis T

Ramaria botrytis

Ramaria botrytis
Ramaria botrytis
Ramaria botrytis
Ramaria botrytis

Ramaria botrytis f.

musicolor T

Ramaria botrytis var.
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Analisis filogenéticos
Se infirié una filogenia molecular a partir del conjunto de datos combinados de

ITS y LSU. Los conjuntos de datos de secuencias ITS y 28S fueron alineados

por separado con MAFFT (Katoh y Standley 2013) y se inspeccionaron
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visualmente y ajustaron manualmente con MEGAX. La seleccidén de secuencias
se baso6 en Humpert et al. (2001), Giachini et al. (2010), Das et al. (2016), Martin
et al. (2020) y los mejores resultados de NCBI BLAST. Se seleccionaron
miembros de Russulales (Lactarius sp. MW6838641) y Ganodermataceae
(Ganoderma resinaceum KX3719821) que claramente permanecen fuera del
clado de Gomphales/Phallales (Hosaka et al. 2006) como grupo externo. Los
modelos evolutivos para ambas particiones se estimaron de forma independiente
utilizando el criterio de informacion de Akaike (AIC; Akaike 1974) implementado
en jModelTest (Darriba et al. 2012; http:// darwin. uvigo. es). Se seleccionaron
los modelos General Time Reverse (GTR) con variacion de tasas distribuida
gamma entre sitios (GTR + G) y una proporcion de sitios invariables (GTR + G +
I) para ITS y 28S, respectivamente. El conjunto de datos concatenado se dividio
por region génica y se analizé con el método de maxima verosimilitud (ML) e
inferencia bayesiana (BI). Se ejecuté ML a través de RAxML 8.2.10 (Stamatakis
2014) con 1000 iteraciones de bootstrap y un modelo GTRGAMMA bajo los
parametros predeterminados (Stamatakis 2014). Los analisis de Bl se realizaron
utilizando MrBayes 3.2.7a (Ronquist et al. 2012) con cuatro cadenas y arboles
muestreados cada 100 generaciones. El soporte de las ramas se evalud
utilizando probabilidades a posteriori calculadas a partir del conjunto posterior de
arboles después de alcanzar la estacionariedad. Ademas, se construyeron dos
conjuntos de datos distintos: uno de ITS (para R. boftrytis) y otro de LSU (para R.
stricta—R. paraconcolor). El mejor modelo de evolucién de nucledtidos para los
conjuntos de datos se seleccion6 utilizando AIC como se implementa en
jModelTest. Se seleccionaron modelos GTR + G para ITSy GTR + G + | para
28S. Los analisis filogenéticos se realizaron de la misma manera que para el otro
conjunto de datos. Las alineaciones se enviaron a TreeBASE (https:// treeb ase.
org) (ID del estudio 30289).

Resultados

Filogenia molecular
El analisis filogenético de Ramaria s.I. de la Patagonia se presenta en la Figura

20. Los conjuntos combinados de ITS y LSU incluyeron 97 secuencias y
comprendieron 1028 caracteres, incluyendo gaps, de los cuales 183 caracteres
fueron constantes. La desviacion estandar promedio de las frecuencias divididas
en el Bl fue 0.015439. El conjunto de datos ITS incluy6 42 secuencias, lo que
resultdé en una alineacién con 665 caracteres, incluyendo huecos, de los cuales
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339 fueron constantes. El conjunto de datos LSU incluyé 29 secuencias, 1o que
resultd en una alineacion con 285 caracteres, incluyendo gaps, de los cuales 214
fueron constantes. Tanto los analisis de Bl como ML arrojaron la misma topologia
de arbol. Por lo tanto, solo se muestra el arbol bayesiano con valores BPP (=
0.95) y MLB = 65%. En el arbol filogenético obtenido se observan seis especies
presentes en la Patagonia Argentina, agrupadas dentro de los subgéneros
Ramaria, Laeticolora y Lentoramaria. Ramaria patagonica y R. inedulis se
secuenciaron por primera vez, mientras que se agregaron nuevas colecciones
de R. botrytis y R. paraconcolor. Las especies patagonicas de R. boftrytis
comprendieron un nuevo clado con un muy buen soporte (BPP: 1.00 MLB:
100%). Las inferencias filogenéticas del conjunto de datos ITS (Fig. 21)
recuperaron topologias similares a partir del conjunto de datos combinado.
Ramaria botrytis muestra una subestructura distintiva dentro del clado. Las
colecciones de América del Sur, América del Norte y Europa identificadas como
R. botrytis se agrupan en diferentes subclados con un fuerte soporte estadistico
dentro del subgénero Ramaria. Ademas, esta especie formé un grupo bien
respaldado con el gasteroide Gautieria (no ramarioide) (BPP: 1 MLB: 96%). El
arbol concatenado (Fig. 20) muestra que R. patagonica forma un linaje
monofilético con un soporte significativo (BPP: 1.00 MLB: 100%). El analisis
filogenético confirmé la posicidon de la nueva especie propuesta R. dendrophora
dentro de R. subgen. Laeticolora (BPP: 1.00 MLB: 100%) con especies de
Europa y EE. UU. como R. aurea (Schaeff.) Quél. R. largentii Marr y D.E. Stuntz
y R. admiratia R.H. Petersen. Ramaria inedulis y R. flavinedulis, la otra nueva
especie propuesta, constituyen una nueva linea representada completamente
por colecciones patagodnicas también dentro del subg. Laeticolora (BPP: 0.99
MLB: 94%). Las colecciones patagdnicas de R. paraconcolor se agrupan dentro
de subg. Lentoramaria (A). El analisis del conjunto de datos de LSU (Fig. 22)
mostroé que el clado de R. paraconcolor estaba respaldado significativamente e
incluye especimenes identificados como R. stricta y R. aff. gracilis y otros

especimenes, todos del hemisferio norte.
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Fig. 20 - Posicidon
filogenética de las
colecciones

patagonicas de
Ramaria sensu lato

basadas en conjuntos
de datos combinados
de ITS y 288S, utilizando
analisis de maxima
verosimilitud (ML) vy
analisis bayesianos. No
se muestran los valores
de bootstrap inferiores
al 65% y los valores de
probabilidad posterior
inferiores a 0.95.
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Fig. 21 - Posicion filogenética de las colecciones patagonicas de Ramatria
botrytis basada en ITS, utilizando analisis de maxima verosimilitud (ML) y
analisis bayesianos. No se muestran valores de bootstrap inferiores al 65% y
valores de probabilidad posterior inferiores a 0,95.
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Fig. 22 - Posicion filogenética de las colecciones patagonicas de Ramaria
paraconcolor basada en LSU, utilizando analisis de maxima verosimilitud (ML)
y analisis bayesianos. No se muestran los valores de bootstrap inferiores al
65% y valores de probabilidad posterior inferiores a 0,95.

Taxonomia
Ramaria dendrophora G.C. Gonzalez, Barroetavena & Pildain, sp. nov. Fig. 23.

MycoBank no.: 846327
GenBank no.: rDNA ITS: OP177716 LSU: OP177880.

Etimologia: dendrophora en referencia a su apariencia de un arbol.
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Diagnostico: Este taxdon se caracteriza morfolégicamente por basidiomas de
color amarillo palido a rosa palido con 8-10 cm de alto x 7-10 cm de ancho en el
punto mas ancho. Basidiosporas (10-)11-12(-13) x (4-)4,8-5 um,
ornamentadas con verrugas conspicuas e irregulares. El himenio del contexto se

vuelve inmediatamente verde con sulfato ferroso.

Holotipo: Argentina, Chubut, Lago Puelo, Rio Azul, -42.10298—71.80094, alt 230
m, en el suelo en el bosque de Nothofagus dombeyi con Diostea juncea y
presencia de Pinus spp. exoéticos. Mayo de 2020, leg. M. Rugolo GM20020
(HCFC 5616).

Otros especimenes estudiados: Argentina, Neuquén, Parque Nacional Lanin,
Lago Queni -40.145763 -71.617588, 15.5.2019. leg. G. Gonzalez GM19094
(HCFC 5617).

Descripcidn: Basidiomas solitarios a gregarios, con 8—-10 cm de alto x 7-10 cm
de ancho en el punto mas ancho, ramificados repetidamente dicotomicamente
en 5-6 hileras, amarillo pastel cuando son jovenes, volviéendose mas claros con
la madurez; apices agudos a subagudos, amarillos cuando son jévenes,
volviéndose amarillo palido o rosa palido después de magulladuras o en la
madurez. Estipite = 2(—3) cm de alto, compuesto a fasciculado en grupos de 2—
5, emergiendo de una base comun. Contexto opaco, que se vuelve ligeramente
verdoso con FeSO4, IKI-. Sistema de hifas monomitico, hifas generativas
simples septadas, ramificadas, paredes lisas e hialinas; pié basal con hifas de la
trama de 5-7 ym de ancho e infladas hasta 10 ym, ramificadas, de pared
delgada, compacta y paralelamente dispuestas, hialinas; hifas de la trama de las
ramas de 2.5-6 ym de ancho; hifas gloeopleuricas presentes, de hasta 8 um de
ancho, entrelazadas de forma compacta, de pared delgada, hialinas,
profundamente tenidas con floxina. Himenio a lo largo de todo el basidioma.
Sabor suave, olor a hongo. Basidios 34—65(—70) x 8-11 ym, clavados, simples
septados, ligeramente granulosos en contenido, tetraesporados; esterigmas 5—
7 um de largo. Basidiosporas 30-60 x 7-10 uym, clavadas alargadas, lisas,
hialinas, contenido homogéneo. Esporas basidiales elipsoides, (10-)11-12(-13)

X (4-)4.8-5 pym, densamente verrugadas, con 1-varias gutulas.
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Ecologia: Creciendo bajo Nothofagus dombeyi, Austrocedrus chilensis, y bosque
mixto con Diostea juncea o cerca de Pinus sp. introducido, ocurre durante la

temporada de lluvias durante el otofio (abril a junio).

Fig. 23 - Ramaria dendrophora sp. nov., caracteristicas morfolégicas (Holotipo
HCFC 5617). Ay B: basidioma; C: basidiosporas; D: basidio. Barra de escala:
A=1cm,B=2cm,C-D =10 uym.

Ramaria flavinedulis G.C. Gonzalez, Barroetavefa & Pildain, sp. nov. Fig. 24.
MycoBank no.: 846326
GenBank no.: rDNA ITS: OP177720 LSU: OP177885.

Etimologia: flavinedulis, en referencia a su color amarillo (flavi = amarillo en latin)

y su similitud morfoldgica y proximidad filogenética con Ramaria inedulis.
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Diagndstico: Esta especie produce basidiomas de color amarillo brillante con un
estipe compuesto, retorcido y fusionado, tanto el estipe como el himenio
reaccionan positivamente con sulfato ferroso. Apices concoloros con las ramas
o0 mas brillantes de color amarillo ("maiz" o "girasol"). Basidios septados simples.
Esporas basidiales elipsoides a cilindricas (10-)11-12(-15) x (4—)4.8-5(—6) um,

verrucosas.

Holotipo: ARGENTINA. Rio Negro, Parque Nacional Nahuel Huapi, Puerto Blest,
-41.030435 -71.804487, alt 810 m, en el suelo en el bosque de Nothofagus
dombeyi con Chusquea culeou y Ribes magellanicum, mayo de 2019, GM19035
(HCFC 5604).

Otros especimenes estudiados: Argentina, Ushuaia, -54.715102 -68.016357
15.6.2019. leg. G. Gonzalez, GM1 U (HCFC 5614); ibid. -54.7242 -68.0169
15.6.2019. leg. G. Gonzalez GM3 U (HCFC 5615). Chile, Bio Bio, Concepcion,
mercado El Collao, 5.2019 leg. M. Rajchenberg 12649 (HCFC 5611).

Descripcién: Basidiomas solitarios o gregarios, de hasta 7 cm de alto, cerosos,
ramificados repetidamente, dicotomicos, coraloides. Estipite = 3(—4) cm de alto,
compuesto a fasciculado en grupos de 2-5; a veces tortuoso, con la apariencia
de varios estipites fuertemente soldados. Ramas en 3—4 hileras, de color amarillo
pastel a brillante cuando son jévenes, volviéndose palidas con la madurez;
apices redondeados a agudos, concoloros con las ramas o mas brillantes ("maiz"
o "girasol") amarillo. Contexto opaco, que se vuelve verdoso con FeSO4.
Sistema de hifas monomitico, hifas generativas simples septadas, ramificadas,
lisas, hialinas; hifas de la trama del tallo basal de 4—6 um de ancho, ramificadas,
de pared delgada, dispuestas de manera paralela y compacta, hialinas; hifas
gloeopleurales dispersas en el subhimenio de hasta 5 ym de ancho; hifas de la
trama de las ramas de 7-10 um de ancho, completamente entrelazadas. Sistema
gloeoplérico representado por hifas cortas con hinchazones ocasionales de
hasta 11 um de diametro, de pared delgada, hialinas. Himenio anfigeno a lo largo
de todo el basidioma. Basidios 55-65(-70) x 10-14 um, clavados, simples
septados, multigutulados, tetraesporados; esterigmas 7-10 pm de largo.
Basidiolos 30-50 x 8-10 ym, alargadas clavadas, lisas, hialinas. Basidiosporas
elipsoides a cilindricas, (10-)11-12(-15) x (4-)4,8-5(-6) um, ciandfilas, con

ornamentacion densamente verrugosa.
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Ecologia: Crece bajo Nothofagus dombeyi, N. pumilio, N. antarctica (G. Forst.)
Oerst., Lophozonia obliqua y L. alpina en bosques subalpinos. Fructifica durante

la temporada de lluvias durante el otofio (abril a junio).
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Fig. 24 - Ramaria flavinedulis sp. nov., caracteristicas morfologicas (Holotipo

HCFC 5604). A—C: basidioma; D: basidiosporas; E: sistema de gloeropleuras;

F: basidio. Barras de escala:a=1cm,b=2cm,c=1cm,d=12um, e = 20
pm, f =15 ym.
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Ramaria botrytis (Pers.) Ricken, Vademecum fir Pilzfreunde: 253 (1918). Figs.
25y 27, Tabla 6.

Descripciones: Exeter et al. 2006.

Especimenes estudiados: Argentina, Chubut, Parque Nacional Los Alerces, -
42.671467 -71.696326 16.4.2019 leg. G. Gonzalez GM19013 (HCFC 5618); ibid.
-42.671284 -71.696159 16.4.2019 leg. G. Gonzalez GM19020 (HCFC 5619);
ibid. GM19044 (HCFC 5620) leg. G. Gonzalez. Rio Negro, Parque Nacional
Nahuel Huapi, Puerto Blest, -41.014611 -71.820895 19.4.2019 leg. G. Gonzalez
GM19046 (HCFC 5621); ibid. -41.566491 -71.772655 GM19124 (HCFC 5622);
ibid. -41.56608 -71.77379 GM19127 (HCFC 5623).

Ecologia: Ramaria botrytis es comunmente conocida como el "coliflor rosa". Se
ha registrado en Europa, Asia y América. Los especimenes de la Patagonia
fueron recolectados en stands dominados por Nothofagus dombeyi (Mirb.)

Oerst., Chusquea culeou E. Desv. y Aristotelia chilensis (Molina) Stuntz.

Breve descripcion de los especimenes patagonicos: Este taxon presenta
basidiomas robustos de (12—-)10-9(10) cm de altura x (10)8—7(6) cm de ancho.
El estipite es opaco, blanco a rosado blanco con una base masiva y el contexto
es blanco, ambos carnosos, fibrosos a firmes cuando estan frescos.
Ramificaciones en 4-5 hileras, las ramas primarias son de color carne palido y
las ramas terminales presentan un "tinte rosa" a rojo palido, compactas y con
forma de coliflor; apices redondeados con un color mas intenso que las ramas
(blanco rojizo a magenta) y concoloros en la madurez. Las basidiosporas son
elipticas, apiculadas, gutuladas, de (10)12—-14(15) x (4)5-5.5(6) um, fuertemente
cianofilicas, de pared delgada, con ornamentacidén verrugosa alineada para
formar surcos longitudinales. Los basidios miden de 20 a 30 x 4 a 10 um,
fibulados, claviformes, tetrasporadas, con esterigmas de 8 a 10 um de longitud.
El himenio contextual se torna inmediatamente verde con sulfato férrico. Sabor

dulce y olor fungico suave.

Observaciones: No se encontraron diferencias reconocibles de las descripciones
de especimenes de otras regiones. Los resultados de nuestro estudio son
consistentes con estudios previos que demostraron que Gautieria esta
estrechamente relacionada con Ramaria subg. Ramaria. Gautieria es un género

secuestrado en Gomphales y se considera coraloide/ramaroide con placas
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tramales que crecen hacia afuera desde una base central estéril, dando como
resultado la formacion de I6culos. Ademas, las especies de Gautieria y Ramaria
sub. Ramaria tienen esporas con crestas similares. Dada esta evidencia, serian
apropiados analisis moleculares y taxondmicos mas profundos de ambos
geéneros para una mejor definicion de la relacion entre Ramaria subg. Ramaria 'y
Gautieria. Se informa que Ramaria botrytis crece principalmente en bosques
montanos de coniferas; sin embargo, colecciones patagdnicas se encontraron

asociadas con bosques de Nothofagus.

Ramaria inedulis Singer, Beihefte zur Nova Hedwigia 29: 384 (1969). Figs. 25
y 27, Tabla 6.

Descripcién: Singer (1969) Ejemplares estudiados: Argentina, Rio Negro, Parque
Nacional Nahuel Huapi, Puerto Blest, -41.014493 -71.820832 19.4.2019 leg. G.
Gonzalez GM19046 (HCFC 56625). Chile, Bio Bio, Concepcién, mercado El
Collao, 5.2019 leg. M. Rajchenberg 12649 (HCFC 56626). Argentina, Rio Negro,
Parque Nacional Nahuel Huapi, Laguna Frias, 21.03.1993 leg. R. Singer 3106
BAFC.

Ecologia: Esta es una especie rara; el material tipo proviene de Rio Negro,
Argentina. Los especimenes recolectados en este estudio se encontraron
creciendo en el suelo en un ambiente humedo dentro de una matriz forestal
adulta dominada por N. dombeyi (coihue) ademas de Saxegothaea conspicua
Lindl. (manio), Weinmannia trichosperma Cav. (tineo), Raukaua laetevirens

(Gay) Frodin (arrayan del diablo) y Chusquea culeou.

Breve descripcion de los especimenes patagonicos: Basidioma coraloide y
alargado, gris o morado en la madurez y gris claro cuando es joven, volviéndose
blanco hacia la base del pie; puntas largas y finas con ramificacién dicotdmica y
tricotomica. Estipite liso y radiante hacia la base. Basidiosporas cilindricas a
elipsoidales, 11-12.2(15) x 4.9-5(6) ym, ornamentadas con verrugas. Basidios
simple septados. La reaccion del contexto del pié y el himenio con FeSO4 es

negativa. Sabor suave y olor no caracteristico.

Observaciones: Las esporas medidas en este estudio son mas grandes que en
la descripcién original de la especie: 11-13 (13.5) x (3.8)—4.5-5.5 ym (Singer

1969), verificado después de estudiar el material tipo en LPS.
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Fig. 25 - Basidiomas de las especies de Ramaria de Patagonia. Ay B: R.
paraconcolor (HCFC 5627- HCFC 5628) ; Cy F: R. botrytis (HCFC 5619 -
HCFC 5620); Dy E: R. patagonica (HCFC 5590); G: R. inedulis (HCFC 5616).
Barra de escala: A~-C=1cm,D-F=2cm, G =1.
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Ramaria patagonica (Speg.) Corner. Figs. 25y 27, Tabla 6.
Descripciones: Spegazzini (1887); Corner (1957). Singer 1969

Ejemplares estudiados: Argentina, Chubut, Parque Nacional Los Alerces, -
42.671467 -71.696326 16.4.2019 leg. G. Gonzalez GM19016 (HCFC 5584); ibid.
-42.668245 -71.693692 leg. G. Gonzalez 16.4.2019 GM19017 (HCFC 5585);
ibid. -42.661578 -71.696027 leg. G. Gonzalez 16.4.2019 GM19026 (HCFC
5586); ibid. -42.8976561 — 71.725332 leg. G. Gonzalez; ibid. -42.897661 -
71.725332 leg. G. Gonzalez 16.4.2019 GM19064 (HCFC 5586). Rio Negro,
Parque Nacional Nahuel Huapi, Puerto Blest, -41.029108 -71.810438 19.4.2019
leg. G. Gonzalez GM19030 (HCFC 5587); ibid. -41.030832 -71.809927 leg. G.
Gonzalez 16.4.2019 GM19032 (HCFC 5588); ibid. -41.564123 -71.776667 leg.
G. Gonzalez 11.6.2019 GM19129 (HCFC 5605). Neuquén, Parque Nacional
Lanin, Lago Queni, -40.14673 -71.719567 leg. G. Gonzalez 16.5.2019 GM19084
(HCFC 5592); ibid. -40.13613 -71.707702 16.5.2019 leg. G. Gonzalez GM19087
(HCFC 5591); ibid. -40.144993 -71.618112 16.5.2019 leg. G. Gonzalez
GM19095 (HCFC 5593); ibid. -40.145051 -71.618210 16.5.2019 leg. G.
Gonzalez GM19088 (HCFC 5595); ibid. -39.370488 -71.234857 18.5.2019 leg.
G. Gonzalez GM19102 (HCFC 5596); ibid. -39.377074 -71.234413 18.5.2019
leg. G. Gonzalez GM19103 (HCFC 5597); ibid. -39.377075 -71.234413
18.5.2019 leg. G. Gonzalez GM19104 (HCFC 5598); ibid. -39.370795 -
71.234415 18.5.2019 leg. G. Gonzalez GM19106 (HCFC 5599). Tierra del
Fuego, Ushuaia, 5.1882 leg. Spegazzini (LPS19262). Chile, Bio Bio,
Concepcion, mercado El Collao, 5.2019 leg. M. Rajchenberg 12659 (HCFC
5601).

Ecologia: Fructifica en otofio (abril a junio), en suelos humedos, gregaria y
raramente solitaria, cerca de especies forestales nativas como Nothofagus
dombeyi, N. pumilio, N. antarctica, Lophozonia alpina y L. obliqua, mezclada con
Chusquea culeou, Ribes magellanicum y Raukaua laetevirens. En la descripcion

original, Spegazzini registra a Senecio spp. como la vegetacion preponderante.

Breve descripcion de los especimenes patagénicos: Morfologicamente se
distingue por un basidioma coraloide, robusto/masivo, de 8.5-12 cm de alto x 5—
9 cm de ancho, suave a amarillo palido, con 3 a 4 estratos ramificados; estipite

de 4-8 cm de alto, liso, radiante y ramificado, unificado hacia la base,
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densamente ramificado hacia el apice. Apices redondeados, cuspidados,
ligeramente inflados, concolores, con una punta tricotoma (o 4-5 6toma).
Contexto blanco, sdlido, no gelatinoso. Basidioasporas elipsoidales a cilindricas,
(9)10-12(13) x 4-5 um, ciandfilicas, apiculadas, ornamentadas con verrugas

dispuestas irregularmente.

Observaciones: Las basidiosporas medidas en este estudio son mas grandes
que las de la descripcion original de la especie: 4—8 x 4-5 ym (Spegazzini 1921),
verificado después de estudiar el material tipo en LPS. Segun Singer (1969), las
basidiosporas (7.7-9 x 3.3-5 uym) presentan una ornamentacion espinulosa,
pero en las colecciones analizadas en este estudio, la ornamentacién es
claramente verrugosa (Fig. 27). Sin embargo, esta divergencia podria deberse a
que no recolectamos materiales de la Provincia de Tierra del Fuego (donde fue
descrita esta especie). Aunque se revisaron pequefos fragmentos de la
coleccion tipo (Fig. 26) que permitieron obtener las medidas de las esporas, el
escaso material disponible dificultd la posibilidad de extraer ADN, por lo que no
fue posible realizar una comparacion molecular. La breve descripcion aqui

proporcionada es una revisién conceptual de esta especie.

Fig. 26 - Notas sobre la coleccion numero 19262 correspondiente al material
tipo de Ramaria patagonica (Speg.) Corner revisado en las instalaciones del
Instituto Spegazzini.
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Ramaria paraconcolor Franchi & M. Marchetti Fig. 25, Tabla 6.

Descripciones: Martin et al. (2020).

Ejemplares estudiados: Argentina, Neuquén, Parque Nacional Lanin, Lago
Quefi, -40.134847 -71.70817 leg. G. Gonzalez 16.5.2019 GM19082 (HCFC
5627). Chubut, Parque Nacional Los Alerces, -42.771216 -71.730788; ibid. -
42.661578 -71.696027 leg. G. Gonzalez 16.4.2019 GM22001 (HCFC 5628); ibid.
-42.661578 -71.696027 leg. G. Gonzalez 16.4.2019 GM22002 (HCFC 5629).

Ecologia: Esta especie tiene un habito lignicola y fue descrita en lItalia. Las
colecciones patagonicas provienen de bosques nativos compuestos
principalmente por Nothofagus spp. o Lophozonia spp., Lomatia hirsuta y
Chusquea culeou, fructificando gregariamente en madera en un estado

avanzado de descomposicidn, enterrada bajo tierra cerca de la superficie.

Breve descripcion de los especimenes patagoénicos: Basidioma pequefio, de
hasta 8 cm de longitud y 4 cm de grosor, de color amarillo palido a marrén canela;
presenta ramas finas, con algun tono de canela en la parte inferior y que se
vuelven amarillentas hacia las puntas, y apices largos, finos y dicotomicos.
Basidiosporas verrugosas (8)-9.6—10 x (—4)4.4-5 uym. Contexto opaco, que se

vuelve inmediatamente verdoso con FeSO4. Sabor amargo y olor no distintivo.

Observaciones: Dentro del subgénero Lentoramaria, especies similares con
crecimiento lefioso son: R. stricta, R. concolor (Corner) R.H. Petersen, R. rubella
(Schaeff.) R.H. Petersen, R. gracilis y R. gracilioides. R. paraconcolor tiene

esporas con un Q promedio de 2, mas alto que el de las otras especies.
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Fig. 27 - Fotografias de microscopio electrénico de barrido (SEM) de
basidiosporas de Ramaria. A: R. botrytis; B: R. inedulis; C: R. patagonica; D: R.
dendrophora; E: R. flavinedulis. Barras de escala: a=2 ym, b =3 ym, c = 1
pm;dye=2pum.
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Tabla 6 - Resumen de caracteristicas macro y microscopicas de especies patagonicas de Ramatria.

Taxon Apariencia Apices Reaccion FeSO4 Fibulas Tamafo de basidiosporas Forma/ornamentacioén de las basidiospor
Ramarioide, robusto/masivo, +++ si (10)12-14(15)%(4)5-5.5(6) Elipticas, estriadas
R. botrytis ramificado, coliflor, rosado. Redondeada,roja
a magenta
R. patagonica Ramaroide, robusto/masivo, Redondeada, ++ si (9)10-12(13)x4-5 Elipsoidales a cilindricas, verrugosas
muy ramificado, amarillo cuspidada,
palido concoloro,
tricotébmico o mas
puntas
R. dendrophora Ramaroide, ramificado, Gruesa, corta 'y - no (10)11.3—12x%(4)4.3-5 Elipsoidales a cilindricas. densamente
amarillo cuando jéven, luego redondeada, verrugosas
rosa palido concolora,
tricotdmica o mas
ramificada
R. flavinedulis Ramaroide, oblonga, estipite Delgado, + no (10)12.5(15)%4-4.8(5) Elipsoidales, arrugadas
fusionado compuesto, dicotémica,
amarillo brillante concoloro o con
ramas mas
brillantes
R. inedulis Oblongo, gris/ violaceo Alargado, - no 11-12.2(15)x4.95-5(6) Cilindricas a elipsoidales, verrugosas
delgado,
concoloro,
dicotomico o
tricotdbmico
Ramaroide, oblongo, Delgado, +++ si (8-)9.6-10 x (4—) 4.4-5 Elipsoidales, verrugosas
R. paraconcolor amariilo palido a marron concoloro,
canela dicotomico
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Discusion

Este estudio proporciona una primera estimacion de la diversidad filogenética de
Ramaria en el sur de América del Sur. La distincidén clara de las especies de
Ramaria de la Patagonia es de gran relevancia, dada la abundancia de estos
hongos, su papel en la ecologia de los bosques de Nothofagaceae y la
comestibilidad de algunas de ellas. Se revisaron 48 colecciones, se estudiaron
seis especies de Ramaria s. I., incluyendo la descripcion de dos nuevas
especies. Este estudio respalda investigaciones anteriores (Humpert 2001,
Giachini 2004, Giachini et al. 2010) que indican que Ramaria en un sentido
amplio es un taxén parafilético. Ademas, el analisis filogenético indicé que R.

subg. Laeticolora y R. subg. Lentoramaria son parafiléticos.

Detectamos tres especies de Ramaria ya descritas de Argentina en la zona
estudiada en el lado este de los Andes Patagodnicos: R. patagonica, R. aurantiaca
y R. inedulis (Spegazzini 1887, Corner 1957; Singer 1969). En cuanto a R.
patagonica, la descripcidn original reportdé esporas mas pequefias (Spegazzini
1921) que este estudio, verificado al revisar el material tipo en LPS. Nuestros
resultados indicaron que esta especie endémica es una de las mas frecuentes
(23 colecciones), abundantes y conspicuas de Ramaria s. I. en los bosques de
Nothofagaceae de Argentina, ampliamente distribuida en diferentes sitios
forestales asociados con varias especies de Nothofagaceae (Toledo et al. 2014;
Barroetavefa et al. 2019; Barroetavefa & Toledo 2020). Esta especie no solo se
considera un hongo comestible de alta calidad nutricional (Barroetavena &
Toledo 2020), sino que también es conocida por su actividad antioxidante y alto
contenido de compuestos fendlicos (Toledo et al. 2016, Rugolo et al. 2022).
Nuestros resultados también revelan la posicidn filogenética de esta especie,
que formé una entidad taxondmica definida e independiente dentro de los
Gomphales. Basandonos en estos resultados, podria tratarse de otro género,

aunque esta confirmacion requiere el analisis de otros genes.

Ramaria inedulis se distingue morfolégicamente por sus ramas de color gris a
morado con apices finos y brillantes. Esta especie solo se encontré en suelos
con alta humedad, y nuestros hallazgos coinciden con su distribucion en el

Bosque Valdiviano. Aunque se describié como no comestible (Singer 1969),
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segun comentarios populares, es comestible y se puede encontrar en los
mercados de Chile (Gomez 2015).

Otras especies reportadas en Argentina, como R. aurea, R. flava, R. strasseriy
R. moelleriana, (Spegazzini 1921, Singer 1969, Lazo 2001) no se encontraron
en nuestros muestreos. Sus registros se basan en determinaciones morfologicas
y nuestros especimenes no se vinculan con sus descripciones. Aun queda por
establecer si estas especies, descritas para América del Norte o Europa, estan
realmente presentes en la Patagonia. Algunas de estas especies se registraron
a partir de colecciones unicas y no se han vuelto a encontrar. En el caso de
Ramaria flava, una especie muy citada especialmente en Chile (Lazo 2001,
Deschamps 2002, Furci George-Nascimento 2007), no se agrup6 con ninguna
de las colecciones analizadas en este trabajo; sin embargo, es morfolégicamente
similar a R. flavinedulis. Esto podria deberse a que muchos taxones con
basidiomas amarillos fueron identificados anteriormente como R. flava, como fue
el caso en Europa (Petersen 1988). Se necesitan mas muestreos e
investigaciones para desentrafar la presencia de R. flava en la Patagonia, ya
sea una identificacion errébnea o una introduccién de especies ectomicorricicas
que ha cambiado de hospedantes, como es el caso de Amanita muscaria en los
bosques de Nothofagaceae de Australia y Argentina (Dunk et al. 2012, Giles et
al. 2021). En cuanto a R. aurantiaca Corner (1957), descrita de Neuquén y Tierra
del Fuego y luego considerada como R. subaurantiaca var. aurantiaca (Corner)
Singer (Singer 1969), tampoco se detecté en este estudio. Su caracteristica
distintiva es el basidioma naranja, aunque no hay secuencias disponibles.
Ninguno de nuestros especimenes coincidid con la descripcion original; ademas,
algunas de sus caracteristicas morfolégicas (hifas simples septadas, tamafio de

basidiospora) son compartidas con R. flavinedulis.

Ramaria flavinedulis presenta un fuerte agrupamiento filogenético y caracteres
morfo-anatémicos distintivos. Esta nueva especie se agrup6é con R. inedulis
como su especie mas estrechamente relacionada. Ambas comparten similitudes
en caracteristicas morfolégicas, como un basidioma oblongo, carne de color
blanco, hifas simples septadas y tamano de basidiosporas (12.5-15 pm).
Basandonos en estos resultados y la evidencia de que este clado esta

compuesto solo por colecciones patagénicas (BPP: 0.99 MLB: 94), es probable
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que estas dos especies hayan divergido de un solo ancestro en Nothofagaceae
exclusiva del hemisferio sur. En este sentido, el hemisferio sur alberga muchos
linajes fungicos unicos, ausentes en el Hemisferio Norte (Tedersoo & Smith
2013, Tedersoo et al. 2014; Gonzalez et al. 2021; Rugolo et al. 2023). Esto

deberia confirmarse incorporando al estudio colecciones australianas.

Este estudio también muestra que la nueva especie R. dendrophora esta
estrechamente relacionada con especies de Ramaria del Hemisferio Norte segun
la filogenia (BPP: 1.00 MLB: 100%). Ramaria aurea (reportada para la Patagonia)
y R. largentii tienen similitudes morfolégicas como basidiomas compactos,
basidiosporas largas y verrugosas y hifas con fibulas. Sin embargo, R.
dendrophora difiere al tener basidiomas amarillos en su juventud que se vuelven
de color rosa palido al madurar, y al presentar una reaccion inmediata al sulfato

férrico.

En cuanto a R. botrytis, la especie tipo de Ramaria, muestra multiples linajes
cripticos segun la filogenia del ITS. Los datos del analisis molecular demuestran
claramente que abarca al menos tres linajes filogenéticos. Nuestro estudio revelo
un fuerte agrupamiento entre especimenes de diferentes regiones adaptados a
diversos hospedantes (angiospermas y gimnospermas). Las colecciones
patagonicas se encontraron fructificando en sitios de alta humedad asociadas
con N. dombeyi y N. antarctica, pero no con bosques de Lophozonia. Las
colecciones de Patagonia se agruparon en un linaje diferente al de la secuencia
del material tipo de R. botrytis (proveniente de Italia). Sin embargo, no se
encontraron diferencias morfolégicas con la descripcidn de R. botrytis de Corner
(1950). Especies que no pueden distinguirse facilmente segun la morfologia,
pero que forman linajes filogenéticos distintos segun marcadores moleculares, a
menudo se denominan especies cripticas. Se ha propuesto esto en varios
géneros fungicos, incluidos los basidiomicetos Fomes, Serpula y Fusarium
(Steenkamp et al. 2002; Carlsen et al. 2011; Balasundaram et al. 2015).

Especialmente cuando se trata de morfoespecies que tienen una distribucion
geografica extensa y forman asociaciones con diversos hospedantes, como es
el caso de R. botrytis, puede resultar problematico detectar los limites de las
especies solo mediante caracteristicas morfolégicas. Por lo tanto, se deben

seleccionar multiples variables y rasgos significativos y representativos para la
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distincién y diferenciaciéon confiable de especies que representan diferentes

linajes.

En cuanto a R. stricta - R. paraconcolor, como se muestra en los analisis de LSU,
estan estrechamente relacionadas y se pueden distinguir dos grupos
filogenéticos: uno para R. stricta'y R. concolor, y otro para R. gracilioides y R.
paraconcolor. Los vouchers de Argentina identificados como R. paraconcolor se
agruparon dentro del segundo clado representado principalmente por
secuencias de EE. UU. y Europa. Esta especie crece en madera en
descomposicion, presenta rizomorfos dimiticos y estd estrechamente
relacionada con R. gracilioides y R. gracilis (Franchi & Marchetti 2020). Los
especimenes de la Patagonia se encontraron en bosques mixtos dominados por
Nothofagus dombeyi, Lophozonia obliqua, Lomatia hirsuta y Chusquea culeou,
en madera muerta, tocones o troncos, presentando basidiomas amarillos/canela,
similares a especimenes recolectados en ltalia, aunque con esporas mas

grandes.

Las especies de Ramaria desempefian dos roles ecoldgicos importantes y
diferenciados. Por un lado, todas las especies terricolas se sugieren como
micorricicas (Humpert et al. 2001; Knudson 2012) y, por otro lado, las especies
con habito lignicola actian como saprdfitas, y podrian representar una forma
ancestral dentro de Gomphales (Humpert et al. 2001). En este sentido,
asumimos que Ramaria botrytis, R. flavinedulis, R. inedulis, R. patagonica y R.
dendrophora son micorricicas. No obstante, seria de utilidad que futuras
investigaciones, mediante el muestreo de puntas de raices bajo sus cuerpos

fructiferos, sintesis de la micorriza en plantines puedan validar esta hipotesis.

Nuestros resultados no mostraron una estructura gondwanica en la filogenia,
como fue el caso con otros géneros estrictamente asociados a Nothofagaceae,
como Cyttaria spp. (Ascomycota) y Nothofagus spp. (Peterson & Pfister, 2010).
Ademas, estudios previos mostraron que las especies de los géneros Fistulina,
Armillaria, Postia y Grifola (Pildain et al. 2009; Pildain & Rajchenberg 2013;
Gonzalez et al. 2021; Rugolo et al. 2023) pertenecientes al Hemisferio Sur se
agrupan en un linaje monofilético fuertemente respaldado. No encontramos
ninguna evidencia de conexién entre las Ramarias del Hemisferio Sur lo cual es

coherente considerando la polifilia de este género. Sin embargo, el agrupamiento
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entre las especies R. flavinedulis y R. inedulis antes discutido podria llevar a
pensar que se trata de especies endémicas propias de Patagonia. Por otro lado,
los hongos que se encuentran en el Hemisferio Sur aun estan en gran medida
subrepresentados en las bases de datos publicas, y los datos sobre su diversidad

y distribucion aun estan incompletos.

Se ha informado que las especies de Ramaria no son especificas del
hospedante, y el cambio entre Pinaceae y arboles latifoliados ocurre con
frecuencia (Petersen et al. 2014). Este es el caso de varias especies como R.
botrytis, R. aurea, R. flava, R. formosa (Pers.) Quél, R. fumigata (Peck) Corner,
R. largentii y R. ochraceovirens (Jungh.) Donk, que forman micorrizas con
especies de Abies, Cedrus, Fagus, Larix, Picea, Pinus'y Quercus (Corner 1950,
Trappe 1962, Exeter et al. 2006, Scattolin et al. 2008, Knudson 2012). Las
especies de Ramaria registradas en la Patagonia siguen este mismo patron, ya
que nuestros resultados no indicaron ninguna asociacion especifica de especies
con sus hospedantes arboreos. Nuestros resultados también sugieren que las
especies ectomicorricicas de Ramaria en la Patagonia son generalistas dentro
de Nothofagaceae. Los especimenes se encontraron principalmente en bosques
dominados por el siempreverde N. dombeyi, coincidiendo con los hallazgos de
Singer (1969), Lazo (2001) y Valenzuela (2003), y en menor medida, estuvieron
asociados con N. antarctica, N. pumilio y especies de Lophozonia. Barroetavefa
et al. (2019) demostraron que N. dombeyi presenta el mayor numero de especies
ectomicorricicas, incluyendo especies de Ramaria, probablemente debido a su
amplia distribucion en Patagonia (Donoso Zegers 2006), principalmente en areas
con alta humedad, como la proximidad a lagos y margenes de rios o cafiones
protegidos, formando densos bosques que protegen del viento, con condiciones
favorables para la fructificacion fungica. Ademas de la cobertura forestal
dominante, los basidiomas se encontraron a menudo cerca de Chusquea spp.,

coincidiendo con los registros de Valenzuela (2003) y Gomez (2015).

Los resultados de este trabajo, que amplian la diversidad especifica del género
Ramaria para Sudameérica, junto con el continuo registro de ejemplares con
morfologias variadas en zonas no muestreadas en este estudio, sugieren que
aun podrian descubrirse mas especies de Ramaria en la Patagonia. A pesar de

la introduccion de elementos del bosque Valdiviano en algunas areas del sur de
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Argentina, es probable que las especies de Ramaria en Chile sean mucho mas
diversas que las de Argentina. La informacion taxondmica y ecologica ampliada
sobre estas especies constituye herramientas esenciales para planificar y
ejecutar programas de conservacion, especialmente relevantes por tratarse de
especies endémicas con distribuciones restringidas. Ademas, sientan las bases
necesarias para estudios futuros sobre propiedades alimenticias y bioactivas de
los diferentes taxa. Asimismo, sientan las bases para desarrollar opciones de
manejo micosilvicola para aumentar su productividad en bosques naturales, y
permitir la certera inoculacion de plantines con especies particulares, con fines
de restauracién ecoldgica integral de bosques o bien para la produccion intensiva
de basidiomas en mico-huertos forestales. Futuras investigaciones deben
centrarse en areas poco representadas, como el sur de Chile, para aclarar los
patrones biogeograficos de las especies de Ramaria en el sur de América del
Sur y proporcionar un marco mas completo de la evolucion de Ramaria y las

relaciones filogenéticas con géneros relacionados.

Conclusiones
e Se estableci6 una primera filogenia que muestra las relaciones vy

disposicion de las especies de Ramaria de los bosques de la Patagonia

en relacion con las encontradas en todo el mundo.

e Se confirma la parafilia del género y la presencia de seis especies en los
bosques andinos patagonicos: R. patagonica, R. inedulis, R. botrytis, R.
paraconcolor y dos nuevas especies: R. flavinedulis, destacada por
basidiomas de color amarillo brillante con estipite retorcido y esporas
verrugosas y R. dendrophora, caracterizada por tener basidiomas de color
amarillo palido y esporas con verrugas irregulares.

e Ramaria patagonica se destaca como la especie mas frecuente y de
mayor tamafo dentro de Ramaria s.| en la region de la Patagonia
Argentina. La posicion filogenética de esta especie sugiere la posibilidad
de constituir un género independiente dentro de Gomphales, sin embargo,
se requiere un analisis mas exhaustivo de genes para confirmar esta
hipétesis.

e R. botrytis presentd linajes cripticos, con las colecciones patagonicas en

un clado diferente al de la coleccion tipo.
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e R. inedulis y el nuevo R. flavinedulis formaron un nuevo linaje

representado unicamente por colecciones patagodnicas.

99



CAPITULO 3: IMPACTO DE METODOS DE SECADO SOBRE EL
CONTENIDO FENOLICO TOTAL Y ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE DE
FISTULINA ANTARCTICAYY RAMARIA PATAGONICA
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CAPITULO 3. Impacto de métodos de secado sobre el contenido fendlico total

y actividad antioxidante de Fistulina antarctica y Ramaria patagonica.

Resumen del capitulo
Este estudio explora los efectos de diversos métodos de secado en el contenido

fendlico total (TPC) y la actividad antioxidante de dos hongos comestibles
silvestres, Fistulina antarctica y Ramaria patagonica, que se encuentran en los
bosques andinos de la Patagonia. Ambos hongos son conocidos por sus
propiedades nutricionales y medicinales y han sido consumidos tradicionalmente
por las comunidades locales. La investigacion evalua el impacto de las
temperaturas de secado al aire (50 °C, 60 °C, 70 °C), congelado y el liofilizado
en el TPC y la actividad antioxidante. Los resultados indican que las muestras
liofiizadas y frescas congeladas generalmente muestran un mayor TPC vy
actividad antioxidante en comparacion con las muestras secadas al aire. En
particular, se recomienda el secado a 60 °C para ambas especies para equilibrar
el tiempo de secado y la preservacion de la bioactividad. Los hallazgos
proporcionan informacion valiosa para optimizar los métodos de conservacion
postcosecha y mejorar la comercializacion de estos hongos nativos de la

Patagonia.

Palabras clave: bioactividad, DPPH, hongos comestibles, Patagonia,

conservacion post-cosecha.
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Introduccion
Los bosques andino patagonicos albergan una amplia variedad de especies de

hongos silvestres que poseen un gran potencial como fuentes de alimentos
comestibles, ofreciendo tanto un alto valor nutricional como propiedades
medicinales (Barroetavena & Toledo 2020). En estos bosques, algunas especies
han sido reconocidas por las comunidades mapuches por su uso tradicional,
destacadas cualidades sensoriales y prometedoras posibilidades econdmicas
(Molares et al. 2020). Entre ellas, se encuentran Fistulina antarctica, conocida
como lengua de vaca, y Ramaria patagonica, conocida como changle, las cuales
tienen una larga historia de consumo documentada. Estudios recientes han
analizado la composicion nutricional de estos hongos silvestres comestibles
(HSC) en Argentina y Chile, centrandose en sus perfiles de acidos grasos y
organicos, azucares solubles, compuestos fendlicos, ergosterol, asi como en su
potencial antioxidante y antimicrobiano (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2020;
Jacinto-Azevedo et al. 2021).

Fistulina antarctica contiene bajos niveles de grasa (0.83 £ 0.01 g/100 g peso
seco), azucares (28.68 + 0.58 g/100 g peso seco), proteinas (3.71 £ 0.07 g/100
g peso seco) y compuestos fendlicos (9.85 £ 0.09 ug/100g peso seco), en
comparacion con R. patagonica que también presenta bajos niveles de grasa
(2.51£0.10 g/100 g peso seco) y azucares (9.41 £ 0.35 g/100 g peso seco), pero
altos niveles de proteinas (19.68 + 0.64 g/100 g peso seco) y compuestos
fendlicos (134.39 £ 2.10 pg/100g peso seco) (Toledo et al. 2016; Rugolo et al.
2022) (Fig. 28).
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Fig. 28 - Propiedades nutricionales y compuestos fendlicos de las especies en
estudio. Extraido de Rugolo et al. (2022), los barras esquematizan la
composicién nutricional aproximada (g/100 g) y contenido de fenoles (mg/g).

Los compuestos fendlicos son una categoria significativa de sustancias
bioactivas que poseen propiedades antioxidantes, antibacterianas vy
antiinflamatorias. Estas sustancias tienen el potencial de mejorar los
mecanismos de defensa naturales en los seres humanos (Souilem et al. 2017;
Gasecka et al. 2020). Las propiedades antioxidantes de estas moléculas
bioactivas son cruciales para prevenir el dafio causado por los radicales libres;
numerosos estudios han informado que esta actividad esta relacionada con su
contenido fendlico (Barros et al. 2008; Kumar et al. 2021). Los compuestos
antioxidantes neutralizan las especies reactivas del oxigeno (ROS), las cuales
son responsables del dafio a proteinas, lipidos y material genético. Los efectos
antioxidantes de los hongos pueden evaluarse mediante diversos ensayos in
vitro (ABTS, DPPH, FRAP, LIP) (Fig. 29).
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Fig. 29 - Mecanismo de accion antioxidante de los hongos y sus compuestos
bioactivos.

Entre las especies patagonicas, R. patagonica presentd el mayor contenido de
compuestos fendlicos, con 50.82 mg GAE/g de extracto (Toledo et al. 2016), con
cantidades comparativamente altas de acido protocatecuico (Rugolo et al. 2022),
y los resultados mas efectivos en todas las pruebas de actividad antioxidante en
comparacién con otros HCS (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2022). En cambio,
Fistulina antarctica mostrd la actividad antioxidante mas baja en la prueba de
actividad captadora de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), la inhibicion de
sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) y la prueba de inhibicién de
la decoloracion de la B-caroteno (Toledo et al. 2016), en la inhibicion de la
hemodlisis oxidativa (OxHLIA) y la prueba de inhibicién de TBARS (Rugolo et al.
2022), también con bajos contenidos de fenoles de 7.82 mg GAE/g (Toledo et al.
2016) y 1.30 mg GAE/g de extracto (Rugolo et al. 2022).

Los hongos son conocidos por su perecibilidad y vida util relativamente corta
debido a la falta de una cubierta protectora, una alta tasa respiratoria y un

contenido significativo de agua (Castellanos Reyes et al. 2021; Dawadi et al.
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2022). Estos factores los hacen susceptibles a diversos procesos de deterioro,
incluido el dafio mecanico, la contaminacidon microbiana, la pérdida de peso y el
pardeamiento enzimatico (Castellanos Reyes et al. 2021). Como resultado, los
hongos experimentan un rapido deterioro en calidad poco después de la
cosecha, por lo que las condiciones postcosecha, asi como los tratamientos
culinarios, afectan significativamente su calidad (Barros et al. 2007; Fernandes
et al. 2013; Zhang et al. 2018). Los hongos Agaricus bisporus y Pleurotus
ostreatus suelen durar de uno a tres dias a temperatura ambiente y de cinco a
siete dias cuando se refrigeran (Castellanos Reyes et al. 2021). La vida util
maxima en condiciones de refrigeracion convencional (a 4 °C) fue de 4 dias para
F. antarctica 'y 8 dias para R. patagonica (Barroetavena et al. 2020). Esto implica
un problema con la distribucion y comercializacién en fresco. Ademas, dado que
los hongos silvestres comestibles de la Patagonia tienen una estacionalidad
estricta de fructificacion (abril y mayo para estas especies), su consumo durante

el resto del afio se realiza mediante la preservacion por secado.

La deshidrataciéon se ha convertido en un proceso eficiente y ampliamente
utilizado para la conservacién de hongos con el fin de prolongar su vida util (Giri
& Prasad 2007; Pei et al. 2014; Yadav & Negi 2021), al reducir el contenido de
agua para minimizar el deterioro microbiano y preservar la textura y los sabores
(Pendre et al. 2011; Xu et al. 2019; Barroetavefia et al. 2020), y constituye el
método postcosecha mas extendido utilizado para los HSC en la Patagonia
(Molares et al. 2020). Sin embargo, los cambios que los alimentos pueden
experimentar con este método han motivado la busqueda de otras técnicas de
preservacion que mantengan la calidad y preserven los compuestos bioactivos
(Pei et al. 2014; Barroetavena et al. 2020).

El secado por aire caliente (HD) y la liofilizacion (FD) son dos de los métodos
mas utilizados para secar hongos (Kotwaliwale et al. 2007; Wang et al. 2014;
Yang et al. 2019). El secado por aire caliente implica exponer los hongos a aire
caliente en circulacion, lo que provoca la evaporacion de la humedad y su
posterior secado. Este método es relativamente simple y rentable; sin embargo,
este proceso puede provocar pérdidas de bioactividad (Fernandes et al. 2013;
Wang et al. 2014; Zhang et al. 2018; Xu et al. 2019; Gagsecka et al. 2020; Yang
et al. 2023). Por otro lado, la liofilizacion es un método mas avanzado y
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especializado. Involucra congelar los hongos y luego someterlos a un ambiente
de vacio, donde el agua congelada experimenta sublimacién (cambio directo de
sélido a gas). FD es conocida por su capacidad para retener el color, la textura
y las propiedades nutricionales originales de los hongos. Es adecuada para
compuestos sensibles al calor (como fenoles, tocoferoles, carotenoides y acido
ascorbico con propiedades antioxidantes) y resulta en hongos secos de alta
calidad; sin embargo, es un proceso mas costoso y que requiere tiempo, ademas
de equipos y experiencia especializados (Huang et al. 2011, 2012; Wang et al.
2014).

La seleccion de un método de secado ideal para los hongos se basa en el
objetivo de minimizar el tiempo de secado y el consumo de energia, reduciendo
asi los costos, al tiempo que se garantiza la calidad deseada del producto final
(Yadav & Negi 2021). Sin embargo, la eleccion entre los métodos depende de

varios factores, incluidos los recursos disponibles y consideraciones de costo.

Por lo tanto, para seleccionar el proceso de secado mas apropiado y analizar la
relacion costo/beneficio implicada en la readaptacion tecnoldgica de practicas
tradicionales, es necesario analizar las pérdidas de bioactividad vinculadas a los
métodos de deshidratacién y a diferentes temperaturas de deshidratacion.
Mediante el uso de técnicas adecuadas, se vuelve posible mantener la integridad
de estos compuestos bioactivos y metabolitos secundarios, prolongando asi la

vida util de los hongos (Castellanos Reyes et al. 2021).

Maximizar las propiedades bioactivas y organolépticas de los hongos silvestres
y ampliar su ventana de disponibilidad, favorecera su valor de mercado en base
a calidad, y permitira su incorporacion en el desarrollo efectivo de una
micogastronomia identitaria regional, en conjuncién con el desarrollo de ofertas
micoturisticas, como alternativas de desarrollo local. Para lograr esto, es
necesario contar con informacion solida sobre diferentes técnicas de
conservacion postcosecha y métodos de almacenamiento que permitan la venta
de productos de calidad con propiedades bioactivas similares a las de los
productos frescos.
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Objetivos
e Evaluar el impacto de la temperatura de deshidratado en el tiempo y

sus efectos sobre el encogimiento de las fructificaciones de F.
antarctica y R. patagonica

e Evaluar el efecto de la temperatura de deshidrataciéon y de la
liofilizacion en el contenido fendlico total (CFT) y la actividad
antioxidante de F. antarcticay R. patagonica.

e Analizar en combinaciéon ambos resultados para elegir la opcién mas
beneficiosa en funcion de objetivos, disponibilidades y costos y

elaborar protocolos de transferencia tecnolégica.
e Elaborar una guia de recomendaciones de protocolos postcosecha.
Hipoétesis
1 Mayor temperatura de deshidratacion disminuye el tiempo de secado y no

altera el encogimiento del producto seco.

2 Mayores temperaturas de deshidratacion disminuiran los valores de TPC y

actividad antioxidante, respecto del producto fresco.

3 Los hongos liofilizados preservan la TPC y capacidad antioxidantes mas

cercana al hongo fresco.

Materiales y Métodos

Recoleccion y procesamiento de muestras
Las muestras de F. antarctica 'y R. patagonica silvestres (Fig. 30) se recolectaron

en el Parque Nacional Los Alerces (PNLA) en abril y mayo de 2022, contando
con los permisos de colecta correspondientes. Los cuerpos fructiferos frescos de
ambas especies se limpiaron inicialmente y se cortaron en trozos pequefos
(aproximadamente 2—-3 mm) el dia de la cosecha para determinar el contenido
de humedad fresca; el resto se dividi6 en porciones de 250 g para los
tratamientos de secado en estufa. Las muestras se utilizaron inmediatamente en
fresco para los tratamientos de temperatura de deshidratado en estufa y se
congelaron a -80 °C hasta la liofilizacion. Los experimentos se llevaron a cabo
en el area de Fitopatologia y Microbiologia Aplicada del Centro de Investigacion
Forestal (CIEFAP).
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Fig. 30 - Muestras de los hongos comestibles silvestres estudiados. (A)
Fistulina antarctica (B) Ramaria patagonica.

Contenido de humedad
El contenido de humedad inicial del material fresco se midid mediante el método

del horno (Valiente et al. 2016). En resumen, una cantidad conocida de muestras
frescas se colocé en placas de Petri en un horno deshidratador (Dalvo
Instruments, Modelo UBF575, Argentina) a 102 °C, se seco hasta peso
constante, se retird y enfri6 en un desecador, para luego ser pesado con una
balanza de precision (Explorer Ohaus, EE. UU.; 0.0001 g). El contenido de

humedad se establecié mediante la siguiente formula:
X(db) =gH20/g SS

Donde X(db) es el contenido de humedad en base seca y SS es soélido seco. Se

realizaron tres réplicas para cada tratamiento.

Proceso de deshidratado
Para el experimento de deshidratado se aplicaron tres temperaturas (50 °C, 60

°C, 70 °C) utilizando un horno con aire forzado comercial (Numak DHG-9203A),
manteniendo constante la velocidad de flujo de aire en 0.8 m/s y con una
humedad relativa del aire del 7 %. Las pérdidas de peso de las muestras
parcialmente deshidratadas se obtuvieron mediante pesajes discontinuos
utilizando una balanza analitica digital (Explorer Ohaus, EE. UU.; + 0,0001 g)
(Fig. 31). Siguiendo a Valiente et al. (2016), las muestras se secaron hasta
alcanzar una condicion de equilibrio. El peso seco final se determiné en una
estufa de secado de aire forzado (TECNODALVO) a 102 °C, hasta peso
constante, utilizando la mencionada balanza. El contenido de humedad relativa

se calculé como:
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Xr = (x/x0)

donde x es el contenido de humedad en el tiempo t y x0 es el contenido de

humedad inicial, dependiendo del tiempo de secado (t).

Ademas, se determiné de forma relativa el % de reduccion del tamario utilizando
un calibre y midiendo espesor y largo (para Fistulina) y espesor (en la base de la
ramificacion) y largo (para Ramaria) antes y después de someterlas al proceso

de deshidratado para cada temperatura.
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Fig. 31 - Proceso de deshidratado. (A) Pesadas discontinuas; (B y C)
Mediciones con calibre para el calculo de % de reduccion de volumen; (D y E)
Porciones de los hongos en estudio (R. patagonica y F. antarctica,
respectivamente) antes de someterlos al deshidratado.

Para el experimento de liofilizacién, las fructificaciones frescas se empaquetaron

en tubos centrifugos de plastico (50 ml), se congelaron a -80 £ 1 °C durante 24
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h, se retiraron y se colocaron inmediatamente en el liofilizador (BIOBASE, Serie
BK-FD10) durante 72 h. La temperatura del condensador se fijo en -64 °C y el

vacio se mantuvo a 20 Pa. Se realizaron tres réplicas para cada tratamiento.

Preparacion de extractos de compuestos bioactivos
Las muestras secas o liofilizadas y molidas (2 g equivalentes a 20 g de fresco-

congelado) se extrajeron utilizando 50 mL de una solucién de etanol/agua (80:20
v/v) durante 2 h a temperatura ambiente en un agitador (IKA-MAG, Tipo RCT,
Alemania). Los extractos se concentraron en un evaporador rotativo, se
liofilizaron y se almacenaron antes de su uso (Fig. 32). Luego, las muestras se
volvieron a disolver en metanol a una concentracion de 5 mg/mL para el analisis

de compuestos bioactivos. Todos los analisis se realizaron por triplicado.

Fig. 32 - Preparacion de extractosl: agitacién (a), filtrado (b), liofilizado (C).
Contenido total de fenoles (TPC)

La concentracion de TPC se determin6é mediante el método de Folin-Ciocalteu
(Singleton et al. 1999). Se afiadieron 50 yl de reactivos Folin-Ciocalteau a 500 pl
del extracto y se mezclaron. Se siguio el protocolo de Valiente et al. (2016). La
absorbancia se midié a 765 nm utilizando un espectrofotometro Multiskan Sky
High (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts, EE. UU). Se utilizé6 un
estandar de acido galico (mg/l). Los resultados se expresaron en miligramos de
acido galico equivalente por 100 gramos de hongos frescos o secos, en base
seca (mg GAE/100 g).

Evaluacién de la actividad antioxidante
Actividad de eliminacion de radicales ABTS

La actividad de eliminacién de radicales ABTS se determiné utilizando el método
reportado por Ggssecka et al. (2015) con algunas modificaciones. En resumen,

se afiadieron 200 uL de solucion ajustada de ABTS a 20 pL de cada extracto. La
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absorbancia se midié a 734 nm después de 10 min de incubacion. Los controles
contenian 50 pyL de agua destilada. La actividad de eliminacion de radicales
ABTS (RSA) se estimé mediante la férmula:

ABTS RSA (%) = [(AO — A1) / AO] x 100

Donde A1 es el valor de absorbancia de las muestras y A0 es el valor de

absorbancia de la soluciéon de ABTS sin muestras.
Actividad de eliminacién de radicales DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazilo)

La capacidad de eliminacion de radicales DPPH se evalué segun el método
modificado de Blois (1958). En resumen, se afiadieron 270 pyL de solucion de
DPPH de metanol 0.06 mM a 30 uL de extracto etandlico de las especies de
hongos en una placa de 96 pocillos (Fig. 33). La mezcla se agit6é vigorosamente
y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 60 min. La absorbancia se

midi6é a 515 nm después de 60 min de incubacién, a temperatura ambiente.
El efecto de eliminacion de radicales DPPH se calcul6 de la siguiente manera:
DPPH RSA (%) = (A0 — A1) / A0 x 100 %,

donde A1 es el valor de absorbancia de las muestras y AO es el valor de

absorbancia de la soluciéon de DPPH sin muestras.

Fig. 33 - Placas de 96 pocillos donde se realizaron las lecturas cuantificacién
de fenoles totales con Folin (A) y actividad antioxidante con DPPH (B). En
ambas técnicas los cambios de color (de concentrado a palido) medidas
mediante cambios en la absorbancia permiten cuantificar la reaccion.

Ensayo de poder antioxidante reductor de hierro (FRAP)
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El poder reductor se determin6 segun Kozaski et al. (2011). La absorbancia de
200 pL de la solucién mezclada se midié a 700 nm. El blanco fue la solucion con
todos los reactivos sin extracto de hongos. Una absorbancia mas alta indica un
mayor poder reductor. Se utilizé una curva de calibracién entre 0 y 30 mg/mL de
acido ascorbico (AA) para expresar los resultados como equivalentes de AA en
100 mL.

Inhibicién de la peroxidacion lipidica (LIP)

Se utilizé el método de dieno conjugado, con algunas modificaciones, para la
determinacién de la actividad antioxidante (Lingnert et al. 1979). La absorbancia
se registro a 234 nm a diferentes tiempos de incubacioén: 0, 24 y 48 h. Las
muestras se incubaron a 37 °C, 150 rpm, sin luz. Se utilizé un blanco sin extracto
de hongos. La actividad antioxidante proporcional se calculé de la siguiente

manera:
[(A AO-A A1)/ A AO] x 100

donde AAO fue la diferencia en la absorbancia entre 0 y 24 h de incubacion de la
reaccion de control y A1 fue la diferencia en la absorbancia en presencia de la
muestra. El acido ascérbico se utilizd como control positivo. Un valor del 100%

indicé una capacidad inhibidora mas fuerte.

Analisis estadistico
Se analizaron tres muestras de cada tratamiento para cada especie fungica. Las

mediciones se realizaron por ftriplicado y los datos resultantes de los
experimentos se recopilaron y analizaron utilizando el software estadistico
InfoStat (version 2008, Grupo InfoStat, Argentina). Los resultados presentados
en tablas y figuras muestran el valor medio de tres réplicas y su desviacion
estandar correspondiente. Las diferencias entre los valores medios se evaluaron
mediante un analisis de varianza unidireccional (ANOVA), seguido de la prueba
post hoc de Tukey con un nivel de significancia del 0.05 y un intervalo de
confianza del 95% (p < 0.05).

Material de transferencia
En base a los resultados obtenidos y en combinacién con informacién de base

de las especies utilizadas se elabor6 una guia con distintos protocolos de

tratamiento postcosecha.
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Resultados

Contenidos de humedad y comportamiento durante el deshidratado
El contenido de humedad fresca de F. antarctica y R. patagonica fue de 90,65 £

3,7 % y 91,5 £ 1 % respectivamente. El contenido de humedad de las especies
analizadas en funcién del tiempo de deshidratado (Xr = X/X0, fijando una
humedad relativa de Xr = 0,01) para diferentes temperaturas se presenta en la
Figura 2. El tiempo de deshidratacion fue significativamente menor a 70 °C en

ambas especies (Tabla 7).

Tabla 7 — Tiempos de secado a diferentes temperaturas. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre los tratamientos (p<0,05).

Tiempo de secado (h)

50 °C 60 °C 70 °C
F. antarctica 9,75 + 1,06b 7,37 £ 0,53b 3,62+0,17a
R. patagonica 3,87 £0,18b 2,37 £0,70b 1,62+ 0,77a

Se detectdé una diferencia notable en el tiempo de deshidratado entre las
especies, dado que Fistulina antarctica requiere casi el doble del tiempo de

deshidratado en comparacién con R. patagonica (Fig. 34).
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Fig. 34 - Curvas de deshidratado a las temperaturas probadas para Fistulina
antarctica (A) y Ramaria patagonica (B).
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Para F. antarctica el porcentaje de reduccion luego del proceso de
deshidratacion fue de 59, 58 y 70 % a 50, 60 y 70 °C, respectivamente; mientras
que R. patagonica se redujo en un 41, 39 y 47 % a 50, 60 y 70 °C,

respectivamente (Fig. 35).

Deshidratado a 60 °C

Fig 35 - Encogimiento y aspecto general de F. antarctica (A) y R. patagonica
(B) antes y después del proceso de deshidratado a 60 °C.

Efecto sobre el Contenido Total de Fenoles
Los tratamientos de fresco-congelado y deshidratacién a 60 °C presentaron los

valores significativamente mas altos de TPC para R. patagonica (14,78 + 0,09 y
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13,67 + 0,43 mg GAE / mg de extracto, respectivamente), seguidos por los
demas tratamientos aunque sin diferencias significativas entre ellos. En cambio,
para F. antarctica, las muestras liofilizadas presentaron el valor
significativamente mas alto (8,66 £ 0,16 mg GAE / mg de extracto), seguidas por
los tratamientos de fresco-congelado (7,93 mg GAE / mg de extracto) y luego las
3 temperaturas de deshidratacion, entre ellas la de 60° con valor

significativamente mayor (Tabla 8).

Las mayores pérdidas en cuanto a fenoles ocurren en F. antarctica en las tres
temperaturas de deshidratado evaluadas (Tabla 8), siendo la mayor pérdida a 70
°C (39,47 % de pérdida con respecto a los valores de TPC fresco-congelados).
En R. patagonica la mayor pérdida ocurre a 50 °C, con respecto a las muestras

fresco-congeladas (con una reduccion del 35,45 %).

Actividad antioxidante
Para el ensayo de ABTS las muestras deshidratadas a 60 °C mostraron

diferencias significativas con respecto a las otras temperaturas. Para DDPH y
FRAP, el deshidratado a 70 °C mostré los menores % de actividad, mientras que
el las muestras deshidratadas a 50 y 60 °C no presentaron diferencias
significativas con respecto al liofilizado. Para el ensayo ILP, no se detectd
actividad para ninguna de las muestras secas de F. antarctica. Los extractos de
Ramaria patagonica (concentracion de 5 mg/mL) mostraron notables efectos de
eliminacion de radicales ABTS y DPPH, asi como FRAP e ILP en el rango del
72,90 al 99,55 %, para todos los tratamientos ensayados. Los métodos de fresco-
congelado, liofilizado y 60 °C mostraron los mejores resultados de inhibicion de
radicales libres en comparacion con los otros tratamientos de deshidratado
(Tabla 8). Para ABTS y DPPH los resultados en las muestras liofilizadas y las
deshidratadas a las tres temperaturas no mostraron diferencias significativas
entre si. Para FRAP las muestras deshidratadas a 50 y 70 °C mostraron la mayor
reduccion de actividad antioxidante, con diferencias significativas respecto al
resto de los tratamientos (Tabla 9). En el ensayo de ILP las muestras
deshidratadas a 60 °C mostraron incluso mejores resultados que las liofilizadas
alas 24 h, mientras que a las 48 h las muestras frescas-congeladas y liofilizadas
fueron las que presentaron mayor actividad, seguidas por las deshidratadas a 60
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y 70 °C, siendo las deshidratas a 50 °C las que mostraron las mayores

reducciones.
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Tabla 8 - Actividad antioxidante en hongos frescos congelados, deshidratados (50, 60 y 70 °C) y liofilizados. Letras diferentes en la misma

columna indican diferencias significativas (p<0,05). Nd: no detectado.

TPC (mg GAE/mg

ABTS (% de

FRAP (mg AAE/100

extracto) inhibicién) RSA (%) ml) ILP (%)
t24 t48
F. antarctica

Frescos-congelados 7,93 £ 0,64c 79,75 £ 0,58bc 68,94 + 1,99c 43,01 £ 0,21ab 39,02 £ 1,30a 27,71 £ 0,80a

50° C 5,03 £ 0,20a 63,00 + 3,77a 47,21 + 4,75b 24,77 + 6,28ab Nd Nd

60° C 5,57 £ 0,10b 70,73 £ 7,90ab 48,39 + 0,44b 32,86 + 2,50ab Nd Nd

70° C 4,80 +0,11a 57,05 + 1,74a 24,31 + 0,55a 24,58 + 1,99a Nd Nd
liofilizados 8,66 + 0,16d 82,35+ 0,11c 43,41 +7,64b 38,88 +1.20a 37,36 + 0,90a 82,35 £ 0,11a

R. patagonica
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Frescos-congelados

50° C

60° C

70° C

liofilizados

14,78 + 0,09b

9,54 +0,43a

13,67 +0.43b

11,11 £ 0,34a

10,52+ 0,5a

99,03 + 0,87b

90,77 = 1,06a

91,59 + 1,83a

92,83 + 0,29a

90,01 £ 1,16a

99,31 +4,23b

81,25 + 1,66a

82,58 + 0,66a

81,57 + 0,55a

82,43 + 0,44a

98,08 + 0,70b

72,90 * 6,64a

97,60 + 2,28b

89,02 + 8.90ab

96,54 + 2,06b

97,72 £ 0,90c

86,57 + 0,80cd

93,09 + 1,30bc

82,79 + 0,90a

92,51 +0,80b

99,03 +0,87c

81,82 =+ 0,20b

85,52 £ 1,20a

83,51 £ 2,10a

99,55 +1,20c
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Tabla 9 - Porcentaje de pérdida de TPC y actividad antioxidante para los diferentes métodos de secado. nd = no detectado. rnd= no se detectd reduccion.

' Método de Reduccion en TPC (%) Reduccion en la actividad antioxidante (%)
Especie (comparados con los
secado frescos congelados) (comparados con los frescos congelados)
ABTS DPPH FRAP ILP
t24 48
F. antarctica 50 °C 36,57 21,00 31,52 43,33 nd nd
60 °C 29.76 11,31 29,80 23,59 nd nd
70 °C 39,47 28,46 64,73 42,85 nd nd
liofilizado rnd rnd 37,03 9,60 4,25 19,34
R. patagonica 50 °C 35,45 8,34 18,18 25,67 11,41 17,38
60 °C 7,51 7,51 16,84 0,49 4,73 13,64
70 °C 24,83 6,26 17,86 9,23 15,28 15,67
liofilizado 28,82 9,11 16,99 1,57 5,33 rnd
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Material de transferencia
Se elabord un triptico disponible en formato digital para difusion general sobre

recomendaciones de tratamiento postcosecha de F. antarctica y R. patagonica
(Fig. 36), incorporando los resultados de este capitulo. Proporciona informacién
actualizada, en lenguaje accesible sobre como manejar adecuadamente estas
especies luego de la cosecha, a fin de generar un producto de alta calidad que
maximice su valor en el mercado. Los destinatarios son personas vinculadas a

la actividad: productores, recolectores y educadores.

FISTULINA ANTARCTICA
(LENGUA DE VACA)

Especie endémica degradadora del
bosque Andino Patagdnico que fructifica
en otofio. Su carne es rojiza, gelatinosa

a firme, de textura carnosa. Aroma

fungico suave, frutal y sabor dulce. Es
rica en carbohidratos, fructosa y
trehalosa.

RAMARIA PATAGONICA
(CHANGLE)

Especie endémica micorrizica del
bosque Andino Patagonice que fructifica
en otofio. Su carne es amarilla palida, de

textura cartilaginosa, crocante. Aroma
fingico suave, frutal y sabor dulce
amaderado. Rica en proteinas. Tiene
gran capacidad antioxidante y es alta en
compuestos fendlicos (dcidos gélico, p-
hidroxibenzoico, p-cumarico y
cindmico).
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L &

”

Buenas practicas de recoleccién

—

Cortar con un cuchillo afilado en la
base para dejar el micelio en el
sustrato.

Transportar en canasto para evitar
aplastamiento y facilitar dispersién
de esporas.

Evitar bolsas de plastico para
prevenir descomposicion.

No mezclar especies distintas en el
mismo recipiente.
Recolectar solo lo necesario y evitar
hongos muy maduros o inmaduros.

Escaneando este
codigo QR podras
acceder a mas material
informativo sobre estas
y otras especies de
HSC.

ONig
PoT T
-

CEFAP -

e

RECOMENDACIONES DE
TRATAMIENTO
POSTCOSECHA CON
ENFASIS EN HONGOS
SILVESTRES COMESTIBLES
DE LOS GENEROS
FISTULINAY RAMARIA

Autoras:
Gabriela Gonzdlez, Maria Belén Pildain, Carolina Barroetavefia

¢/Como puedo conservar los

hongos luego de la cosecha y

obtener un producto de alta
calidad?
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HONGOS SILVESTRES COMESTIBLES (HSC)

Los bosques andinos patagénicos tienen una
amplia variedad de hongos con potencial
alimenticio y medicinal. Entre ellos, Fistulina y
Ramaria son destacados por su uso tradicional y
cualidades sensoriales. Nuestro grupo de
investigacién analizé la composicion nutricional
de estos hongos, encontrando diferencias entre
Fistulina antarctica y Ramaria patagonica en
términos de carbohidratos, proteinas y
compuestos fendlicos, lo que sugiere
propiedades nutricionales y medicinales
distintivas.

B Proteinas [ Carbohidratos

Antioxidantes

P PASO A PASO: desde la cosecha hasta
la conservacién

Cosecha y limpieza: se recomienda la limpieza
en el campo con cuchillo y cepillo. Retirar
insectos para prevenir plagas. Para Fistulina,
lavado superficial si es necesario, secar rapido.
Para Ramaria, cepillar para quitar tierra, evitar
lavar para mantener la textura seca.

Congelamiento rapido: Usa equipo de
ultracongelacion o abatidores de
temperatura para un cambio rapido.
Recomendado para empresas grandes.
Evita ruptura de tejidos. Mejora
conservacion de sabor y propiedades.
Almacenable hasta 12 meses sin quimicos.

Corte: Cortar los hongos uniformemente para

secado o conservacion. Para Fistulina cortar en

laminas de 1 cm para deshidratar rapido. Para

Ramaria dividir las ramificaciones para lograr un
tamano menor.

METODOS DE CONSERVACION

Deshidratacién: Utilizar horno o
deshidratador eléctrico. Extender hongos
en una capa. Deshidratar a 60°C para
conservar propiedades, 7 horas para
Fistulina y 2.5 horas para Ramaria.
Almacenar los carpéforos limpios en bolsas
en lugares secos y oscuros por 9a 12
meses.

Molienda de hongos: para hacer polvo de
hongos a escala casera, se necesita una
moledora de café o un molinillo de mayor
capacidad. El polvo puede ser un producto
en si mismo o mezclado con especias. Se
sigue un proceso de limpieza, fileteado,
deshidratacion y molienda. Almacenar en
recipientes herméticos en lugares secos.

Escaldado y congelacién: Sumergir
hongos en agua hirviendo con sal por 2-3
minutos, enfriar y escurrir, Congelar en
bandejas o bolsas a -18°C. Conserva sabor
y antioxidantes, pero puede ablandar la
textura, |deales para sopas, guisos y
estofados. Almacenar hasta 6 meses.

Fig. 36- Triptico informativo sobre los métodos de preservacion postcosecha de
los hongos silvestres comestibles F. antarctica y R. patagonica.

Discusién

La informacion generada sobre las practicas postcosecha de hongos silvestres
comestibles mediante la aplicacién de diferentes tratamientos destinados a
prolongar su vida util contribuye significativamente a su comercializacion,
facilitando y extendiendo los plazos de distribucién. La humedad de los
basidiomas frescos de ambas especies estudiadas fue muy similar a la reportada
para otras especies de los respectivos géneros. El contenido de humedad para
Fistulina hepatica determinado por Heleno et al. (2009) fue de 87,51 %, 3,5 %
mas bajo que para F. anctartica, mientras que para Ramaria aurea se reporto
88,5 % y para R. botrytis del 89,8 % (Barros et al. 2008) 3,28 y 1,86 % mas bajo
que para Ramaria patagonica respectivamente. Otras especies comestibles
también han mostrado valores cercanos de contenido de humedad: Flammulina
velutipes 90,7 % (Pereira et al. 2012), Lactarius deliciosus 90,0 % (Barros et al.
2007), Lentinula edodes 88,4 % (Tian et al. 2016), Lepista nuda 93,8 % (Barros
et al. 2008), y Pleurotus ostreatus 91,5 % (Ozouni et al. 2009). Si bien el
contenido de agua de ambas especies es muy similar entre ellas, el tiempo de

deshidratado en R. patagonica fue casi la mitad que para F. antarctica. La forma
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coralina de la primera, con ejes cilindricos de 0,5 cm de diametro en promedio,
puede explicar la diferencia encontrada con F. antarctica, que presenta
basidiomas gruesos (de 4 a 10 cm de espesor), que se filetearon en laminas de
5 mm de grosor. EI menor tiempo de deshidratado (3,62 hy 1,62 ha 70 °C para
F. antarctica y R. patagonica, respectivamente) es una ventaja en comparacion
con informes anteriores sobre otros hongos comestibles con consumo y
produccion a nivel mundial; no existen datos previos sobre el deshidratado de
especies de los géneros Fistulina'y Ramaria. En el caso de Hericium erinaceus,
el tiempo de deshidratado a 40 °C y 70 °C reportado fue de 12 y 7 h,
respectivamente (Gagsecka et al. 2020); para Agaricus bisporus, el tiempo de
deshidratado fue de 8,6 y 2,6 ha 50 °C y 75 °C, respectivamente (Izli et al. 2014),
mientras que para Lentinula edodes fue de 7,5 h a 60 °C (Wang et al. 2014) y
para Pleurotus ostreatus fue de 8,7y 6 h a 50 °C, 60 °Cy 70 °C, respectivamente
(Bhattacharya et al. 2015). La velocidad del aire durante el proceso de
deshidratacion desempefia un papel crucial pero a menudo no se reporta. Ajustar
esta velocidad influye directamente en la eficiencia del proceso y, en

consecuencia, en los tiempos y caracteristicas finales de los hongos.

En cuanto al contenido de fenoles totales, nuestros resultados concuerdan con
estudios previos, que reportaron valores elevados para R. patagonica (Toledo et
al. 2016; Jacinto Acevedo et al. 2021; Rugolo et al. 2022). Esta caracteristica fue
también hallada en otras especies de Ramaria, como R. flava, R. subaurantiaca
(Jacinto Acevedo et al. 2021) y R. botrytis (Rugolo et al. 2022). Los contenidos
de TPC fueron aproximadamente el doble en las muestras de R. patagonica
respecto de F. antarctica, y variaron significativamente entre tratamientos de
fresco-congelado, liofilizado y deshidratado, aunque con patrones diferentes.
Los valores mucho mas bajos de F. antarctica también concuerdan con estudios
previos (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2022). Estudios previos determinaron
la composicion de los compuestos fendlicos; para F. antarctica los principales
compuestos hallados fueron acido galico (3,14 + 0,05 pug/100g peso seco) y
acido p-hidroxibenzoico (6,71 £ 0,25 ug/100g peso seco), mientras que para R.
patagonica fueron acido galico (4,56 + 0,06 ug/100g peso seco), acido p-
hidroxibenzoico (126,42 + 2,16 ug/100g peso seco) y acido p-cumarico (3,41
0,01 ug/100g peso seco) (Jacinto Azevedo et al. 2021; Rugolo et al. 2022).
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La inhibicién de los radicales libres para los extractos de F. antarctica mostré una
tendencia decreciente en el siguiente orden: muestras liofilizadas (con el mejor
% de actividad de inhibicion en los ensayos ABTS e ILP), muestras fresco-
congeladas (con el mejor % de actividad de inhibicién en los ensayos DPPH y
FRAP), y muestras secadas a temperatura creciente. La actividad antioxidante
del extracto metandlico se evalué mediante diferentes ensayos, debido a que
ningun método unico puede proporcionar una evaluacion completa en general
(Thaipong et al. 2016). Los niveles mas altos de compuestos fendlicos en los
hongos tienden a estar correlacionados con una mayor actividad antioxidante
(Tabla 8), como se informé en estudios anteriores (Barros et al. 2007). Esta
relacion sugiere que los compuestos fendlicos presentes en los hongos
contribuyen significativamente a sus propiedades antioxidantes. En este trabajo,
los hongos frescos-congelados vy liofilizados mostraron el mayor contenido de
fenoles y propiedades antioxidantes y, en algunos casos, el deshidratado a 60
°C no mostro diferencias significativas con ellos. De acuerdo con informes
anteriores (Gassecka et al. 2020), el deshidratado generalmente resulta en una
disminucién en el contenido total de fenoles y la actividad antioxidante en
extractos de basidiomas Leccinum scabrum (Bull.) y Hericium erinaceus (Bull.)
Pers., con el nivel mas alto de reduccién de compuestos a 70 °C. Los
antioxidantes naturales, como los compuestos fendlicos, son altamente
susceptibles a la degradacién cuando se exponen a temperaturas elevadas.
Cuando el acido p-hidroxibenzoico, el compuesto principal en F. antarctica y R.
patagonica, sufre descarboxilacion, pierde sus propiedades bioactivas lo cual
puede tener un efecto directo sobre su propiedad antioxidante (Castada et al.
2020). En concordancia con Radzki et al. (2014), quienes estudiaron hongos
comestibles silvestres de Polonia, nuestros ensayos mostraron que el
deshidratado con aire caliente puede tener un impacto positivo o negativo en los
fenoles y la actividad antioxidante respecto de los hongos frescos, dependiendo
del método de medicién antioxidante utilizado y/o la especie de hongo en
cuestion; la ocurrencia de efectos negativos fue mas notable en este método,
respecto de la liofilizacidn. En este ultimo, el deshidratado se realiza a bajas
temperaturas, minimizando el dafio térmico a los nutrientes sensibles al calor, y
por lo tanto, siendo mas efectivo para mantener la actividad

bioactiva/antioxidante (Garcia Amezquita et al. 2016).
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La alta actividad antioxidante de Ramaria patagonica concuerda con
investigaciones previas (Toledo et al. 2016; Rugolo et al. 2022), que lo
posicionan entre los mejores de mas de veinte especies comestibles
patagodnicas. Otras especies de Ramaria, como R. aurea y R. botrytis, también
demostraron tener una alta actividad antioxidante (Barros et al. 2008; Pereira et
al. 2012). Por su parte, F. antarctica, presenté comparativamente con R.
patagonica una menor actividad antioxidante (diferencias significativas en todos
los casos), en acuerdo con estudios anteriores (Toledo et al. 2016; Rugolo et al.
2022), probablemente debido al bajo contenido de fenoles totales en los
extractos de sus basidiomas. En consonancia, los resultados de otra
investigacion con extractos de Fistulina hepatica (hongo filete de carne)
mostraron que exhiben una alta actividad pro-oxidante debido a las cantidades
de acido ascérbico, a pesar de la buena capacidad para actuar como eliminador
del radical DPPH (Ribeiro et al. 2007).

La inhibicién de los radicales DPPH disminuyo del 69 al 24 % para F. antarctica
y del 99 al 81 % para R. patagonica después del deshidratado a 70 °C en
comparacion con las muestras fresco-congeladas. En este sentido, nuestros
resultados coinciden con reportes de fuerte disminucién en la capacidad para
eliminar los radicales DPPH durante el deshidratado a esta temperatura (en
comparacion con los hongos frescos) en las especies H. erinaceusy L. scabrum
(Gasecka et al. 2020), P. colossus (Liaotrakoon et al. 2018), G. frondosa (Sim et
al. 2017) y para P. ostreatus y A. bisporus (Reid et al. 2017). El deshidratado a
60 °C, en cambio, resulté la mejor temperatura dentro de las testeadas para
conservar la capacidad antioxidante para ambas especies. Esto concuerda con
los reportado para P. ostreatus, para el cual 60 °C fue la mejor temperatura para
preservar el contenido de fenoles, antioxidantes y color en las muestras, mientras
que 70 °C afectaron negativamente al TPC (Valiente et al. 2016). Otro trabajo
demostré que el deshidratado a 60 °C de Boletus edulis no causé cambios en la

capacidad antioxidante respecto de los hongos frescos (Jaworska et al. 2014).

Los aminoacidos libres totales aumentan con el secado a 60 °C en comparacion
con otras temperaturas de deshidratado o liofilizado segun lo reportado por Yang
et al. (2019). Esto podria atribuirse a una desnaturalizacion proteica mas efectiva
que a otras temperaturas, dejando disponibles aminoacidos individuales que de

otra forma permaneceran ligados a estructuras proteicas estables. Se ha
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demostrado que los extractos de ciertos hongos comestibles presentaban una
actividad antioxidante atribuida en gran medida a su contenido de aminoacidos
libres (Ferreira et al. 2009, Cheung et al. 2003). Toda esta evidencia junto con
los resultados obtenidos en este capitulo sugiere que el proceso de
deshidratacion a 60 °C podria estar favoreciendo la liberacion de compuestos

fendlicos y aminoacidicos con capacidad antioxidante.

Por otro lado, la liofilizacién es un método muy efectivo a la hora de preservar
los valores de TPC y la capacidad antioxidante de los hongos. Ademas, estudios
previos indican que la capacidad de rehidratacién es mas elevada en hongos
liofilizados en comparacion con aquellos deshidratados por calor (Jaworska et al.
2014; Martinez-Soto et al. 2001), lo que lo convierte en un método ventajoso a
la hora de generar productos de alto valor agregado. Sin embargo, los costos del
proceso de liofilizacidn son elevados debido a los gastos asociados con la
compra y gasto energético del equipo necesario. Se trata de una tecnologia que
puede ser rentable para quienes requieren conservar grandes cantidades de
alimentos, debido a que como se menciono6 anteriormente, conservan la calidad
nutricional y extienden la vida util mucho mejor que otros métodos. En este
sentido, un resultado destacable de este trabajo fue que en algunos casos tanto
el contenido de fenoles como la capacidad antioxidante de las muestras
deshidratadas a 60 °C no mostraron diferencias significativas con las muestras
liofilizadas. Esto podria deberse a que si bien el liofilizado preserva mejor la
estructura tridimensional de las proteinas y otros compuestos susceptibles al
calor, puede no ser tan eficaz en la liberacion de aminoacidos libres u otros
compuestos aromaticos, ya que implica la sublimacion del agua a temperaturas
muy bajas, lo que limita la desnaturalizacion proteica (Dong et al. 2022). Por
estas razones, el deshidratado a 60 °C se recomienda como un método
ventajoso en relacion a otros, por su accesibilidad, menores costos y los buenos

resultados en cuanto a la preservacion de la bioactividad.

Conclusiones

e Las especies de hongos comestibles silvestres analizadas, Fistulina
antarctica y Ramaria patagonica, mostraron un alto contenido de
humedad (90,65% y 91,5% respectivamente), similar a otros hongos

comestibles.
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Ramaria patagonica mostroé un contenido fendlico total significativamente

mayor y una mejor capacidad antioxidante que Fistulina antarctica.

El método de liofilizacion y el deshidratado a 60°C mantuvieron mejor el
contenido de compuestos fendlicos totales y la actividad antioxidante en
ambas especies en comparacion con las otras temperaturas de
deshidratado. Ademas, el porcentaje de reduccion en tamafio después del
proceso de deshidrataciéon fue menor a 60°C en relacion con las otras

temperaturas ensayadas en ambas especies.

Fistulina antarctica experimentd una pérdida significativa de compuestos
fendlicos a todas las temperaturas de deshidratado evaluadas (50 °C, 60
°C y 70 °C) en comparacion con la muestra fresca congelada. Mientras
que Ramaria patagonica sufrid una pérdida significativa de compuestos
fendlicos a 50 °C, 70 °C y mediante liofilizacion, pero el deshidratado a 60
°C no presentd diferencias significativas respecto a la muestra fresca
congelada.

Se recomiendan tanto la liofilizacién como el secado a 60 °C como los
meétodos mas adecuados para estas especies, considerando el
mantenimiento de la bioactividad.

El secado de ambas especies a 60 °C resulta muy conveniente
considerando conjuntamente el tiempo/gasto de energia implicado, la
preservacion de la bioactividad y la simplicidad de la técnica.

La generacion y difusion de material de transferencia resulta fundamental
para la educacion y el desarrollo de buenas practicas para el
aprovechamiento de hongos silvestres comestibles. Este material también
facilita la adopcion de técnicas sostenibles y seguras, contribuyendo a la
conservacion de estas especies y al desarrollo econémico local.
Perspectivas a futuro podrian incluir investigaciones mas detalladas sobre
la cinética de secado de diferentes especies de hongos, utilizando
modelos matematicos avanzados para optimizar las condiciones de
deshidratado.

La hipétesis de que tanto el deshidratado como la liofilizacién de los

hongos silvestres estudiados son métodos efectivos para conservar sus
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propiedades bioactivas ha sido respaldada por los resultados de este
estudio.

Se demostré que mayor temperatura de deshidratacion disminuye el
tiempo de secado y que la mayor temperatura testeada (70 °C) disminuye
los valores de TPC y actividad antioxidante respecto de las otras
temperaturas y del producto fresco.

Se demostré que en algunos casos la temperatura de deshidratacion de
60 °C preservd mejor los TPC y capacidad antioxidante que los hongos

sometidos a un proceso de liofilizacion.
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CAPITULO 4: EFECTO DE LA FERMENTACION ACIDO LACTICA DE
DOS HONGOS SILVESTRES COMESTIBLES DE LA PATAGONIA
ARGENTINA
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CAPITULO 4. Efecto de la fermentacién acido lactica de dos hongos silvestres
comestibles de la Patagonia Argentina.

Resumen del capitulo

El creciente consumo de hongos comestibles se vincula al actual interés por
acceder a alimentos naturales y nutritivos. Fistulina antarctica es un hongo
comestible de cosecha otonal exclusiva que se consume fresco o procesado
fuera de temporada, mientras que Cyttaria harioti fructifica en primavera y tiene
un alto registro de uso tradicional. La vida util de los hongos puede prolongarse
por deshidratado, enlatado, escaldado y congelado. Una alternativa, es la
elaboracién de fermentos en los cuales la materia prima es fermentada por
levaduras y bacterias lacticas (BAL). El objetivo de este trabajo fue evaluar el
proceso de fermentacion de los cuerpos fructiferos de Fistulina antarctica y
Cyttaria harioti, incorporando distintas cepas de BAL (aisladas de flores y frutas
de la Patagonia y de granulos de kéfir) para optimizar el proceso, prolongar su
vida postcosecha, aumentar la concentracion de compuestos fendlicos y
preservar/mejorar sus cualidades organolépticas. Para ello, los hongos fueron
lavados, cortados (1 cm aproximadamente), blanqueados o no (frescos;
fermentacion espontanea) y sumergidos en una solucion estéril de sacarosa
(2%, p/v) y NaCl (2%, p/v). Los hongos blanqueados fueron inoculados al 2%
(v/v) con Lactocaseibacillus paracasei GB6 (frutos) y K4 (kéfir) o Leuconostoc
citreum F4 (flores). Todos fueron incubados a 20°C durante 7 dias y conservados
a 4°C durante 30 dias. Como control se usaron hongos frescos (fermentacién
libre) y blanqueados sin inocular. El pH inicial disminuyo luego de la fermentacion
para ambas especies y se mantuvo constante durante la vida postcosecha. Las
BAL inoculadas crecieron entre 1,0 y 1,7 U log para F. antarctica y entre 0,7 y
1,41 para C. hariotiluego de 7 dias de incubacion, siendo mayores los recuentos
para GB6 (9,1 y 8,14 log ufc/ml para F. antarctica 'y C. harioti respectivamente).
Luego de 30 dias de almacenamiento los recuentos de BAL en F. antarctica
disminuyeron principalmente en los hongos frescos (fermentacion libre) y
blanqueados (6,63 y 7,19 log ufc/ml, respectivamente), observandose una mayor
sobrevida en el caso de los hongos inoculados con GB6 (8,9 log ufc/ml). Para C.
harioti los recuentos en GB6 y F4 aumentaron a los 30 dias (9,01 y 8,12
respectivamente). En todos los casos en F. antarctica se observo la presencia

de levaduras, aunque soélo en la fermentacion espontanea (hongos frescos)

131



crecieron luego de 15 dias de almacenamiento (1,01 U log), disminuyendo a los
30 dias y alcanzando valores similares a los de los hongos blanqueados e
inoculados. En C. harioti solo se detectaron levaduras para los tratamientos
frescos y blanqueados. El uso de las diferentes cepas no produjo ningun impacto
significativo (p>0,05) en el contenido total de fenoles en F. antarctica, mientras
que para C. harioti todos los valores aumentaron en los tratamientos inoculados.
En cuanto al color y apariencia, los hongos inoculados mostraron mejores
caracteristicas (colores mas claros y menor turbidez); mientras que la textura fue
mejor cuando fueron fermentados con GB6. En cuanto al sabor las mejores
valoraciones fueron obtenidas para los hongos fermentados con GB6 y F4. Las
bacterias acido lacticas testeadas en este trabajo demostraron ser efectivas en
el proceso de fermentacion y podrian utilizarse como cultivos iniciadores para
prolongar la vida postcosecha tanto de F. antarctica como de C. harioti mediante

fermentacion lactica.

Palabras clave: Cyttaria, lengua de vaca, Fistulina, bacterias acido lacticas,

levaduras, conservacion, postcosecha.

Introduccién
El consumo global de Hongos Silvestres Comestibles (HSC) ha experimentado

un aumento en los ultimos afos debido a su significativo potencial en futuras
cadenas de valor relacionadas con los bosques. Estos hongos realizan valiosas
contribuciones tanto a la nutricibn humana como al mundo culinario (Pérez
Moreno et al. 2021). Dentro de la gran diversidad de especies de hongos
comestibles, como se ha mencionado en otros capitulos, se han reconocido
especies de hongos especificas por su rica tradicion de uso (Molares et al. 2019),
caracteristicas sensoriales excepcionales (Barroetavefna et al. 2020;
Barroetavefia et al. 2024) y perspectivas econdmicas prometedoras
(Barroetavena y Pildain 2020). Entre ellas, especies de los géneros Fistulina y
Cyttaria registran las mayores valoraciones en cuanto a su importancia cultural
(Molares et al. 2019). Sin embargo, su fructificacion es estrictamente estacional
y la duracion de la temporada es muy variable de acuerdo a las condiciones
particulares de cada afio (Toledo et al. 2014), lo que implica que la cosecha debe
realizarse intensivamente en los momentos precisos de mayor oferta. Por otra
parte, dado que los hongos tienen contenidos muy altos de humedad (entre 80 y

90% de su peso fresco) y poseen texturas fragiles, son susceptibles a la
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degradacion microbiana y a danos fisicos y mecanicos durante el periodo
postcosecha, lo cual determina una vida util para el consumo y la
comercializacién extremadamente limitada (Kotwaliwale et al. 2007). La
fermentacién lactica de hongos comestibles representa un medio doméstico
economico y efectivo de preservacion con una larga historia y tradicion,
especialmente en las culturas de Asia Oriental como China y Corea (Jabtoriska-
Rys$ et al. 2016, 2019). Estos productos hacen parte integral de la dieta y la
cultura culinaria de estas regiones. En tiempos recientes, ha habido un creciente
interés en este método debido a sus potenciales beneficios para la salud (Yi et
al. 2021). Este proceso de preservacion de alimentos depende de la accién de
bacterias lacticas, que convierten los azucares en acido lactico (Wood 1997,
Pescuma et al. 2008). El acido lactico reduce el pH de los alimentos, volviéndolos
inhdspitos para bacterias patdgenas y otros microorganismos que podrian
causar deterioro o enfermedades transmitidas por alimentos. Numerosos
estudios mencionan que la fermentacion lactica no solo conserva los hongos,
sino que también puede mejorar sus propiedades nutricionales y funcionales. Se
ha demostrado que puede puede aumentar el contenido de proteinas y
compuestos fendlicos, y mejorar la digestibilidad del producto alimenticio (Zheng
et al. 2018), dado que las bacterias acido lacticas degradan macronutrientes
como carbohidratos y proteinas, lo que resulta en alteraciones en la composicion
nutricional de la matriz alimentaria (Tao et al. 2022). Este proceso genera como
resultado la biotransformacion de los alimentos y conlleva la liberacion de
péptidos antioxidantes y la alteracién de los compuestos fendélicos (Summer et
al. 2024) (Fig. 37). Ademas, los hongos fermentados son considerados una
valiosa fuente de probidticos, que tienen el potencial de mejorar la digestion,
fortalecer el sistema inmunolégico y reducir el riesgo de enfermedades cronicas
(Jabtoniska-Rys et al. 2020).
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Condiciones:

BENEFICIOS @

Anaerobiosis Fermentacién
Temperatura controlada. P
lactica '
\L Conservacion:
S Prolonga vida util
Producto: --.=—- e
Acido lactico. P N",'t"c'on:_
‘ Mejora perfil
- i , \ antioxidante y la
! \OHK\C)H Gy biodisponibilidad de
@ nutrientes
\l/ Bacterias Producto Final
Efectos: dcido lacticas Mejora caracteristicas
Reduccion del pH (BAL) sensoriales

Inhibicién de patégenos Seguridad alimentaria

Fig. 37- Esquema general del proceso de fermentacion lactica y sus beneficios.

Los factores clave que influyen en la fermentacion, ademas de la matriz
alimentaria, son la temperatura, la concentracion de sal y el tiempo de
fermentacion. El monitoreo y control de estos parametros es crucial para obtener
las caracteristicas deseadas del producto final. EI pH es un indicador clave del
progreso de la fermentacion; su reduccion refleja el aumento del contenido de
acido lactico y constituye un factor importante para la prolongacion de la vida util
del producto y la seguridad microbiana (Liu et al. 2016; Jabtonska-Rys et al.
2016). Las bacterias lacticas, junto con las levaduras y mohos, son comunmente
reconocidas como las principales categorias de microorganismos que participan
activamente en el proceso de fermentacion (Zheng et al. 2017). Las levaduras
desempefian un papel importante en las fermentaciones de alimentos,
contribuyendo a la produccién de compuestos aromaticos y texturales que
mejoran la calidad sensorial y nutricional de productos como el pan, el vino y la
cerveza (Hutkins 2008). El aislamiento e identificacion de los microorganismos
asociados y su evolucion durante la fermentacién es indispensable para
optimizar y controlar el proceso, garantizar la seguridad alimentaria, y mejorar la
calidad del producto final, ademas de aportar valiosa informacién cientifica y

biotecnoldgica (Cocolin & Ercolini 2007).

Existen dos tipos de fermentaciones: las controladas y las libres o espontaneas.
Estas ultimas dependen de los microorganismos presentes de manera natural
en la materia prima. Sin embargo, cuando son efectivas, pueden generar
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calidades y caracteristicas del producto final variables e impredecibles. Por otra
parte, en ocasiones las fermentaciones libres con hongos frescos pueden dar
lugar a caracteristicas organolépticas no deseadas o al desarrollo de
microorganismos deteriorantes. Las fermentaciones controladas, en
contraposicion, utilizan cultivos iniciadores especificos, lo que permite un control
mas preciso sobre los parametros de fermentacion y asegura una mayor calidad
del producto final (Pescuma et al. 2008). El uso de cepas de bacterias acido
lacticas (BAL) seleccionadas garantiza un proceso repetible y produce un
producto terminado con alta calidad sensorial. En el caso de la fermentacion
lactica de hongos, el uso de cultivos iniciadores especificos no solo mejora la
seguridad y la calidad del producto, sino que también puede maximizar los
beneficios funcionales y nutricionales, optimizando el proceso de fermentacion
para la obtencién de productos mas saludables y de alta calidad (Liu et al. 2016).
Por ello, la fermentacién lactica de hongos comestibles es una tecnologia
prometedora para la produccion de alimentos funcionales, suplementos
nutricionales y productos nutracéuticos (Perveen et al. 2023). Esta tecnologia no
solo preserva la calidad y seguridad de los hongos, sino que también potencia
sus beneficios para la salud, representando un avance significativo en la ciencia
de los alimentos y la nutricion. La mayor parte de la materia seca de los hongos
comestibles (del 35% al 70%) son carbohidratos (Guillamén et al. 2010), lo que
constituye el ingrediente mas importante para el uso de los hongos como materia
prima en el proceso de fermentacion lactica. Los carbohidratos fungicos incluyen
mono Yy disacaridos, alcoholes de azucar, polisacaridos (incluyendo glucanos),
glucégeno y quitina. En este sentido, estudios previos han demostrado que los
carbohidratos son el nutriente mas abundante en varias especies de hongos
silvestres de Patagonia, destacandose Fistulina antarctica y Cyttaria harioti por
tener algunos de los valores mas altos, mientras que en términos de contenido
de azucares totales F. antarctica relvelo los valores mas altos (Toledo et al. 2016;
Rugolo et al. 2022).

Por lo antes expuesto, este capitulo busca indagar sobre el proceso de
fermentacién lactica controlada de Fistulina antarctica y Cyttaria harioti, dos
especies endémicas, culturalmente paradigmaticas, ampliamente distribuidas y
disponibles en los bosques de Nothofagus de Patagonia, como herramientas
para aprovechar su abundante fructificacion estacional, agregarles valor y

sostener su oferta fuera de temporada.
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Objetivos
e Evaluar el curso del proceso de fermentacién controlada de

ambas especies basado en la evaluacién del pH, y recuentos
microbiolégicos de bacterias acido lacticas y levaduras en las
materias primas, productos intermedios y finales.

e Evaluar el contenido de compuestos fendlicos y la actividad
antioxidante de las materias primas, productos intermedios y
productos finales.

e Aislar e identificar bacterias acido lacticas y levaduras en los

diferentes tiempos de fermentacién.

e Evaluar las propiedades organolépticas de los productos
fermentados
Hipoétesis
1 El pH de las fermentaciones disminuira con el tiempo y cambiara de acuerdo a

las bacterias inoculadas.

2 Las bacterias inoculadas permanecen viables a lo largo del proceso de

fermentacion.

3 Los valores de compuestos fendlicos y capacidad antioxidante variaran con las

cepas inoculadas y seran mayores que en el hongo fresco.

4 El proceso de fermentacion en los hongos genera productos seguros, con

mejorada capacidad antioxidante y caracteristicas sensoriales aceptables.

Materiales y métodos

Materias primas
Los cuerpos fructiferos frescos de los hongos Fistulina antarctica y Cyttaria

hariotii fueron recolectados en el Parque Nacional "Los Alerces" y procesados

dentro de las 6 h posteriores a la cosecha.
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Fig. 38 — Muestras de los hongos silvestres comestibles estudiados. (A)
Fistulina antarctica (B) Cyttaria hariotii.

Preparacion de cultivos iniciadores
Se utilizaron tres cepas de bacterias acido lacticas (BAL): Lacticaseibacillus

paracasei Collins (K4) aislada a partir de granos de kéfir, Leuconostoc citreum
Weiss (F4) y Lacticaseibacillus casei Jensen (GB6) ambas aisladas de frutos y
flores de Berberis microphylla Forster (calafate), respectivamente. Las cepas
fueron provistas por el equipo de trabajo liderado por la Dra. Micaela Pescuma

(coleccion personal).

Preparacién de los hongos fermentados
Antes de la fermentacion los hongos se limpiaron y se lavaron en agua fria, luego

se cortaron en laminas de aproximadamente 1 cm de espesor para luego
blanquearlos (escaldarlos) en agua hirviendo (96 - 98 °C) durante 2 min (Fig.
39). Se colocaron 100 g de los hongos en frascos de vidrio de 500 ml a los cuales
se les agrego un 2% de NaCl (p/p) y un 2% de sacarosa con una relacion solido-
liquido de 2:1 (p/v). Se afiadieron los cultivos iniciadores (F4, K4 y GB6) con una
poblacion inicial de BAL de aproximadamente 7,00 log cfu/ml (ver recuento
microbiano) y las mezclas se incubaron a 20 °C durante 7 dias en condiciones

anaerdbicas.
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Fig. 39 - Proceso de preparacion de los hongos fermentados.

Ademas, se realizaron como controles un tratamiento de fermentacion libre
(hongos frescos sin blanquear y sin anadir cultivo iniciador) y un tratamiento
donde se aplicdé un blanqueado pero sin agregado de cultivo iniciador

(blanqueado) (Fig. 40). Todas las fermentaciones se realizaron por triplicado.
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Fig. 40 - Esquema general sobre el disefio experimental seguido en el proceso
de fermentaciones. Se muestran los cinco tratamientos realizados:
fermentacién libre, blanqueado y fermentaciones controladas inoculadas con
los tres cultivos iniciadores.

Recuento microbiano y determinacion de pH
De cada frasco se tomd 1 ml de jugo de hongos fermentados extraido de forma

esterilizada, que se resuspendié en 0,10% (p/v) de solucion fisiologica estéril
para realizar posteriormente al menos cinco diluciones seriadas. La presencia de
bacterias lacticas se determin6 en agar MRS (Peptona de carne 10 g; Extracto
de levadura 5 g; Glucosa 20 g; Fosfato Dipotasio 2 g; Acetato de Sodio 5 g;
Citrato Triamonio 2 g; Sulfato de Magnesio 0,2 g; Sulfato de Manganeso 0,05 g;
Agar-agar 10 g (Férmula por litro) pH final: 6,5 + 0,2) suplementado con
cicloheximida (0.1 g/L) (Fig.41a). La presencia de levaduras y mohos se
determin6é sembrando en agar YPD (Extracto de levadura 10 g; Peptona 20 g;
Dextrosa 20 g y Agar 15 g (Férmula por litro) pH final: 6,5 £ 0,2) con cloranfenicol
(0,1 g/L) (Fig.41b).
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Fig. 41 - Cultivo de bacterias acido lacticas en medio MRS (A) y levaduras en
YPD (B).

Las placas MRS se incubaron a 30 °C durante 2-3 dias y las placas YPD a 25
°C durante 2 dias. Luego de la incubacion se realizé el conteo de colonias
visibles en las placas (Fig. 42). Se registrd el numero de colonias y se calculé la

concentracion original de microorganismos usando la siguiente formula:

UFC/ml = Numero de colonias contadas x Factor de dilucion

Volumen inoculado en mL

Los resultados se presentan en logaritmo base 10 para simplificar la
interpretacion de datos microbiolégicos. Los recuentos microbioldgicos se
llevaron a cabo enlos dias 0y 7 (TO y T7) de la fermentacion y después de 15y

30 dias (T15 y T30) de almacenamiento refrigerado.
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Fig. 42 - Conteo en placas de bacterias acido lacticas cultivadas en MRS.

Se monitoreod la evolucion del pH enlos dias 0y 7 (TO y T7) de la fermentacion
y después de 15y 30 dias (T15 y T30) de almacenamiento refrigerado (Figs. 43
y 44).
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Fig. 43 - Fermentaciones de F. antarctica en diferentes tiempos: antes de la
fermentacién (A), alas 24 h (B) y a los 7 dias (C).
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Fig. 44 - Fermentaciones de C. harioti en diferentes tiempos: antes de la
fermentacién (A), alas 24 h (B) y a los 7 dias (C).

Cuantificacion del contenido total de fenoles
Los compuestos fendlicos totales se determinaron en las muestras fermentadas

de 0y 7 dias (TO y T7) mediante el método descrito por Singleton, Orthofer y
Lamuela-Raventds (1999), con algunas modificaciones. En resumen, 10 yL de
los hongos fermentados licuados se diluyeron a un volumen final de 1 mL con
agua destilada, y se agregaron 100 yL del reactivo Folin-Ciocalteu (diluido 1:2
en agua destilada). Las mezclas de reaccion obtenidas se mantuvieron 2 min en
la oscuridad a temperatura ambiente. Luego, se afiadieron 400 yL de Na2CO3 al
15,90% (p/v) y las muestras se incubaron a temperatura ambiente en la
oscuridad durante 20 min. Se llen6é una microplaca de 96 pocillos con 200 pL de
cada muestra y se leyo la absorbancia a 765 nm en un espectrofotometro de
microplacas Multiskan Sky High (Thermo Scientific, Waltham, Massachusetts,
EE. UU). Los valores obtenidos se correlacionaron con una curva de calibracion
predeterminada de acido galico (R?>=0,98) y se expresaron en mg de equivalente
de acido galico (GAE) por 100 mL (mg GAE/100 mL).
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Actividad antioxidante
La capacidad antioxidante total de los hongos fermentados a 0 y 7 dias de

fermentacion se determind mediante la aplicacion de una actividad mejorada de
captacion de radicales DPPH y el método de decoloracion del cation radical
ABTS. La actividad de captacion de radicales ABTS se determiné utilizando el
meétodo reportado por Ggsecka et al. (2015) con algunas modificaciones.
Brevemente, se afiadieron 200 pL de solucién de ABTS ajustada a 20 yL de cada
extracto. Luego, la mezcla se incubo a 23 °C durante 10 min y la absorbancia se
midié inmediatamente a 734 nm. Los controles contenian 50 pyL de agua
destilada. La actividad de captacion de radicales ABTS (RSA) se calculd

mediante la ecuacion:

ABTS RSA (%) = [(A0 — A1) / AO] x 100

A1 es el valor de absorbancia de la solucidn con diferentes concentraciones de

muestras. AO es el valor de absorbancia de la solucion ABTS sin muestras.

La capacidad de captacién de radicales 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) se
evaluo segun el método modificado de Blois (1958). En resumen, se prepard una
solucion de 0,06 mM de DPPH en alcohol metilico y se afiadieron 270 uL de esta
solucion a 30 uL de extracto etandlico de especies de hongos en una placa de
96 pocillos. La mezcla se agitd vigorosamente y se dejé reposar a temperatura
ambiente durante 60 min. Luego, se midié la absorbancia a 515 nm. El efecto de

captacion de radicales DPPH se calcul6 de la siguiente manera:

DPPH RSA (%) = (A0 — A1)/A0 x 100

donde A1 es el valor de absorbancia de la solucion con diferentes muestras y A0

es el valor de absorbancia de la solucion DPPH sin muestras.

Andlisis estadistico
Todas las variables medidas hasta aca reflejan los resultados de tres

repeticiones para todos los ensayos realizados. Los resultados se expresaron
como valores medios y desviacion estandar (DE). El analisis de la varianza se

realiz6 mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA), y las diferencias
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entre las medias de las muestras se analizaron mediante la prueba de Tukey con
un nivel de significancia del 0.05.

Aislamiento e investigacion genotipica de BAL

Las BAL presuntivos (al menos 5 colonias con el mismo color, morfologia, borde,
superficie y elevacién) se recogieron de agar MRS. Los aislados se purificaron
mediante subcultivo sucesivo y la pureza se verifico microscépicamente. Los
gram positivos (método de KOH de Gregersen) se almacenaron en caldo con un
20% (v/v) de glicerol a -18 °C hasta su posterior uso. EI ADN gendémico total se
extrajo siguiendo el protocolo de extraccion de CTAB (bromuro de cetil trimetil
amonio) modificado de Doyle y Doyle (1990) tal como se explico en el Capitulo
1 de la tesis (pag. 32). Los pellets de ADN se secaron al aire y se volvieron a
suspender en 70 yL de agua ultrapura. La integridad del ADN se examino en
geles de agarosa al 0,8%. La diferenciacion de cepas se realiz6 mediante el
analisis de RAPD-PCR (PCR de amplificacion al azar de ADN polimdrfico) en
reacciones de 25 pyL con cebadores individuales P16, M13 y M14 (Ellis et al.
1999). Un cultivo representativo para cada grupo se amplifico y analizé6 mediante
secuenciacion del gen 16S ARNr utilizando el par de cebadores 27F y 1492R
(Weisburg et al. 1991) segun lo descrito por Francesca et al. (2016). Los
componentes de la reaccion incluian: cebadores 10 mM (0,5 L), MasterMix
(Promega, Madison, WI, EE. UU.) (12,5 uL), 1 yL de ADN como molde y agua
purificada para completar el volumen final de 25 L. Las reacciones de PCR se
realizaron en un termociclador (MyCycler™, BioRad) de la siguiente manera:
desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalizaciéon 95
°C durante 30 s, annealing a 50 °C durante 1 min, extension a 72 °C durante 2,5
min, seguido de una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de
PCR se purificaron y secuenciaron en MACROGEN (Seul, Corea del Sur). La
asignacion taxondmica se realizé contrastando las secuencias obtenidas en la
base de datos GenBank mediante el algoritmo BLAST. Se utilizé la herramienta
en linea del sitio web del Centro Nacional para la Informacién Biotecnolégica de
los Estados Unidos NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) (Altschul et al., 1997)
seleccionando la opcién de busqueda de nucleétido-nucledtido (Standard
Nucleotide BLAST). Los consensos entre el 90-98 % de identidad se
consideraron coincidencias a nivel de género, mientras que las identidades por

encima del 98 % se trataron como coincidencias a nivel especifico.
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Aislamiento e identificacion genotipica de levaduras
Las levaduras se aislaron del medio YPD. La extraccion de ADN se realiz6 como

se detallé anteriormente para bacterias. Todos los aislamientos seleccionados
se agruparon preliminarmente mediante analisis de polimorfismo de longitud de
fragmentos de restriccion (RFLP) de la region, siguiendo a Esteve-Zarzoso et
al. (1999). Para ello, primero se realiz6é una PCR que contenia: 0,5 yL de cebador
ITS1 (10 mM), 0,5 uL de cebador ITS4 (10 mM), MasterMix (Promega, Madison,
WI, EE. UU.) (12,5 pL); 1 pyL de ADN como molde y agua purificada para
completar el volumen final de 25 pL. Las reacciones de PCR se realizaron en un
termociclador (MyCycler™, BioRad) de la siguiente manera: desnaturalizaciéon
inicial a 95 °C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C durante 1
min, temperatura de anneling a 55,5 °C durante 2 min y extensién a 72 °C
durante 2 min y una extension final a 72 °C durante 10 min. Luego, los productos
de PCR se digirieron con las endonucleasas de restriccion Cfol, Haelll y Hinff
(Boehringer Mannheim) utilizando la siguiente reaccién (volumen final 20 uL):
enzima de restriccion (0,5 yL); solucion buffer 10X (2 yL); ADN amplificado (15
pL). Un aislamiento por grupo se identificd a nivel de especie mediante la
secuenciacion de la regién D1/D2 con los cebadores NL1 y NL4 (Kurtzman &
Robnett 1997). Los componentes de la reaccion incluian: cebadores 10 mM (0.5
pL), MasterMix (Promega, Madison, WI, EE. UU.) (12,5 uL), 1 uL de ADN como
molde y agua purificada para completar el volumen final de 25 pL. Las reacciones
de PCR se realizaron en un termociclador (MyCycler™, BioRad) de la siguiente
manera: 95 °C durante 2 min, 35 ciclos de 94 °C durante 60 seg, 55,5 °C durante
1 min, 72 °C durante 2 min, seguido de 72 °C durante 10 min. Los productos de
PCR se separaron en un gel de agarosa al 1,2% tefiido con GelRed Nuclein Acid
Stain (Biotium Inc., Hayward, CA, USA), y las bandas se visualizaron bajo
iluminacién UV. Los productos de PCR se purificaron y secuenciaron en
Macrogen (Seul, Corea del Sur). La asignacion taxondmica se realizé como se

explicoé anteriormente para las BAL.

Evaluacion sensorial
Las evaluaciones sensoriales se realizaron sobre las fermentaciones controladas

(fermentadas por 7 dias y almacenadas por 18 dias) utilizando una prueba
afectiva para determinar la aceptabilidad (grado de gusto o disgusto) del
producto (Liria 2007). Se utilizé un panel no entrenado constituido por 5 personas
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del Centro de Investigacion CIEFAP. Las muestras fueron codificadas con
numeros aleatorios y se asignaron calificaciones de aceptabilidad para
apariencia, sabor, textura y color en una escala hedonica de 9 puntos (9 = gusta
extremadamente, 5 = ni gusta ni disgusta, 1 = disgusta extremadamente)
siguiendo la metodologia de Jabtonnska-Rys et al (2016) (Fig. 45). Los resultados
se analizaron calculando un promedio de las valoraciones junto con el desvio
estandar y se realizé un analisis de Kruskal-Wallis para detectar diferencias
significativas entre los hongos fermentados con BAL. Las diferencias entre las
medianas de las muestras se analizaron mediante comparaciones de a pares

utilizando el Software InsoStat (Version 2008).

Nombre

Fecha:

Indique el grado en que le gusta o le disgusta cada atributo de cada muestra
puntaje categoria puntaje categoria

1 me disgusta extremadamente | 6 me gusta levemente
me disgusta mucho

me gusta moderadamente

me disgusta moderadamente me gusta mucho

wle|~

2

3

4 me disgusta levemente

5 no me gusta ni me disgusta

me gusta extremadamente

calificacién para cada atributo

muestras olor color sabor textura
GB6
F4
K4
Frescos

Blangueados

Fig. 45 - Evaluacion sensorial: Ficha de escala de aceptabilidad utilizada (A);
Muestras de hongos fermentados listos para ser evaluados por el panel no
entrenado (B).

Resultados
Determinacién del pH y recuento microbioldgico

Para las fructificaciones fermentadas de Fistulina antarctica, el valor inicial de pH
oscilé entre 4,9 y 4,98; después de 7 dias de fermentacion todas las cepas
inoculadas redujeron aproximadamente 1,2 unidades de pH (Fig. 46a). Las
fructificaciones fermentadas de Cyttaria harioti presentaron valores iniciales de
pH entre 6,2 y 6,7, y después de 7 dias de fermentacion, todos los tratamientos
disminuyeron en promedio aproximadamente 2,9 unidades de pH (Fig. 46b). La
capacidad acidificante de las cepas BAL no mostré diferencias significativas
(p>0,05) después de 7 dias de fermentacion en F. antarctica pero si en C. harioti
(Tabla 10). La cepa GB6 mostré la mayor capacidad acidificante (ApH = 1,34 y
3,08 para F. antarctica y C. harioti, respectivamente) con valores de pH

significativamente menores en ambas especies. Por otro lado, la cepa F4 mostré
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la mas baja capacidad acidificante (ApH = 1,13 y 2,84 para F. antarctica. y C.

harioti, respectivamente).
5.5
A
4.54
I
Q
4.04
3.54
Fresco
30 . . Blanqueados
0 10 20 30 GB6
8
B - K4
- F4

L B4
e |

0 y T
0 10 20 30

Tiempo (dias)

Fig. 46. Efecto del proceso de fermentacién lactica sobre el pH en: (A) Fistulina
antarctica, and (B) Cyttaria harioti.
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Tabla 10 — Medicién de pH en los diferentes tratamientos a los distintos tiempos
del proceso de fermentacion y almacenamiento.

pH

Tiempo (dias)

0 7 15 30

Fistulina antarctica

Tratamientos

Fresco 490+0,05a 3,71+0,14a 3,79+0,10a 3,93 +0,07b
Blanqueado 493+0,5a 3,74+0,13a 3,78%+0,14a 3,87 +£0,09ab
GB6 493+0,05a 3,52+0,11a 3,47+0,15a 3,56+ 0,07a
K4 498+0,2a 3,68+ 0,70a 3,75+0,13a 3,76 + 0,06ab
F4 496+0,17a 3,73+ 0,14a 3,61+0,15a 3,83 +0,07ab
Cyttaria harioti
Fresco 6,24 + 0,14a 3,58 +0,11ab 3,61+ 0,07ab 3,69 + 0,04a
Blanqueado 6,70+ 0,12a 4,00+ 0,12ab 3,94 +0,06c 3,94 + 0,05b
GB6 6,58 +0,13a 3,47+0,10a 3,43+0,05a 3,50+ 0,04a
K4 6,73+ 0,14a 3,54+ 0,11ab 3,54 + 0,07ab 3,54 + 0,03a
F4 6,74 +0,14a 3,79+ 0,12ab 3,83 £ 0,06bc 3,91 + 0,04b

* Las diferencias delos valores medios acada tiempo entre los diferentes tratamientos
indicados con diferentes letras son estadisticamente significativas (p<0,05).

Recuento microbiano
El recuento de bacterias lacticas viables aumenté rapidamente al principio del
proceso de fermentacion y luego se mantuvo estable (Fig. 47) en todos los casos
para ambas especies. La poblacién inicial de bacterias lacticas de los hongos
blanqueados fue baja (3,75 y 4 log cfu/ml para F. antarctica y C. harioti,
respectivamente),

aumentando bruscamente a 84 y 6,96 log cfu/ml,

respectivamente en 7 dias. Esto fue similar a lo observado en la fermentacion de
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hongos frescos, con 5,56 y 4,68 log cfu/ml al inicio, y un aumento a 8,08 y 7,37
log cfu/ml luego de 7 dias, para F. antarctica y C. harioti, respectivamente.

Las bacterias lacticas inoculadas crecieron entre 1,0 — 1,7 y 0,76 — 1,4 U luego
de 7 dias de incubacion para F. antarctica y C. harioti respectivamente. Los
recuentos fueron mas altos para GB6 en ambas especies (9,13 y 8,14 log cfu/ml
para F. antarctica y C. harioti, respectivamente). Como era esperable, la cepa
GB6, con valores de pH mas bajos, arroj6 los mayores recuentos. En F.
antarctica si bien a los 7 dias no hubo diferencias significativas entre los
tratamientos frescos, blanqueados e inoculados, se observé una supervivencia
significativamente mayor a los 30 dias en los tratamientos inoculados vy
blanqueados con respecto al fresco (Tabla 11). Para los tres procesos de
fermentacién con bacterias inoculadas, en ambas especies estudiadas, se
alcanzd una poblacion satisfactoria de bacterias lacticas (>7 log cfu/ml) durante
los 30 dias de almacenamiento. Este resultado también se observo en los
tratamientos de blanqueado para F. antarctica y frescos y blanqueados en C.

harioti.
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Tabla 11 — Recuentos de BAL en los diferentes tratamientos a los distintos tiempos del
proceso de fermentacion y almacenamiento.

BAL (log cfu/ml)

Tiempo (dias)

0 7 15 30
Fistulina antarctica
Tratamientos
Fresco 566+0,28b 8,08 +0,3a 7,84 +0,29ab 6,63 + 0,3a
Blanqueado 3,75 +0,3a 8,47 £0,38a 7,90+ 0,28ab 7,19 £ 0,45ab
GB6 7,39+0,27¢c 9,13 £0,31a 9,12+0,2b 8,89+ 0,3b
K4 748+0,31c 8,95 +£0,32a 8,94 +0,29ab 8,45+ 0,37ab
F4 6,82+0,2bc 7,81+0,35a 7,65%0,3ab 7,34 + 0,29ab
Cyttaria harioti
Fresco 4,68 £ 0,4ab 737+05a 7,91+0,12a 7,57 £0,14a
Blanqueado 4,00 £ 0,6a 6,96 +05a 7,83+0,15a 7,68 £ 0,17ab
GB6 6,94 + 0,6b 8,14+0,69a 8,85+0,1b 9,01 £ 0,16¢c
K4 6,19+ 0,49ab 7,60+0,56a 8,57 +0,15b 8,51+ 0,17bc
F4 6,76 +0,6ab 7,49+049a 7,75%0,1a 8,12+ 0,1ab

* Las diferencias entre los valores medios de cada tiempo en los diferentes tratamientos
indicados con diferentes letras son estadisticamente significativas (p<0,05).

En relacién a las levaduras, en Fistulina antarctica se observd su presencia en

todos los tratamientos (Tabla 12), aunque sdlo en los hongos frescos crecieron

después de 15 dias de almacenamiento (1,01 U log), disminuyendo después de

30 dias y alcanzando valores similares a los de hongos blanqueados e

inoculados con bacterias lacticas. A los 30 dias de almacenamiento los

tratamientos blanqueados y GB6 también bajan, mientras que K4 y F4 muestran

un leve aumento en los recuentos, sin embargo no se detectaron diferencias

significativas en ninguno de los casos (Tabla 12). Para los hongos fermentados
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de C. harioti, solo se detectaron levaduras en los tratamientos frescos (3,01 U
log) y blanqueados (3,61 U log) durante los 30 dias de seguimiento, y no se
detectd crecimiento en los tratamientos inoculados con bacterias lacticas (Fig.
48). Los recuentos entre los tratamientos frescos y blanqueados arrojaron
diferencias significativas desde el inicio hasta los 15 dias del proceso,
posteriormente, ambos alcanzaron valores similares sin diferencias

significativas.

Tabla 12 — Recuentos de levaduras en los diferentes tratamientos a los distintos tiempos
del proceso de fermentacién y almacenamiento.

Levaduras (log cfu/ml)

Tiempo (dias)

0 7 15 30
Fistulina antarctica

Tratamientos
Fresco 4,87 + 1,08a 5,03 £+1,52a 6,02+0,09a 4,00+ 0,01a
Blanqueado 4,17 £ 0,76a 5,00 £1,51a 3,95%0,07a 3,85+ 0,21a
GB6 3,65+ 0,62a 500+1,51a 490+1,41a 3,42+ 0,26a
K4 4,69 + 0,76a 443 +0,87a 4,19+041a 4,62+ 1,25a
F4 4,26 + 0,62a 500+1,51a 3,96+0,26a 5,02+ 0,59a

Cyttaria harioti

Fresco 4,51 +0,09a 6,74+0,15a 6,74 +0,15a 7,52 £ 0,14a
Blanqueado 2,55+0,11b 511+0,15b 512+0,15b 6,16 +0,12a

* Las diferencias entre los valores medios indicados con diferentes letras en cada columna
son estadisticamente significativas (p<0,05).
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Fig. 47 - Efecto del proceso de fermentacion en el crecimiento de bacterias
acido lacticas en (A) Fistulina antarctica, y (B) Cyttaria hariotii.

153



A
i}
£
3
)
e
c
°
=
Q
o
O 2_
Fresco
. Blanqueados
0 10 20 30 GB6
F4

Creciemiento (cfu/mL)
LN

0 I ) I ) I
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (dias)

Fig. 48 - Efecto del proceso de fermentacién en el crecimiento de levaduras en
(A) Fistulina antarctica y (B) Cyttaria harioti.

Contenido total de fenoles y actividades antioxidantes
Los cuerpos fructiferos de F. antarctica mostraron TPC mas altos que C. harioti,

con valores de 546,69 frente a 251,33 mg de GAE/100 ml, respectivamente
(Tabla 13). El proceso de blanqueo contribuyd a una disminucién significativa
(p<0,05) en el contenido de fenoles en los cuerpos fructiferos de ambos hongos,
evidenciado por los valores significativamente mas altos del tratamiento sin
blanqueo. El proceso de fermentacion lactica no tuvo un efecto significativo
(p>0,05) en el TPC de los cuerpos fructiferos fermentados, en comparacién con
los hongos blanqueados sin inocular. El uso de las diferentes cepas no produjo

ningun impacto significativo (p>0,05) en el contenido total de fenoles en F.
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antarctica, mientras que para C. harioti todos los valores aumentaron en los
tratamientos inoculados y fueron mas altos en las muestras fermentadas con F4

y K4, que mostraron valores no significativamente diferentes al fresco.

Tabla 13. Contenido de compuestos fendlicos totales y actividad antioxidante de F. antarcticay C.
harioti para todos los tratamientos, antes y después de la fermentacion.

TPC (mg/ GAE/100m!l) ABTS (% de inhibicion) DPPH RSA (% de inhibicién)

TO T7 TO T7 TO T7

F. antarctica
Fresco 546,69+ 0,17¢ 687,87 +0,10® 13,73+1,682 20,30 £1,04> 43,63 +£2,6% 68,55 + 6,40°
Blanqueado 412,53 £+ 0,092 448,64 +£0,012 13,650,312 14,01 £3,208 44,6 + 3,20% 23,31 + 1,409
GB6 465,66 + 0,10%>  384,45+0,102 12,53 +1,902 20,22+2,84> 37,37 +1,19° 21,73 £ 5,202
K4 435,51 £ 0,012> 404,33 +0,70® 12,16 £0,40° 13,13+2,95% 42,54 + 3,90° 30,85+ 3,192
F4 470,47 £0,10° 436,94 +0,108 14,25+290% 14,33+1,472 57,47 + 3,37 39,05 £ 0,912

C.harioti

Fresco 251,33 £ 6,8° 339,06 £1,7° 27,07+2,122 26,42 +1,012 47,82 1+ 1,252 44,28 + 0,122
Blanqueado 158,07 + 6,72 184,94 + 1,32 25,14 +4,000 29,71 +3,092 46,17 + 2,922 42,85+ 2,432
GB6 178,61 £ 2,13 199,17 £ 2,68 24,28 +£2,022 2571+1,028 46,72 + 3,222 43,49 £ 1,722
K4 189,05+ 1,32 238,69+ 3,12 2928 +4,202 28,57 +3,060 49,45+ 2,892 44,62 + 0,592
F4 218,23 +2,786 231,57 +2,6%* 2571+0,2020 26,71+ 1,012 4525+ 1,952 44,20 + 4,652

* Las diferencias entre los valores medios de cada tiempo y método en los diferentes tratamientos
indicados con diferentes letras en la misma columna son estadisticamente significativas (p<0,05). TO:
tiempo cero; T7: a los 7 dias.

En relacion a la evaluaciéon de las actividades antioxidantes no se observaron
diferencias significativas antes de la fermentacion entre el tratamiento con
blanqueo y hongos frescos (p>0,05) respecto de los inoculados para ambas
especies analizadas. En la evaluacion mediante el método de ABTS se observé
que el porcentaje de inhibicion para F. antarctica aumento luego del proceso de
fermentacidon en todos los tratamientos, siendo la cepa GB6 la que presentd

valores significativamente mas altos (p<0,05), alcanzando al de los hongos
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frescos. Sin embargo, el porcentaje de inhibicién medido por la técnica de DPPH
luego de la fermentacion mostré que los valores de inhibicidn disminuyeron en
todos los casos, excepto para los hongos frescos donde el aumento en la
actividad fue 57% mayor en T7 (68,55%). Los valores fueron significativamente
inferiores en todos los tratamientos inoculados, respecto de las fructificaciones
frescas de F. antarctica, excepto para las fructificaciones inoculadas con F4
(Tabla 13).

Para C. harioti, no hubo una influencia significativa (p>0,05) del proceso de
fermentacion en las actividades antioxidantes en ninguno de los casos. Tampoco
se detectaron diferencias significativas (p>0,05) de los hongos fermentados

respecto de los hongos frescos o blanqueados (Tabla 13).

Aislamiento e identificacion de especies de BAL
Se aislaron un total de 154 colonias para el ensayo con Fistulina antarctica 'y 28

para el ensayo con Cyttaria harioti, en ambos casos de las diluciones mas altas
de suspensiones celulares en MRS. Debido al elevado numero de aislamientos
en el ensayo de F. antarctica, alrededor de un 20% de los cultivos
representativos fueron sometidos a analisis RAPDs que permitio la identificacion
de tres grupos diferentes (Fig. 49). El analisis del gen 16S rRNA confirmd que
dos de las cepas aisladas correspondian al complejo de especies
Lacticaseibacillus paracasei y Lacticaseibacillus casei. En el ensayo de
fermentacion de C. harioti la técnica RAPDs permitié identificar cuatro grupos, y
el posterior analisis del gen 16S rRNA confirmé que tres de ellos correspondian
a las especies Lactobacillus paracasei, Lacticaseibacillus casei y Leuconostoc

citreum (Tabla 14).
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Fig. 49 - Resultados de RAPDs con el cebador m13 para la los aislamientos
bacterianos obtenidos de la fermentacion de F. antarctica a diferentes tiempos.
Se indican los agrupamientos con diferentes colores
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Tabla 14 - Resultados BLASTn de las diferentes cepas de BAL aisladas en los diferentes
tratamientos antes y después del proceso de fermentacion.

%

Tratamiento Especie % identidad cobertura

F. antarctica TO F4 Lacticaseibacillus paracasei 99,75 99
TO K4 Lacticaseibacillus casei 99,75 98

TO GB6 Lacticaseibacillus casei 99,75 99

T7 BL Lacticaseibacillus paracasei 99,63 100

T7 K4 Lacticaseibacillus paracasei 98,88 99

T7 Fr Lacticaseibacillus casei 99,87 99

T7 GB6 Lacticaseibacillus paracasei 99.76 99

C. harioti TO GB6 Lacticaseibacillus paracasei 99,4 99
TO K4 Lacticaseibacillus paracasei 99,88 99

TOF4 Lacticaseibacilus paracasei 100 99

T7 GB6 Lacticaseibacillus casei 99,18 99

T7 GB6 Lacticaseibacillus paracasei 98,6 99

T7 F4 Leuconostoc citreum 99,41 99

Aislamiento e identificacion de especies de levaduras

Se aislaron un total de 67 colonias de levaduras para el ensayo de F. antarctica
y 26 para el ensayo de C. harioti. Los aislamientos se agruparon en seis grupos
en el caso de las fermentaciones de F. antarctica y tres grupos para C. harioti
segun los perfiles de RFLP (Fig. 50).
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Fig. 50 - Resultados de RFLP para los aislamientos de levaduras obtenidos de

la fermentacion de F. antarctica a diferentes tiempos con las enzimas Cfol (A)

Haelll(B) y Hinff (C). Se indican los agrupamientos con diferentes colores y las
cepas seleccionas en recuadros negros.

La secuenciacion del dominio D1/D2 del gen ARNr 26S confirmd la identificacion
de la levadura Wickerhamomyces anomalus en la fermentacion de las
fructificaciones de F. antarctica inoculadas con K4 y F4. Para las fermentaciones
espontaneas, se identifico la presencia de Mucor lusitanicus antes del proceso
de fermentacion y de Hanseniospora valbyensis después de la fermentacion.
Asimismo, se detecté Coniochaeta hoffmannii y Zygoascus hellenicus antes de
la fermentacion con F4, aunque no se encontré en las muestras posteriores al
proceso fermentativo. Ademas, se observé la especie Cyberlindnera maritima en
las fermentaciones con K4 (Fig. 53) (Tabla 15). Esta sucesion de levaduras
durante el proceso fermentativo se puede ver en la Fig. 51.
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Inicio 7 dias

m Wickerhamomyces anomalus m Mucor lusitanicus
m Zygoascus hellenicus m Coniochaeta hoffmannii
B Hanseniospora valbyensis B Cyberlindnera maritima

Fig. 51 - Dinamica de la sucesion de levaduras durante las fermentaciones de
F. antarctica. Se grafica solo presencia/ausencia.

En C. hariotii, antes de la fermentacion, Lachancea nothofagi estaba presente
en la fermentacion espontanea e inoculado con F4, pero no se encontré después
de la fermentacion en ninguno de los casos. Después de la fermentacion, se
encontraron Saccharomyces uvarum, S. eubayanus y Saccharomyces
cerevisiae. La sucesion de estas levaduras durante el proceso fermentativo se

puede observar en la Fig. 52.
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Inicio 7 dias

B [achancea nothofagi W Saccharomyces uvarum

W Saccharomyces eubayanus B Saccharomyces cerevisioe

Fig. 52 - Dinamica de la sucesion de levaduras durante las fermentaciones de
C. harioti. Se grafica solo presencia/ausencia.
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Fig. 53 - Levaduras aisladas de la fermentacion de F. antarctica:
Wickerhamomyces anomalus (A), Zygoascus hellenicus (B), Hanseniospora
valbyensis (C) y Cyberlindnera maritima (D).
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Tabla 15 - Resultados BLASTn de las diferentes cepas de levaduras aisladas en
los diferentes tratamientos antes y después del proceso de fermentacion.

Tratamiento Especie % identidad % cobertura

F. antarctica T0 K4 Wickerhamomyces anomalus 99.65 98
TO Fr Mucor lusitanicus 99.13 97

TOF4 Zygoascus hellenicus 99.47 96

TO F4 Coniochaeta hoffmannii 99.47 96

TOF4 Wickerhamomyces anomalus 99.45 98

T7 Fr Hanseniospora valbyensis 99.65 96

T7 K4 Wickerhamomyces anomalus 99.64 96

T7 K4 Cyberlindnera maritima 97.24 85

C. harioti TO Fr Lachancea nothofagi 99.65 95
TOF4 Lachancea nothofagi 99.5 95

T7 Fr Saccharomyces uvarum 99.48 97

T7 Fr Saccharomyces cerevisiae 99.31 97

T7 Fr Saccharomyces eubayanus 99.31 97

Analisis sensorial
En el caso de Fistulina antarctica, las mejores caracteristicas de color y

apariencia (colores mas claros y menor turbidez) correspondieron a las
fructificaciones inoculadas con K4; la textura fue mejor cuando fueron inoculadas
con GB6, y en cuanto al sabor, las mejores valoraciones se correspondieron con
los tratamientos inoculados con los con GB6 y F4 (Fig. 54a), sin embargo no se
detectaron diferencias significativas (p<0,05) para ninguno de los atributos
evaluados en los diferentes tratamientos (Tabla 16).

Cyttaria harioti obtuvo mejores valoraciones que F. antarctica para todos los
atributos testeados en los tres tratamientos. El color fue el atributo mejor valorado
(naranja intenso, muy bien conservado). En el caso del sabor, las mejores
valoraciones las obtuvo el tratamiento inoculado con F4, significativamente

mayor al resto (p<0,05), mientras que la mejor textura fue para los hongos
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inoculados con K4, aunque sin diferencias significativas (p<0,05) respecto de los

inoculados con GB6 y F4 (Tabla 16; Fig. 54b).

Tabla 16 - Valoraciones de los atributos testeados por el panel de jueces no

entrenados. Se muestran las medias y el desvio estandar.

Atributos
Tratamiento olor color sabor textura
F. antarctica
GB6 56+134a 6,4+1,14a 6,0+1,22a 6,8 £ 1,79a
K4 52+045a 7,0+1,22a 5,8+0,24a 6,8 £ 1,79a
F4 54+055a 6,8+0,84a 6,6+1,14a 6,0 £ 1,00a
C. harioti
GB6 6,4 +0,55a 7,6 £+1,14a 6,4+0,55a 6,9 £ 0,55a
K4 6,4 +0,55a 86+1,14a 6,4+0,55a 7,4 £ 0,55a
F4 72 +0,84a 84+055a 7,4 +0,55b 6,8 £ 0,84a

* Las diferencias entre los valores medios de cada atributo en los diferentes
tratamientos indicados con diferentes letras son estadisticamente significativas
(p<0,05).

A GB6 Ka =F4 B GB6 K4 F4

/\ & N
textura 0 color textura ' 0 . color

sabor sabor

Fig. 54 - Puntajes sensoriales para los hongos fermentados inoculados de F.
antarctica (A) y C. harioti (B).
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Discusion

Este es el primer trabajo que indaga sobre el proceso de fermentacion de
especies de hongos silvestres de Patagonia, analizando la microbiota
involucrada. En este estudio, se comprobd que el pH de los hongos fermentados
permanecio estable durante al menos 30 dias de almacenamiento refrigerado,
sin embargo no se almacenaron durante un periodo prolongado. Investigaciones
previas han demostrado que los hongos fermentados permanecen
microbioloégicamente estables durante seis meses cuando se almacenan
continuamente a 5°C después del proceso de fermentacion (Jabtohska-Ry$ et
al. 2005). Las bacterias acido lacticas testeadas en este trabajo demostraron ser
efectivas en el proceso de fermentacion y podrian utilizarse como cultivos
iniciadores para prolongar la vida postcosecha tanto de F. antarctica como de C.

harioti mediante fermentacion lactica.

Los aislamientos BAL obtenidos desde los tratamientos previamente inoculados
(K4, F4 y GB6) mostraron que Lactocaseibacillus paracasei (K4) dominé las
fermentaciones de ambas especies de hongos, incluso en tratamientos donde
no habia sido utilizada como iniciador. Esta especie se considera parte del
complejo Lactobacillus casei (LCG): Lacticaseibacillus casei (GB6),
Lacticaseibacillus paracasei (K4) vy Lacticaseibacillus rhamnosus. La
diferenciacion dentro de este grupo suele ser dificili mediante métodos
fenotipicos y genotipicos convencionales, por lo cual continuamente se
desarrollan nuevos métodos para distinguir estas tres especies estrechamente
relacionadas (Hill et al. 2018), incluyendo la secuenciacién de genes de proteinas
especificas o técnicas avanzadas de bioinformatica analizando genomas
completos (Wuyts et al. 2017; Skrzypczak et al. 2020). En este estudio las
asignaciones taxondmicas solo se realizaron por secuenciacién del gen 16S
rRNA. Futuros estudios podrian incluir pruebas de mayor complejidad que
permitan determinaciones mas precisas teniendo en cuenta que gran parte de
las investigaciones han demostrado que estas especies de bacterias
desempeian un papel muy importante en diversas aplicaciones para mejorar la
calidad de los alimentos, extender la vida util y promover la salud a través de sus
efectos probidticos (Hill et al. 2018). En las fermentaciones de C. harioti, se
recupero Leuconostoc citreum (F4) después del proceso de fermentacion en el
tratamiento inoculado con esta cepa. Esto sugiere que Leuconostoc citreum

puede sobrevivir y proliferar en las condiciones especificas del medio,
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contribuyendo asi al perfil microbiano y posiblemente a las caracteristicas
organolépticas del producto final. Esta especie es conocida por su capacidad de
producir exopolisacaridos y compuestos aromaticos que mejoran la textura y el
sabor de los productos fermentados (Muller et al. 2021). Estas caracteristicas
son altamente valoradas en la industria alimentaria por su contribucion a la

calidad y aceptacion del producto final.

Cabe destacar que L. casei fue detectada en la fermentacion espontanea (control
fresco)y L. paracasei, en los blanqueados sin inocular (control solo blanqueado)
en F. antarctica. Ambas especies, usadas como inoculantes en los tratamientos
estudiados, proliferaron de manera espontanea en los controles. Es importante
resaltar que los valores de pH y los recuentos de BAL realizados indican que
estos hongos albergan naturalmente una cantidad significativa de estos
microorganismos. Futuros estudios deberian abordar el analisis completo de las
cepas que participan en la fermentacion libre (espontanea) de ambos hongos,
analizando la evolucién de sus recuentos en el tiempo, a fin de seleccionar
aquellas con potencial para la elaboracion de fermentos. Como se mencioné
anteriormente, el uso de cepas locales puede ofrecer beneficios extras, como
mejor adaptacion ambiental a la region o al propio sustrato, lo que puede resultar
en procesos de fermentacion mas eficientes (Yan et al. 2023). Estudios
anteriores con fructificaciones de Agaricus bisporus fermentadas de forma
espontanea resultaron una fuente valiosa de nuevos aislados de BAL con

potencial funcional (Skrzypczak et al. 2020).

Respecto de las levaduras encontradas, la especie W. anomolus, ampliamente
distribuida en la naturaleza, se destaca por producir una amplia gama de
metabolitos aromaticos, que pueden contribuir a la complejidad del sabor del vino
(Walker 2011; Padilla et al. 2018). Esta levadura fue encontrada en todos los
tratamientos testeados sobre F. antarctica, pero no se encontré luego del
proceso de fermentacion, excepto para las fermentaciones espontaneas. Esto
podria ser resultado de la competencia por nutrientes o la formacion de
subproductos que resulten inhibidores, como por ejemplo un ambiente acido
generado por las altas concentraciones de acido lactico. No obstante, esta
especie desempefia un papel crucial como levadura iniciadora en
fermentaciones y en las sucesiones de levaduras. Los resultados obtenidos

indican que, en combinacion con las bacterias acido lacticas, W. anomalus puede
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contribuir significativamente a la creacién de un ambiente microbiano éptimo al
inicio de la fermentacidon. Esta combinacion facilita la actividad de las BAL,
mejorando la estabilidad y seguridad del producto fermentado. Estos hallazgos
coinciden con estudios previos, como los realizados por Satora et al. (2014), que
han demostrado la efectividad de W. anomalus en la estabilizacion y seguridad

de fermentaciones alimentarias.

Una especie presente en la fermentacion de C. harioti fue Lachancea nothofagi,
descripta a partir de aislamientos de corteza, exudados vy fraccién
ectomicorrizofera del suelo de Nothofagus antarctica, Lophozonia alpina y N.
pumilio (Mestre et al. 2010). Actualmente esta siendo estudiada por su
potencialidad como promotora del crecimiento vegetal en la produccion de
compuestos similares a auxinas (Mestre & Fontenla 2021). Otras especies
aisladas de las fermentaciones espontaneas de C. hariotii fueron
Saccharomyces uvarum, S. cerevisiae y S. eubayanus, especies con amplios
registros de fermentacion de diferentes productos (Tosi et al. 2009; Libkind et al.
2011; Rodriguez et al. 2014; Wang et al. 2015). Las tres especies estuvieron
presentes después de la fermentacion. Rodriguez et al. (2017) demostraron la
capacidad de S. uvarum para producir una amplia gama de compuestos
aromaticos, que podria estar involucrada en fermentaciones tradicionales de la
Patagonia Norte, como la chicha o el mudai. Por su parte, S. eubayanus fue
descubierto en 2011 en los bosques de Nothofagaceae (Libkind et al. 2011) y se
identific6 como uno de los progenitores del hibrido utilizado en la produccién de
cerveza lager, S. pastorianus. Actualmente, se utiliza en la elaboracién de esta
variedad de cerveza y otros productos, aprovechando su criotolerancia para
mejorar la eficiencia y la calidad de la fermentacion a bajas temperaturas.
Ademas, estudios recientes han explorado su potencial para la creacién de
nuevas cepas hibridas, lo que podria llevar a innovaciones en la industria

cervecera y otras aplicaciones biotecnoldgicas (Sampaio 2022).

Las levaduras asociadas al proceso de fermentacion obtenidas de ambos
hongos también podrian ser evaluadas en fermentaciones controladas para
determinar su potencial funcional. Futuros estudios deberian también analizar la
estabilidad de los tratamientos que demostraron resultados favorables,
evaluando su comportamiento durante periodos de almacenamiento de hasta

seis meses 0 mas.
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La fermentacion lactica de hongos no se considera un método competitivo
cuando se compara con los dos métodos de conservacion mas populares para
esta materia prima, que son el secado y la congelacién, descritos previamente
en esta tesis. Por ejemplo, la congelacion conserva eficazmente los compuestos
de bioactividad de los hongos frescos, lo que lo convierte en un método de
conservacion recomendado en numerosos estudios (Fernandes et al. 2013; Pei
etal. 2014; Yang et al. 2019; Gonzalez et al. 2023). Sin embargo, la fermentacién
se destaca como rentable para el procesamiento de alimentos, pues resulta en
productos duraderos sin necesidad de conservantes quimicos o aplicacion de
métodos de decontaminacion térmica (Jabtoriska-Rys et al. 2020), siendo de facil
aplicacién a escala familiar. Por otro lado, la fermentacion lactica puede mejorar
el sabor, aroma, textura y valor nutricional de los hongos comestibles y, en
algunos casos, como se ha mencionado previamente, este proceso puede
aumentar los niveles de compuestos bioactivos como fenoles, vitaminas vy fibra.
Sin embargo, los resultados de este estudio no mostraron un aumento en la
cantidad de fenoles totales. Futuros estudios deberian abordar la medicion de
otros compuestos con potencial bioactivo, como la fibra o los betaglucanos
estructurales, para evaluar completamente el impacto de la fermentacién lactica
en las propiedades bioldégicas de los hongos fermentados. Asimismo, la
exploracion, seleccion y utilizacidon de cultivos iniciadores locales podria
maximizar los beneficios de la fermentacion lactica tanto en la mejora de las
propiedades bioactivas como en las caracteristicas sensoriales de los fermentos
(Liu et al. 2018; Tamang et al. 2020). Los principales desafios del proceso
incluyen la estandarizacion del proceso de fermentacion, un control de calidad
consistente que garantice inocuidad microbioldgica y la aceptacion por parte de

los consumidores.

Conclusiones
e En este trabajo se demostré que las bacterias utilizadas como cultivos

iniciadores fermentan con éxito las fructificaciones de las especies de
hongos comestibles F. antarctica y C. harioti, con un alto recuento de
células viables, demostrando ser sustratos adecuados para este tipo de
procesos.

e Este trabajo constituye el primer reporte sobre aislamientos de levaduras
de F. antarctica y de C. hariotii, con potencialidad para ser usadas en

fermentaciones controladas mixtas. Esto resulta importante para pensar
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en iniciadores especificos que permitan optimizar el proceso de
fermentacion, mejorando tanto la seguridad como la calidad de los
productos fermentados.

Los resultados de este estudio apoyan la hipétesis de que la adicion de
bacterias acido-lacticas es un proceso que puede utilizarse para preservar
hongos silvestres comestibles en Patagonia. Esta técnica asegura la
frescura, calidad y seguridad para el consumo de los hongos testeados,
contribuyendo al agregado de valor de estos recursos silvestres
estacionales y por ende al desarrollo econdmico y la innovacién en la
region.

Con mas investigacion y optimizacion, este método podria establecerse
como un estandar en la preservaciéon de hongos. En este sentido futuros
estudios deberian considerar la utilizacion de otras especies de hongos
comestibles, nuevas especies BAL y levaduras aisladas de los hongos a
fermentar, y diferentes condiciones de fermentacién para enriquecer y

ampliar la aplicabilidad de los resultados aqui presentados. .

169



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS GENERALES
Los hongos silvestres comestibles son productos altamente atractivos y

prometedores en el mundo actual. El interés por ellos surge de la necesidad de
encontrar soluciones que nos permitan recuperar el conocimiento tradicional,
aprovechar recursos regionales disponibles y renovables, fomentar/acceder a
dietas y habitos de consumo mas saludables y promover el desarrollo de
economias regionales. Ademas, los hongos comestibles silvestres como
productos forestales no madereros desempefan un papel crucial en la
conservacion de los ambientes boscosos, ya que son considerados una
alternativa viable para el aprovechamiento de los recursos sin comprometer la
integridad del ecosistema. Pensar en los HSC no solo como un recurso
alimenticio con posibilidad de incorporarlo en la actividad gastronémica, sino
también como una estrategia para la preservacion a largo plazo de nuestros
valiosos recursos forestales, resalta la necesidad de conocer su diversidad. En
este sentido, las técnicas moleculares en conjunto con los métodos morfolégicos
y anatdomicos convencionales utilizados en esta tesis constituyeron una
herramienta clave al momento de describir nuevas especies y verificar la
existencia de otras. Esta tesis aporta nueva informacion taxonémica, filogenética
y morfolégica sobre los géneros Fistulina y Ramaria mediante el uso de un
enfoque integrativo. El hallazgo, la descripcion y caracterizacion de nuevas
especies de hongos (F. pumiliae, R. dendrophora y R. flavinedulis) nos brinda la
posibilidad de explorar nuevos recursos con aplicaciones no solo alimentarias y
gastrondmicas sino también bioactivas o medicinales. La combinacién de estos
esfuerzos de investigacion proporciona un marco integral de trabajo tendiente a
resguardar los recursos disponibles y también a optimizar sus posibles usos.

En esta tesis se realizo una evaluacion de métodos de deshidratado y
fermentacion, con el objetivo de identificar técnicas 6ptimas para la preservacion
de la bioactividad de estos productos en entornos con distintas posibilidades
econdmicas. La combinacién de métodos mas complejos como la liofilizacién y

técnicas mas simples como la deshidratacién, junto con la optimizacién de los
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procesos fermentativos evaluados ofrecen un enfoque completo y diversificado
para la preservaciéon de hongos comestibles silvestres. Todos los métodos de
preservacion ensayados (deshidratado, congelado, liofilizado y fermentado)
mostraron que pueden utilizarse para extender los tiempos de vida util, preservar
los compuestos bioactivos y generar productos finales de calidad con
aplicaciones potenciales. Los hallazgos sugieren que tanto el proceso de
liofilizacidon como el secado a 60 °C resultan métodos eficientes a la hora de
mantener la calidad organoléptica y la bioactividad de estas especies, y por ende
la posibilidad de mantener sus cualidades como alimentos funcionales,
ofreciendo soluciones viables tanto en areas con recursos limitados como para
aquellas con acceso a una tecnologia mas avanzada. El deshidratado constituye
un método simple y rapido lo que lo convierte en ideal para pequefos
productores y negocios familiares. Seria interesante avanzar a futuro en
investigaciones que involucren otras especies de hongos silvestres de las mas
de 30 reportadas y actualmente incorporadas en el cédigo alimentario nacional,
determinando variaciones en las condiciones de deshidratado para afinar las
recomendaciones sobre este meétodo de conservacion. Ademas, podrian
probarse las bacterias lacticas evaluadas en este estudio junto con nuevas cepas
a identificar, sumando las levaduras halladas con potencial para la produccién

de fermentos.

Finalmente, los resultados aqui presentados abren un abanico de posibilidades
en los tratamientos de postcosecha y agregado de valor para estos valiosos
recursos silvestres, que pueden contribuir al desarrollo sostenible de las
comunidades locales vinculadas al bosque patagonico, potenciando las
economias regionales y promoviendo el uso integral y sostenible de los diversos

ambientes forestales de Patagonia.
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