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DESCRIPCION
Nuevas cepas de hongos de Agaricus bisporus hibridas
Campo técnico

La presente invencion se refiere al campo del desarrollo de cepas de microorganismos, mas particularmente al
desarrollo de hibridos heterocariotas de la especie de hongos Agaricus bisporus. Incluso méas particularmente, la
presente invencion se refiere a cepas hibridas blancas de Agaricus bisporus que presentan caracteristicas mejoradas
para los usuarios (concretamente cultivadores, procesadores y consumidores). Estos hibridos son por ejemplo las
cepas depositadas en CNCM 1-4945 e 1-4946, que se originan a partir de un plan de cruce que implica la linea
depositada CNCM 1-4948. La presente invencion se refiere a cepas derivadas de estos hibridos y asimismo a las
progenies derivadas de estos hibridos.

Antecedentes de la invencion

Agaricus bisporus (Lange) es un microorganismo (reino: Fungi, filo: Basidiomycota, clase: Agaricomycetes, orden:
Agaricales, familia: Agaricaceae, género: Agaricus, seccion: Bivelares, especie: bisporus). Este microorganismo sigue
siendo la especie de hongo comestible cultivada mas ampliamente y representa el 38% de la producciéon mundial (sitio
web de la International Society for Mushroom Science (Sociedad Internacional para la Ciencia de los Hongos) (ISMS)).
Los hongos se venden principalmente como vegetales frescos o procesados (en conserva, pasteurizados o
congelados). Son componentes interesantes de la dieta debido a su sabor, aroma y valores nutricionales (proteinas,
fibras no digeribles, vitaminas, minerales, aminoacidos) interesantes (Beelman et al., 2008). Asimismo presentan
efectos medicinales, incluyendo el control de canceres y enfermedades metabdlicas (Chen y Kanaya, 2012).

Actualmente, el consumo de hongos blancos en todo el mundo contribuye a una industria de millones de délares (Morin
et al., 2012). Mas precisamente, la produccién mundial de hongos alcanzé las 7.959.979 toneladas en 2013 (FAO stat,
2013).

Dado que los hongos se hacen crecer en un entorno controlado en interior durante todo el afio en instalaciones
exclusivamente dedicadas que requieren una gran inversion, cualquier ganancia en la productividad o eficacia
(rentabilidad) es bienvenida en la industria. Un aumento en el rendimiento del cultivo o una disminucién en la duracién
del ciclo de crecimiento puede tener un impacto positivo en la facturacién del negocio. Mas en general, una
combinacién de mejora de ambos factores puede tener potencialmente un impacto econémico muy significativo y, por
lo tanto, seria econdmicamente deseable.

Las primeras cepas hibridas reales de A. bisporus generadas mediante verdadero mejoramiento en la década de 1980
en Holanda (Horst U1 = Horronda y Horst U3 = Horwitu) han sido muy satisfactorias comercialmente y han tenido un
gran impacto en la produccién y comercializacién del hongo. Hasta la fecha, la mayoria, si no todas, las variedades
comerciales de A. bisporus var. bisporus con sombreros blancos son en realidad copias (clones) o derivados de Horst
U1 (Foulongne-Oriol et al., 2011, Sonnenberg et al., 2011) y A. bisporus parece ser un cultivo monolinaje (Savoie et
al., 2013 ), por lo menos para las cepas blancas. Esto es especialmente relevante en territorios tales como los paises
europeos, donde las variedades comerciales de sombrero blanco son en la actualidad claramente dominantes en el
mercado. En 2013, casi todas las cepas blancas comerciales mostraron una similitud sorprendente con Horst U1 a
nivel genético (Savoie et al., 2013).

Sin embargo, la falta de diversidad en las cepas cultivadas del hongo se considera un riesgo y una amenaza
importantes para este cultivo. De hecho, debido a la falta de diversidad genética entre las cepas comerciales en este
momento, no pueden esperarse diferencias reales en cuanto al rendimiento agronémico, de calidad o de
procesamiento de los hongos cuando se comparan en las mismas condiciones. Ademas, la falta de diversidad genética
entre las cepas comerciales genera un riesgo importante de erosién genética (falta de adaptacién repentina en el
contexto de produccion, cultivo o utilizacién) con consecuencias en lo que se refiere a gestion de riesgos, riesgos
comerciales y continuidad del suministro. Por tanto, la ausencia de diversidad inicial plantea riesgos sanitarios y
economicos. En este contexto, varias empresas han iniciado programas de mejoramiento dirigidos a obtener nuevo
material genético capaz de ofrecer nuevos beneficios y oportunidades (diversificacion, segmentacién) a los usuarios
(cultivadores, procesadores, consumidores).

Se han intentado varios esfuerzos para mejorar genéticamente nuevas variedades blancas e introducirlas en el
mercado (patentes US n° 5.832.659, US n° 8.663.969), sin embargo, con poco éxito. Uno de los obstaculos para el
desarrollo de las cepas blancas es que un porcentaje muy alto de la diversidad silvestre lleva el color marrén del
sombrero, que expresa dominancia parcial positiva con un control genético complejo que implica un locus principal y
varios loci menores (Foulongne-Oriol et al., 2012). Como consecuencia, se requieren por lo menos dos generaciones
para recuperar el color blanco del sombrero en el material de mejoramiento. Asimismo deben tenerse en cuenta otros
caracteres, tales como la reaccion a la magulladura (Gao et al., 2013), el término de caducidad, etc. Por tanto, el
objetivo de lanzar cepas blancas parece mas complicado en comparacién con las cepas marrones.
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Se han identificado dos variedades botanicas diferentes de Agaricus bisporus que expresan ciclos vitales diferentes
en comparacion con A. bisporus var. bisporus basandose en la biologia, el fenotipo y la genética. A. bisporus var.
burnettii (Callac, 1993) y A. bisporus var. eurotetrasporus (Callac et al, 2003) presentan ciclos vitales
predominantemente heterotalicos y homotélicos, respectivamente. Esto hace posible obtener homocariones mas
facilmente debido a un mayor porcentaje de recuperacion de una esporada (Kerrigan et al. 1994). Sin embargo, aunque
muestran interfertilidad con A. bisporus var. bisporus, su utilizacion en estrategias de mejoramiento ha resultado
decepcionante debido a los principales inconvenientes fenotipicos transmitidos genéticamente a su descendencia, que
requieren generaciones posteriores para remediar y volver a un fenotipo comercialmente aceptable.

Por tanto, el mercado de hongos blancos y mas especificamente de los hongos A. bisporus espera innovaciones que
permitan la mejora y diversificacién en cualquier etapa del procedimiento de produccién. Estas innovaciones pueden
ayudar a la rentabilidad del productor (mayor rendimiento, tiempo de ciclo méas corto, cosecha mas temprana, mayor
facilidad y velocidad de cosecha, etc.) y/o la demanda en la cadena de distribucion (atractivo visual mejorado,
caracteristicas de sabor mejoradas o distintivas, mayor persistencia de los atributos visuales deseables, etc.). En
particular, seria ventajoso generar cepas de hongos que tuvieran una apariencia de primer brote mejorada, por
ejemplo, descamacion del sombrero menos pronunciada y/o una apariencia mas blanca. Todavia otras mejoras
pueden potenciar la idoneidad del cultivo de hongos para la cosecha mecanica, la preparacion de conserva (“canning”)
y/o el procesamiento de alimentos. Finalmente, es importante identificar variedades de suspensién de virus, es decir,
hongos vegetativamente incompatibles, para evitar la transmisién de enfermedades virales en las instalaciones de
crecimiento de hongos.

La presente invencion satisface esta necesidad al proporcionar nuevas cepas hibridas de cultivos de hongos A.
bisporus blancos que muestran una serie de caracteristicas mejoradas para la rentabilidad de productor y consumidor.

Al examinar el valor agronémico, el valor fenotipico y el rendimiento de preparaciéon de conserva de una serie de
progenies de hongos blancos de A. bisporus, los inventores identificaron de hecho hibridos interesantes que
presentaban i) un peso promedio alto y ii) un fenotipo apropiado para la cosecha mecanica (crecimiento individual de
hongos, buena distribucién en la superficie del cultivo, estipite recto) y/o para el consumidor (color de sombrero blanco
liso) y iii) un rendimiento de preparacion de conserva y valor agronémico (incluyendo en ensayos a gran escala)
potenciados, en comparacion con las variedades comerciales actuales. Ademas, estos hibridos son vegetativamente
incompatibles con las variedades blancas comerciales actuales. Dicho de otro modo, estos hibridos de la invencion
muestran una combinacién de valor agronémico potenciado y un fenotipo apropiado para la satisfaccién de productor,
procesador y consumidor.

Descripcion detallada de la invencién

Inicialmente, con el fin de proporcionar una comprension clara y coherente de la memoria descriptiva y las
reivindicaciones, se proporcionan la siguiente informacién y definiciones.

Estructura de los hongos

Los hongos se componen de filamentos (hifas) compartimentados en articulos (células). A diferencia del micelio
vegetativo, las hifas del esporoforo se diferencian en tejidos distintos que forman una red de hifas entrelazadas, con
diferentes orientaciones, diametros y densidades cuando se comparan diferentes areas a través y dentro del estipite
y el sombrero (Rama et al. 1997, Rama et al. 2000). Los espacios de aire entre las hifas del sombrero representan
hasta el 50% del volumen total, con un mayor porcentaje en las capas superiores y un menor porcentaje en las capas
mas profundas. Este porcentaje es menor en las laminillas, alrededor del 25%, comparable al estipite (Donker et al.,
1996). Los cuerpos fructiferos de A. bisporus son partes reproductivas diferenciadas de hongos macroscépicos y los
esporoforos se venden con el nombre de hongo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “hongo” designa, dependiendo del contexto en el que se utiliza,
la estructura reproductiva de un hongo agarico o un agarico o un producto alimenticio cultivado del mismo nombre.

Las “esporas” son el propagulo reproductivo del hongo. Las esporas vivas son o bien heterocariones o bien
homocariones en estado latente. Las esporas pueden recolectarse asépticamente en material estéril, suspenderse en
medio liquido estéril, diluirse y sembrarse en placa en medios de crecimiento de agar estériles para producir esporas
germinadas y los cultivos incorporados dentro de las esporas. Diferentes técnicas pueden estimular la germinacion de
esporas a través de la difusion de una feromona volatil: introduccién de un cultivo vivo de Agaricus en la tapa de la
placa con crecimiento al revés, o en un lado de la placa, o la utilizacion de acido isovalérico. Las esporas germinadas
pueden aislarse bajo un microscopio de diseccion utilizando microherramientas estériles, tales como agujas de
diseccion de acero u hojas de bisturi, sobre placas de agar con nutrientes frescos. Utilizando este método, puede
obtenerse descendencia heterocariota y homocariota de una cepa heterocariota que comprende las esporas y los
cultivos incorporados dentro de las esporas.

Otras partes del hongo incluyen sombreros, pies, laminillas, células (definidas como compartimentos de hifas que
incorporan nucleos, mitocondrias, citoplasma, una membrana celular y una pared celular que incluye paredes
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transversales), hifas y micelio.

Mejoramiento de hongos

Recientemente se ha publicado una revisién completa de la genética y la genémica de los hongos cultivados aplicada
al mejoramiento de agaricos, incluyendo el germoplasma y la mejora genética (Savoie et al., 2013).

Como otras especies de hongos, A. bisporus presenta diferentes procesos de reproduccion: reproducciéon vegetativa
(mitosis), reproduccion sexual (meiosis) y reproduccion parasexual (otros fendmenos). La mayoria de los hongos
basidiomicetos producen cuatro esporas por basidio, cada una de las cuales recibe un nucleo y cada una de estas
esporas germinara como un micelio haploide denominado homocarién, que puede aparearse (“mate”) con otro
homocarion.

El ciclo vital tipico de A. bisporus es anfitalico (pseudohomotélico, homotalico secundario) o heterotalico, dependiendo
del nivel de ploidia de las esporas, que pueden ser respectivamente heterocariotas (n+n cromosomas) u homocariotas
(n cromosomas).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “homocarion” designa un cultivo haploide con un solo tipo (o
linaje somatico) de nucleo haploide (representado citogenéticamente como n). Por lo general, es reproductivamente
incompetente (es decir, no fructifica), pero puede funcionar como un gameto en anastomosis sexualmente
complementarias. Aunque haploides, los homocariones asimismo se denominan “lineas” que transmiten un genotipo
uniforme a la descendencia.

Por otro lado, “heterocaridon” se refiere a un cultivo que presenta dos tipos complementarios de nucleos haploides en
un citoplasma comun. Por tanto, es funcional y fisiolégicamente analogo a un individuo diploide (pero representado
citogenéticamente como n+n en lugar de 2n). A diferencia de los homocariones, es reproductivamente competente (es
decir, puede fructificar). Los heterocariones asimismo se denominan “cepas” en el contexto del mejoramiento. En el
contexto de la invencion, las cepas heterocariotas producidas a partir de apareamientos (“matings”) controlados
asimismo se denominan “hibridos”.

Para A. bisporus var. bisporus, el mejoramiento es mas complicado en comparacién con otras especies de hongos
debido a un ciclo vital especifico.

A. bisporus var. bisporus lleva una mayoria de basidios heterocariotas bisporicos que producen heterocariones fértiles
que caracterizan un ciclo vital pseudohomotalico predominante. El ciclo heterotalico produce homocariones. A.
bisporus var. bisporus presenta un sistema unifactorial multialélico de intercompatibilidad sexual, bajo el control del
locus MAT (tipo de apareamiento) caracterizado por una serie de 14 alelos de Mat. Sin embargo, dos homocariones
pueden aparearse (plasmogamia) y producir un micelio fértil heterocariota hibrido solo si son sexualmente compatibles,
es decir, si portan alelos diferentes. Este fendmeno lo tienen en cuenta los mejoradores para disefiar esquemas de
mejoramiento y planes de cruce. Sin embargo, dado que solo un pequefio porcentaje de esporas produce
homocariones, esto complica y ralentiza el trabajo de mejoramiento.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “anastomosis” designa la fusion de dos o mas hifas, lo que logra
la continuidad citoplasmica. Ademas, el término “plasmogamia” se refiere al establecimiento, a través de la
anastomosis, de una continuidad citoplasmatica que conduce a la formacién de un heterocarién sexual con intercambio
de nucleos, mitocondrias, citoplasma y otros componentes intracelulares. La unién sexual de dos cultivos mediante
anastomosis y plasmogamia se denomina en la presente memoria “apareamiento”.

El término “cultivo de hongos” en la presente memoria designa el microorganismo de hongos propagado en varios
medios y sustratos de crecimiento. Se refiere a una cepa fisica, linea, homocarion o heterocarion. Una vez obtenido,
un cultivo puede reproducirse vegetativamente a nivel de laboratorio.

Procedimiento de cultivo de A. bisporus

A. bisporus es una especie saprofita y un descomponedor secundario de hojarasca. Se cultiva sobre compost
preparado a partir de subproductos o desechos agricolas (por ejemplo, paja) en ocasiones complementado con
estiércol animal (caballo, pollo) y otros aditivos (fuente de calcio, por ejemplo, yeso). Los sistemas de cultivo en todo
el mundo van desde pequefias granjas familiares intensivas en mano de obra en paises en desarrollo hasta sistemas
automatizados industrializados de alta inversion. En los sistemas mas modernos, para cada etapa del procedimiento,
desde la produccion del blanco de hongo hasta la produccion de compost, el cultivo, la cosecha y el procesamiento,
participan empresas especializadas.

A. bisporus es un microorganismo que puede manipularse mediante técnicas clasicas de microbiologia en laboratorios
en condiciones estériles (campana laminar y/o area limpia, medios estériles, instrumentos, equipos, envases, etc.).
Sus condiciones éptimas son temperatura de aproximadamente 24°C, pH de aproximadamente 7. El micelio o las
esporas pueden almacenarse en una camara frigorifica (por ejemplo, a 2°C). Los medios de cultivo pueden ser agar
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de extracto de malta, agar de dextrosa de patata, agar de levadura de dextrosa de patata, agar de compost especifico
de Agaricus, etc.

El blanco de hongos consiste en un portador (habitualmente cereales cocidos o productos sintéticos) inoculado en
condiciones asépticas o estériles con un cultivo puro de una cepa. Es decir, “blanco de hongo” en la presente memoria
se refiere a un cultivo de hongos, normalmente un cultivo puro de un heterocarion, portado por un sustrato estéril que
es materia particulada friable y dispersable (por ejemplo, granos de cereal).

Mas precisamente, el procedimiento de cultivo comienza con la mezcla del blanco de hongo en el compost (generacion
del blanco de hongo), seguida de una fase vegetativa (desarrollo del blanco de hongo o fase Ill). El compost inoculado
se incuba durante de 13 a 19 dias en un entorno controlado para mantener la temperatura, la concentracion de COz y
la humedad relativa en el aire 6ptimas. Durante esta fase, el micelio se alimenta del compost, desarrolla biomasa y
coloniza el medio. Como resultado, el calor metabdlico generado por el compost aumenta hasta la colonizacion
completa y luego disminuye. El pH disminuye desde aproximadamente 7,5 hasta 6 y el color del medio cambia de
marrén (compost) a blanco (micelio).

Posteriormente, se afiade a la superficie del compost una capa de material inerte conocido como cobertura (por
ejemplo, turba o tierra con pH ajustado o una mezcla, por ejemplo, de turba y piedra caliza). En algunos casos, el
micelio se mezcla con la cobertura (ya sea con productos patentados o compost colonizado) para promover la
colonizacion de la capa de cobertura y la fructificacion. Los parametros de crecimiento son similares a los del desarrollo
del blanco de hongo.

En el contexto del mejoramiento de hongos, la “capa de cobertura” designa una capa de material no nutritivo (turba,
tierra 0 mezcla) que se aplica a la superficie superior de una masa de compost colonizado para permitir el desarrollo
del cultivo de hongos. “Inéculo de cobertura” (Cl) designa el material de inéculo que incorpora un cultivo de hongos,
normalmente de una cepa heterocariota definida, adecuado para mezclarse en la capa de cobertura.

Un ajuste de las condiciones de crecimiento desencadena el cambio desde la fase vegetativa a la reproductiva y la
fructificacion. Generalmente esto implica una disminucién controlada de la temperatura y la humedad relativa junto
con la introduccién de aire fresco (aireacion) para reducir el nivel de COz2. En esta etapa asimismo pueden participar
técnicas para remover fisicamente la superficie, riego y estrés quimico.

Los hongos generalmente se desarrollan en el plazo de 7 a 14 dias desde la aireacion hasta la primera cosecha. La
etapa de recoleccion o cosecha depende del desarrollo fisiolégico del hongo y se ajusta a los requerimientos del
cultivador para su mercado.

Después de la recoleccion o cosecha, otros hongos comienzan a crecer en grupos sucesivos a intervalos
aproximadamente semanales. El periodo de produccion de hongos dentro de un ciclo de cultivo, separado por
intervalos sin produccion, se denomina en la presente memoria “oleada”. Las oleadas sucesivas generalmente
producen valores de rendimiento decrecientes. En los sistemas industriales son habituales actualmente dos o tres
oleadas, mas que en los tradicionales.

La precocidad (tiempos) generalmente se expresa como el tiempo que transcurre desde la cobertura hasta la
recoleccion. Entre oleadas, las condiciones de crecimiento (clima, riego) asimismo se manejan cuidadosamente para
generar el numero y la calidad apropiados de hongos y ajustar el tiempo de recoleccién de las oleadas posteriores.

Finalmente se retira el cultivo, se desecha el compost gastado, se limpia la instalacion y comienza un nuevo ciclo de
cultivo.

La mayoria de las instalaciones modernas que reciben compost de fase Il (desarrollo del blanco de hongo completado)
y que cultivan durante 2 oleadas presentan muchas salas de cultivo y pueden completar hasta 13 ciclos de cultivo
sucesivos por sala por ano.

Para el mercado de productos frescos, los hongos se recolectan manualmente, mientras que para el procesamiento
se cosechan mecanicamente. Se necesita un periodo de cosecha de 3 a 5 dias (escalonado) para la recoleccién
manual, mientras que se requiere uniformidad para la cosecha mecanica (operaciéon Unica). Esto se obtiene
respectivamente mediante una transicion suave de la fase vegetativa a la reproductiva, o una transicion mas rapida,
lo que tiene impacto en el numero y correlativamente en el tamafio de los hongos.

La humedad de la cobertura, la gestion adecuada de la recoleccion y la higiene para evitar plagas y enfermedades
asimismo son factores clave en la gestion del cultivo con el fin de garantizar la cantidad (el rendimiento) y la calidad
en la recoleccién o cosecha. Los ciclos de cultivo mas prolongados aumentan el riesgo de epidemias de plagas y
enfermedades. Las primeras oleadas siempre son mas limpias que las segundas o incluso que las terceras oleadas.

El rendimiento del cultivo se define como el peso de hongos recolectados (o cosechados) por unidad de area superficial
0, mas especificamente, el peso de hongos recolectados (o cosechados) por peso de compost pasteurizado, es decir,
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como porcentaje.

Procesamiento de los hongos después de la cosecha

El procesamiento tiene como objetivo conservar alimentos tales como verduras, prolongando su término de caducidad
mediante preparacion de conserva, pasteurizacion, congelacion, liofilizacion, secado, por ejemplo. Esto es de
particular interés para los hongos debido a su término de caducidad naturalmente corto (alrededor de 5 dias después
de la recoleccion), especialmente cuando la oferta supera la demanda.

El procesamiento se organiza en varias etapas. Durante la preparacion de conserva, la evacuacion consiste en colocar
los hongos en condiciones de vacio tras un pretratamiento con agua y aditivos, de manera que el aire se evacue y se
reemplace por liquido. El escaldado consiste en sumergir los hongos en agua caliente o hirviendo con aditivos: el
calentamiento los hace menos susceptibles al deterioro. Los hongos pueden conservarse enteros o en rebanadas. En
la dltima etapa, los hongos pueden pasteurizarse o esterilizarse. La pasteurizacion consiste en calentar los hongos
hasta 95°C para prolongar su término de caducidad (meses si se refrigeran), mientras que la esterilizacién consiste en
someter los hongos al autoclave hasta aproximadamente 125°C para prolongar su término de caducidad (afios a
temperatura ambiente). La refrigeracién y el remojo pueden producirse en diferentes etapas del procedimiento. Los
recipientes pueden ser latas, frascos, bolsas, etc.

Puede calcularse la eficacia del procedimiento de preparacion de conserva. El rendimiento de preparacion de conserva
es la razén del peso del producto puesto en conserva al final del procedimiento en comparacion con el peso del
producto fresco introducido al principio y puede expresarse como una razoén, un porcentaje, etc.

% de rendimiento del producto puesto en conserva = (peso escurrido total / peso de la muestra inicial) x 100 (Beelman
et al. 1973).

La merma, es decir, la pérdida de peso del producto procesado que se produce durante el escaldado y el
procesamiento térmico da como resultado una disminucion del rendimiento de preparacién de conserva. Dado que el
producto puesto en conserva se vende basandose en el peso escurrido, la contraccidon excesiva da como resultado
una pérdida econdémica considerable para los procesadores. Un estudio realizado sobre costes e ingresos calculé que
para una planta de tamafio medio, una reduccién del 5% en la merma aumentaria los ingresos en un 20% y los ingresos
por hora por encima de los costes en un 21.8% (Coale et al. 1972). Cabe destacar que las cepas blanquecinas (tales
como Somycel 76) se caracterizan por una mayor pérdida de peso después de la preparacion de conserva (es decir,
un CY menor) en comparacién con las cepas de color blanco lisas. Ademas, proporcionan menor calidad (el tejido del
sombrero es menos blanco, las laminillas se vuelven marrones antes) (Steinbuch 1978, Fristche, 1983).

Se considera que muchos factores tienen un impacto sobre el rendimiento de preparacion de conserva: el grado de
los hongos (diametro del sombrero), la etapa (madurez fisioldgica), la oleada, las técnicas de cultivo, las condiciones
de almacenamiento (parametros de tiempo y clima), etc. y asimismo parametros del procedimiento tecnoldgico. Debido
a los grandes volumenes procesados, la optimizacion de las materias primas y los procedimientos son la principal
preocupacion de las conserveras y la industria agradece las ganancias en el rendimiento de preparacion de conserva,
especialmente cuando presentan margenes de productos basicos. La falta de diversidad genética en las cepas
comerciales actuales restringe el campo de mejora y ganancia a los parametros del procedimiento tecnolégico.

El rendimiento del cultivo es importante tanto para los mercados frescos como para los de procesamiento, y el
rendimiento del procesamiento es el mas importante para la industria de la conservacion de hongos.

En los sistemas modernos, el rendimiento del cultivo y el rendimiento del procesamiento se combinan en un calculo
del valor econdmico del cultivo, es decir, el resultado econémico, por ejemplo, valor del cultivo x valor del
procesamiento. Una mejora del rendimiento del cultivo o del rendimiento del procesamiento puede tener un impacto
en el resultado econémico y, como consecuencia, la combinaciéon de una ganancia para ambos parametros puede
tener un impacto econémico muy significativo. La eficiencia econdmica puede calcularse como el peso escurrido de
hongos procesados frente a la masa de sustrato pasteurizado en la generacién del blanco de hongo (%) o como el
peso escurrido de los hongos procesados/m? del cultivo.

Desarrollo de progenies

Para desarrollar una progenie a partir de una cepa dada, la primera etapa es obtener una esporada a partir de un
hongo de esta cepa. Se recolecta un hongo de un cultivo en la etapa apropiada (mientras el velo se estira pero antes
de que se rompa) y se coloca en una camara aséptica (por ejemplo, un vaso de precipitados) sobre una lamina estéril
(por ejemplo, papel de calco esterilizado en autoclave) a temperatura ambiente. Los hongos maduraran en el plazo de
algunos dias y las esporas se liberaran sobre el papel. Las esporadas pueden conservarse a temperatura de frigorifico
una vez envasadas en una placa o tubo estéril.

Las siguientes etapas se completan en un entorno estéril (campana laminar, area limpia). Se preparan placas de Petri
de un medio apropiado, o bien con un micelio de A. bisporus o bien con acido isovalérico, que presentan ambos la
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propiedad de estimular la germinacién de esporas.

En una segunda etapa, se prepara una disolucion de esporas, se siembran en placas de Petri preparadas previamente
y se dejan crecer durante algunos dias (incubadora).

En una tercera etapa, en cuanto comienza la germinacion, las esporas individuales (recién germinadas) se recolectan
(microscopio de diseccidn bajo una campana estéril) utilizando instrumentos estériles (por ejemplo, agujas de
diseccion), se transfieren individualmente a placas nuevas y se dejan crecer (incubadora).

Incompatibilidad vegetativa

La compatibilidad/incompatibilidad vegetativa (asimismo denominada “incompatibilidad de heterocariones” o
“reconocimiento propio/no propio”) es un fendémeno diferente de la compatibilidad sexual. Se expresa en la etapa
heterocariota como un fenémeno antagénico que impide que el micelio de dos heterocariones distintos se
anastomosen y creen continuidad de citoplasma. Cuando se hacen crecer uno al lado del otro, dos heterocariones
vegetativamente incompatibles mostraran un retardo en el crecimiento y/o en el desarrollo de los hongos, mientras
que dos heterocariones compatibles mostraran un crecimiento y tiempos normales.

La incompatibilidad vegetativa puede ser una ventaja en lo que se refiere a la higiene de las instalaciones de
crecimiento de hongos. Una variedad de enfermedades virales puede infectar los cultivos de hongos, siendo las mas
comunes el virus X (MVXD) y el virus La France (LIV) (Fletcher y Gaze, 2008). Se conocen dos posibles medios de
transferencia de virus:

- de micelio a micelio a través de la fusion de hifas (anastomosis) con transferencia del contenido celular,
- en esporas de hongos que germinan y transmiten el virus al micelio sano por anastomosis.

La anastomosis entre cepas de hongos es esencial para la transferencia de virus. Las epidemias se desarrollan a
través de fragmentos de micelio viable que permanecen sobre o dentro de los equipos o a través de fragmentos
transportados por el aire cuando se manipula compost a granel incubado (durante o al final del desarrollo del blanco
de hongo, al remover la superficie o en la cobertura...). De este modo, la enfermedad puede propagarse dentro de una
instalacion o entre instalaciones.

Una vez que una granja esta infectada, la utilizacion de una segunda cepa alternativa que muestre incompatibilidad
vegetativa con la cepa cultivada normalmente puede interrumpir el ciclo de infeccién. En este caso, se considera que
la segunda cepa presenta propiedades de suspension de virus.

Es conocido que dentro de los hibridos de gama media (derivados de U1) se produce anastomosis, es decir, las cepas
son vegetativamente compatibles. Por el contrario, las cepas blanquecinas no se anastomosan facilmente con las de
color blanco liso, es decir, estas cepas son vegetativamente incompatibles (Fletcher y Gaze, 2008).

Hibridos de la invenciéon

La presente invencién se refiere a una cepa hibrida de Agaricus bisporus que presenta la cepa J10117 que se ha
depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur
Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro de CNCM 1-4950, como primera
cepa parental y una cepa blanca de Agaricus bisporus como segundo progenitor, seleccionandose dicha cepa hibrida
de entre el grupo que consiste en:

- LB811, que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el numero de registro
de CNCM 1-4945,

- LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro
de CNCM 1-4946, y

- derivados de las mismas, en los que dichos derivados son hibridos de Agaricus bisporus que comprenden
todos los marcadores moleculares SSR y/o las secuencias alélicas de P1N150 del hibrido LB811 que se ha
depositado con el nimero de registro de CNCM 1-4945 o del hibrido LB906 que se ha depositado con el nimero
de registro de CNCM 1-4946 o del hibrido J10117 que se ha depositado con el nimero de registro de CNCM I-
4950,

en la que las combinaciones alélicas de P1N150 para LB811, LB906 y J10117 son las de la tabla 17,

y en la que los marcadores moleculares SSR para LB811, LB906 y J10117 son los de la tabla 15bis,
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en la que dicha cepa hibrida presenta un rendimiento de preparacion de conserva mejorado, definiéndose
el rendimiento de preparacion de conserva mejorado como un rendimiento de preparacion de conserva
superior en comparacion con el hongo procedente de una cepa de Agaricus bisporus A15 comercial de
control.

Estos hibridos se denominaran a continuacion en la presente memoria “J10117” (o “J 10117”), “LB811” (0 “LB-811") y
“LB906” (o “LB-906").

Se ha realizado un depésito de un cultivo del hibrido de Agaricus bisporus J10117 en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15,
FRANCIA. La fecha de depdsito fue el 20 de enero de 2015. Dicho depésito lo realizd6 SOMYCEL, antes de la fecha
de presentacion de esta solicitud. El depésito pretende cumplir con todos los requisitos de depdsito en virtud del
Tratado de Budapest. El n.° de registro de CNCM es 1-4950. El depdsito se mantendra en el depositario durante un
periodo de 30 afios o 5 afios después de la ultima solicitud o durante la vigencia de la patente, lo que sea mas largo y
se reemplazara segun sea necesario durante ese periodo.

El hibrido de Agaricus bisporus J10117 puede cruzarse con cualquier cepa de Agaricus bisporus. Dicha cepa es por
ejemplo una cepa marrén o una cepa blanca de A. bisporus.

En una forma de realizacion preferida, dicha cepa blanca es U1 o un derivado de la misma, o cualquier cepa blanca
utilmente equivalente (es decir, idéntica, perteneciente al mismo grupo de linaje derivado o funcionalmente similar).
Otras cepas blancas incluyen cepas blanquecinas tradicionales (=OW) tales como, por ejemplo, Somycel 9.2, Somycel
76 o0 Somycel 611 o cepas Smooth-White (=SW) tales como, por ejemplo, Somycel 53. Estas y otras cepas OW forman
un grupo de linaje derivado que comparten una identidad genética comin y son funcionalmente equivalentes e
intercambiables. Se ha realizado un depdsito de un cultivo de la cepa hibrida Somycel 76, tal como se da a conocer
en la presente memoria, con la Agricultural Research Services Culture Collection (NRRL) 1815 North University Street,
Peoria, lllinois 61604 EE.UU. el 18 de febrero de 2014, con el n.° de registro de NRRL 50903. En otra forma de
realizacion preferida, dicha cepa blanca es Fungisem FS 9.18, que se encuentra disponible comercialmente.

En una forma de realizacién preferida, dicha cepa marrén es Sylvan 800 o Sylvan 856. Se han obtenido lineas
homocariotas a partir de los hibridos J10117, Somycel 76 y FS9-18, y se han generado progenies hibridas mediante
apareamiento convencional de estas lineas. Resulta interesante que dos de ellas (concretamente LB811 y LB906)
mostraron una mejora en el rendimiento de preparacién de conserva y los valores agronémicos (en lo que se refiere
al peso del hongo, el tamafio del sombrero, tiempos, etc.), asi como un fenotipo apropiado para la satisfaccién de
productor y consumidor (luminosidad, lisura, forma del sombrero, diametro del estipite, ver los ejemplos a
continuacion). Ademas, se ha demostrado que son vegetativamente incompatibles con todas las cepas comerciales
sometidas a prueba, incluyendo sus progenitores J10117, Somycel 76 y FS9-18.

LB811 y LB906 presentan J10117 como un primer progenitor. Mas precisamente, el hibrido LB811 presenta la cepa
J10117 como un primer progenitor y la cepa FS9-18 como el segundo progenitor. Ademas, el hibrido LB906 presenta
la cepa J10117 como un primer progenitor y la cepa Somycel 76 como el segundo progenitor.

En un primer aspecto, la presente invencion se refiere a cepas de hongos hibridos que presentan la cepa J10117
como un primer progenitor y una cepa blanca o marrén de Agaricus bisporus como un segundo progenitor. En una
forma de realizacion preferida, dicha cepa blanca es U1 o un derivado de la misma o una cepa de tipo OW o una cepa
de tipo SW. En una forma de realizacion mas preferida, dicha cepa blanca es una cepa OW seleccionada del grupo
formado por: Somycel 9.2, Somycel 76 o Somycel 611 y sus derivados. En otra forma de realizacién mas preferida,
dicha cepa blanca es Fungisem FS 9-18.

Especificamente, las lineas homocariotas J10117s62, 76s14 y FS9-18s50 se han obtenido a partir de los hibridos
J10117, Somycel 76 y FS9-18, respectivamente. Los hibridos LB811 y LB906 se han producido apareando la linea de
Agaricus bisporus homocariota J10117s62 (obtenida a partir de J10117) con lineas homocariotas (76s14 y FS9-18s50)
derivadas de las cepas disponibles comercialmente Somycel 76 y FS9-18, respectivamente. De manera ventajosa,
estos dos hibridos mostraron una mejora en el aspecto de primer brote, rendimiento de preparacién de conserva,
rendimiento y valor agronémico (por ejemplo, peso y tamafio del hongo) y un fenotipo apropiado para la satisfaccién
de productor y consumidor (por ejemplo, diametro del estipite, luminosidad y lisura del sombrero, etc.).

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método de produccion de los hibridos de la invencién (J10117,
LB811 y/o LB906).

En una forma de realizacién particular, dicho método comprende las etapas siguientes:
a) obtener esporas a partir de dicho cultivo de hongos hibridos,

b) hacer germinar dichas esporas,
c) transferir cultivos de esporas en germinacién a nuevos medios de crecimiento.
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Cada etapa puede realizarse mediante cualquier medio convencional, tal como se dio a conocer anteriormente.

Depdsitos de CNCM

Se ha realizado un depdsito de un cultivo del homocarién de Agaricus bisporus J10117s62 en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15. La fecha
de deposito fue el 20 de enero de 2015. Dicho depésito lo realiz6 SOMYCEL, antes de la fecha de presentacion de
esta solicitud. El depésito pretende cumplir con todos los requisitos en virtud del Tratado de Budapest. El n.° de registro
de CNCM es 1-4948. El depdsito se mantendra en el depositario durante un periodo de 30 afios, 0 5 afios después de
la dltima solicitud, o durante la vigencia de la patente, lo que sea mas largo, y se reemplazara segun sea necesario
durante ese periodo.

Se ha realizado un depdsito de un cultivo del homocarién de Agaricus bisporus 76s14 en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15. La fecha de
deposito fue el 20 de enero de 2015. Dicho depdsito lo realizé SOMYCEL, antes de la fecha de presentacion de esta
solicitud. El depésito pretende cumplir con todos los requisitos en virtud del Tratado de Budapest. El n.° de registro de
CNCM es 1-4947. El depdsito se mantendra en el depositario durante un periodo de 30 afios, o 5 afios después de la
ultima solicitud, o durante la vigencia de la patente, lo que sea mas largo y se reemplazara segun sea necesario
durante ese periodo.

Se ha realizado un depésito de un cultivo del heterocarion de Agaricus bisporus FS9-18 con la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15. La fecha de
deposito fue el 20 de enero de 2015. Dicho depésito lo realiz6 SOMYCEL, antes de la fecha de presentacion de esta
solicitud. El depésito pretende cumplir con todos los requisitos en virtud del Tratado de Budapest. El n.° de registro de
CNCM es 1-4949. El depdsito se mantendra en el depositario durante un periodo de 30 afios, o 5 afios después de la
ultima solicitud, o durante la vigencia de la patente, lo que sea mas largo y se reemplazara segun sea necesario
durante ese periodo. Este heterocarion generé homocariones tales como FS9.18s50, que se han utilizado para generar
LB811.

En una forma de realizacion preferida, el hibrido de la invencion es el hibrido de Agaricus bisporus LB811 que se ha
depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur
Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA el 20 de enero de 2015 por SOMYCEL, y cuyo n.° de registro de CNCM
es |-4945. Este depdsito pretende cumplir con todos requisitos de depdsito en virtud del tratado de Budapest. En
particular, se mantendra en el depositario durante un periodo de 30 afos, o 5 afios después de la ultima solicitud, o
durante la vigencia de la patente, lo que sea mas largo y se reemplazara segun sea necesario durante ese periodo.

En otra forma de realizacion preferida, el hibrido de la invencién es el hibrido de Agaricus bisporus LB906 que se ha
depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur
Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA el 20 de enero de 2015 por SOMYCEL, y cuyo n.° de registro de CNCM
es |-4946. Este depdsito pretende cumplir con todos requisitos de depdsito en virtud del tratado de Budapest. En
particular, se mantendra en el depositario durante un periodo de 30 anos, o 5 afios después de la ultima solicitud, o
durante la vigencia de la patente, lo que sea mas largo y se reemplazara segun sea necesario durante ese periodo.

A continuacion se proporciona una breve descripcion del genotipo de los hibridos de la invencion en 22 marcadores
SSR (repeticion de secuencia Unica) (para detalles sobre estos marcadores, ver Foulongne-Oriol et al., 2009). Debido
a que los hibridos incorporan dos juegos de cromosomas, existen dos copias alélicas en cada locus de marcador.

La tabla 1 presenta una huella de 22 marcadores SSR para los hibridos de la invencion.

marcadores LB811 LB906 J10117
AbSSR02 188/188 188/192 188/188
AbSSR05 329/332 329/332 329/332
AbSSR12 171/171 171/171 171/174
AbSSR13 212/212 212/212 212/212
AbSSR14 167/167 167/167 167/167
AbSSR19 191/191 191/191 191/191
AbSSR23 176/176 176/176 176/176
AbSSR31 167/167 167/167 167/167
AbSSR33 192/192 192/192 192/192
AbSSR36 149/157 149/149 149/149
AbSSR39 186/188 186/188 186/188
AbSSR42 177/179 179/179 177/179
AbSSR43 231/231 nd 231/231
AbSSR45 193/203 193/203 193/203
AbSSR49 174/174 174/174 174/174
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marcadores LB811 LB906 J10117
AbSSR56 225/225 225/225 225/225
AbSSR57 2571257 2571257 2571257
AbSSR58 165/169 167/169 169/169
AbSSR59 197/201 197/201 197/201
AbSSR60 206/208 206/208 206/208
AbSSR64 104/104 104/104 104/104
AbSSR65 197/213 188/213 213/213

Los perfiles de marcadores dados a conocer en la tabla | representan un pequeno extracto de la secuencia del genoma
de los hibridos reivindicados. Estos marcadores se han seleccionado porque se distribuyen a intervalos espaciados
ampliamente que abarcan todo el genoma nuclear y se sabe que distinguen distintas cepas comerciales de hongos
(Foulongne-Oriol et al., 2009).

Por ejemplo, es posible distinguir el hibrido LB811 de todos los derivados de U1 por su genotipo en cualquiera de los
cuatro marcadores AbSSR 23, 39, 58 y 65. Ademas, es posible distinguir el hibrido LB906 de todos los derivados de
U1 por su genotipo en cualquiera de los cinco marcadores AbSSR 02, 23, 36, 39 y 42. Finalmente, es posible distinguir
el hibrido J10117 de todos los derivados de U1 por su genotipo en cualquiera de los seis marcadores AbSSR 12, 23,
36, 39, 58 y 65.

Los hibridos y las cepas de la invencién pueden distinguirse de las cepas derivadas de U1 comerciales, tales como
A15, asi como de otras cepas hibridas o cepas de homocarion, tales como J10165 (tal como se da a conocer en los
documentos US20100218294 y US2100154079), J11500 (tal como se da a conocer en el documento
WO/2015/114612) y J9277 (tal como se da a conocer en los documentos US20080182321 y US2010154079).

La tabla 2 representa un pequefio extracto de la secuencia del genoma de los hibridos reivindicados frente a cepas o
hibridos conocidos y muestra que, utilizando los marcadores AbSSR tal como se indic6 anteriormente, existen muchas
diferencias genéticas entre ellos.

Tabla 2. Huellas de 22 marcadores SSR de los hibridos de la invencion y de cepas conocidas

marcadores | LB811 LB906 | J10117 J10165 | J11500 | J9277 A15

AbSSR02 | 188/188 | 188/192 | 188/188 188/188 | 188/188 | 188/188 188/188
AbSSRO05 | 329/332 | 329/332 | 329/332 329/332 -/- 329/332 329/332
AbSSR12 | 171/171 | 171171 | 171/174 171171 | 171/173 | 171/171 171171
AbSSR13 | 212/212 | 212/212 | 212/212 212/212 | 212/212 | 212/212 212/212
AbSSR14 | 167/167 | 167/167 | 167/167 167/167 | 165/167 | 167/167 167/167
AbSSR19 | 191/191 | 191/191 | 191/191 191/191 | 191/191 | 191/191 191191
AbSSR23 | 176/176 | 176/176 | 176/176 170/176 | 170/176 | 170/176 170/176
AbSSR31 | 167/167 | 167/167 | 167/167 167/167 | 167/167 | 167/167 167/167
AbSSR33 | 192/192 | 192/192 | 192/192 192/192 | 192/192 | 192/192 192/192
AbSSR36 | 149/157 | 149/149 | 149/149 149/149 | 149/149 | 149/157 149/157
AbSSR39 | 186/188 | 186/188 | 186/188 186/186 | 186/186 | 186/188 186/186
AbSSR42 | 177/179 | 179179 | 177/179 1771177 | 156/179 | 177/177 1771179
AbSSR43 | 231/231 nd 231/231 231/231 | 231/231 | 231/231 231/231
AbSSR45 | 193/203 | 193/203 | 193/203 193/203 | 193/203 | 193/197 193/203
AbSSR49 | 174/174 | 174/174 | 174/174 174/174 | 174/174 | 174/174 174/174
AbSSR56 | 225/225 | 225/225 | 225/225 219/225 -/- 219/219 225/225
AbSSR57 | 257/257 | 257/257 | 257/257 257/257 | 257/257 | 257/257 257/257
AbSSR58 | 165/169 | 167/169 | 169/169 167/169 | 167/167 | 167/169 167/169
AbSSR59 | 197/201 | 197/201 | 197/201 197/201 | 197/201 | 197/201 197/201
AbSSR60 | 206/208 | 206/208 | 206/208 206/208 | 206/208 | 208/208 206/208
AbSSR64 | 104/104 | 104/104 | 104/104 104/104 | 104/104 | 104/104 104/104
AbSSR65 | 197/213 | 188/213 | 213/213 188/213 | 188/213 | 188/213 188/213
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La tabla 3 reune y resume las diferencias genotipicas entre las cepas sometidas a prueba.

A15 | LB811 | LB906 | J10117 | J10165 | J11500 | J9277
N.° de diferencias 4
LB811 N.° de marcadores | 22
LB906 N.° de diferencias 5 5
N.° de marcadores | 21 22
J10117 | N.° de diferencias 5 4 5
N.° de marcadores | 22 22 21
J10165 | N.° de diferencias 3 7 5 7
N.° de marcadores | 22 22 21 22
J11500 | N.° de diferencias 5 8 7 7 4
N.° de marcadores | 20 20 19 20 20
J9277 N.° de diferencias 5 7 7 9 5 8
N.° de marcadores | 22 22 21 22 22 20

Con este panel de 22 marcadores SSR, cada una de las cepas muestra un perfil de genotipo Unico. El numero de
alelos diferentes entre las cepas (comparaciones de pares) se presenta en la tabla anterior.

Cada una de las cepas presenta por lo menos un alelo raro o Unico:

- 2 paraLB811: AbSSR58 (165), AbSSSR65 (197)

- 1 para LB906: AbSSRO02 (192)

- 1 paraJ10117: AbSSR12 (174)

- 1 para J10165: AbSSR56 (219)

- 3 para J11500: AbSSR12 (173), AbSSR14 (165), AbSSR42 (156)
- 2 para J9277: AbSSR45 (197), AbSSR57 (219)

Los hibridos de la invencién asimismo pueden distinguirse de otras cepas de hongos mediante el analisis de los
diferentes alelos en el locus MAT. A. bisporus presenta un sistema unifactorial multialélico de intercompatibilidad
sexual bajo el control del locus MAT que presenta 14 alelos (Xu et al., 1993, Imbernon et al., 1995). Debido a la
reproduccion sexual y al ciclo de vida de A. bisporus, el genotipo de los heterocariones fértiles fructiferos siempre es
heterocigoto en el locus MAT y por tanto heteroalélico en los marcadores vinculados al locus MAT, tal como el
marcador P1N150.

El genotipo de P1N150 del hibrido LB811 es un perfil de genotipo heterocariota “4/7”.

El genotipo de P1N150 del hibrido LB906 es un perfil de genotipo heterocariota “3/4”.

El genotipo de P1N150 del hibrido J10117 es un perfil de genotipo heterocariota “2/4”.

Los hibridos de la invencién pueden identificarse sin ambigiiedades mediante el analisis de estos marcadores de locus
SSR o MAT. Para este fin, puede utilizarse cualquier cebador de PCR adecuado que abarque las regiones marcadoras
definidas. Los métodos de disefio y utilizacion de cebadores de PCR adecuados se conocen bien en la técnica. A este

respecto asimismo pueden utilizarse métodos de secuenciacion.

Derivados de los hibridos de la invencion

La presente invencion asimismo comprende células “que derivan” de los hibridos mencionados anteriormente. Estas
células se denominan a continuacién en la presente memoria “derivados”, en los que dichos derivados son hibridos
de Agaricus bisporus que comprenden todos los marcadores moleculares SSR y/o las secuencias alélicas de P1N150
del hibrido LB811 que se ha depositado con el numero de registro de CNCM [-4945 o del hibrido LB906 que se ha
depositado con el nimero de registro de CNCM 1-4946 o del hibrido J10117 que se ha depositado con el nimero de
registro de CNCM 1-4950,

en la que las combinaciones alélicas de PIN150 para LB811, LB906 y J10117 son las de la tabla 17,
y en la que los marcadores moleculares SSR para LB811, LB906 y J10117 son los de la tabla 15bis.

Los métodos para obtener dichos derivados incluyen: seleccion somatica, seleccion en cultivo tisular, germinacion de
una sola espora, germinacion de multiples esporas, apareamiento entre micelios obtenidos a partir de esporas
homocariotas o heterocariotas de estos hibridos, autofecundacién, aparamiento repetido de vuelta al cultivo inicial,
mutagénesis, conversién de rasgos, conversion de rasgos de introgresion, endogamia y transformacion, por dar
algunos ejemplos. Tal como se utiliza en la presente memoria, transformacioén es el procedimiento de introducir nuevo
material genético en el genoma del cultivo inicial por medios biotecnolégicos (Velcko et al., 2004). Conversion de
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rasgos de introgresion representa en la presente memoria el apareamiento de una linea de interés con una cepa de
manera que se introduce un rasgo deseado de la cepa de interés en un trasfondo genético predominante de la otra
cepa. Conversion de rasgos representa la introduccién selectiva de los determinantes genéticos de uno o mas rasgos
deseables en el trasfondo genético de una cepa inicial mientras se retiene la mayor parte del trasfondo genético de la
cepa inicial. Los porcentajes del genotipo inicial que estara presente en los derivados de A. bisporus oscilan entre casi
100% en el caso de selecciones somaticas, 99.x% en el caso de cepas modificadas mediante transformacion mediada
por ADN, 90-99.x% en el caso de selecciones de una sola espora o de multiples esporas o alguna mutagénesis, y un
promedio de aproximadamente 75% a aproximadamente 85% en el caso de apareamientos entre hermanos-
descendientes (= autofecundacion). Se conocen en la técnica muchos métodos de determinacién de genotipos para
determinar el porcentaje de ADN de un cultivo inicial que esté presente en otro cultivo.

La presente descripcién da a conocer cultivos que se benefician sustancialmente de la utilizacion de una linea obtenida
a partir de las cepas LB811 0 LB906 en su desarrollo, tales como descendencia (o progenie) hibrida que presenta una
linea obtenida a partir de la cepa LB811 o LB906 como un progenitor.

La presente invencion comprende estos hibridos o lineas descendientes (asimismo denominados “descendencia” o
“progenie”) obtenidos utilizando los hibridos de la invencién y pueden designarse como “derivados”. Pueden ser
homocariones o heterocariones.

Habitualmente, los hibridos descendientes se obtienen haciendo crecer dos homocariones uno al lado del otro en una
sola placa de Petri, permitiendo su crecimiento (incubadora) hasta que se establece un contacto entre ellos. Para un
cruce sexualmente compatible, posteriormente se desarrollara un micelio denso (“estroma”) o de rapido crecimiento
en la interfase. Puede recolectarse, transferirse a placas nuevas y cultivarse (incubadora).

En otro aspecto, la presente descripcidén asimismo da a conocer un procedimiento de produccién de un nuevo cultivo
de hongos hibridos, que comprende el apareamiento del homocarién obtenido a partir de los hibridos LB811 o LB906
0J10117 con un segundo homocarién de A. bisporus.

En otro aspecto, la presente invencién se refiere ademés a un procedimiento de produccion de un nuevo cultivo de
hongos hibridos, que comprende el apareamiento del homocarién obtenido a partir de los hibridos LB811 o LB906 o
J10117 con un segundo heterocarion de A. bisporus.

En otro aspecto, la presente descripcion asimismo da a conocer un procedimiento de produccion de un nuevo cultivo
de hongos hibridos, que comprende el apareamiento de los hibridos LB811, LB906 o J10117 con un segundo
homocarion de A. bisporus.

Los hibridos heterocariotas o las lineas homocariotas obtenidos mediante estos procedimientos esta comprendidos
dentro de la invencion como derivados “hibridos”.

El alcance de la presente invencion asimismo comprende los hibridos o lineas obtenidos a partir de la cepa LB811 o
LB906 o J10117, que presentan un rasgo genético introducido a través de apareamientos de introgresion de
descendencia con la linea obtenida a partir de las cepas LB811, LB906, J10117 o a través de transformacion.

En esta forma de realizacion, los derivados de hibridos pueden reconocerse sin ambigliedades por su genotipo, que
sera predominantemente un subconjunto del que presenta el cultivo inicial individual (incluyendo los 22 marcadores
SSRy el marcador P1N150 dado a conocer anteriormente).

Al derivar de la misma linea homocariota, los hibridos LB811 y LB906 comparten marcadores moleculares y/o
secuencias comunes con el homocarion J10117s62 (véase la tabla 4 a continuacion).

La tabla 4 presenta los marcadores SSR de los hibridos de la invencion y del homocarion J10117s62.

Marcador SSR | LB811 LB906 | J10117s62
AbSSR02 188/188 | 188/192 188
AbSSR05 329/332 | 329/332 332
AbSSR12 1711171 | 171/171 171
AbSSR13 212/212 | 212/212 212
AbSSR14 167/167 | 167/167 167
AbSSR19 191/191 | 191/191 191
AbSSR23 176/176 | 176/176 176
AbSSR31 167/167 | 167/167 167
AbSSR33 192/192 | 192/192 192
AbSSR36 149/157 | 149/149 149
AbSSR39 186/188 | 186/188 188
AbSSR42 177/179 | 179/179 179
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Marcador SSR | LB811 LB906 | J10117s62

AbSSR43 231/231 nd nd
AbSSR45 193/203 | 193/203 203
AbSSR49 174/174 | 174/174 174

AbSSR56 225/225 | 225/225 225
AbSSR57 257/257 | 257/257 257
AbSSR58 165/169 | 167/169 169
AbSSR59 197/201 | 197/201 201
AbSSR60 206/208 | 206/208 206
AbSSR64 104/104 | 104/104 104
AbSSR65 197/213 | 188/213 213

Ademas, el progenitor homocariota J10117s62 presenta el marcador alélico P1N150 “4” en el locus MAT.

La presente descripcion asimismo da a conocer hibridos de Agaricus bisporus que comprenden (en por lo menos un
alelo por locus) todos los marcadores moleculares SSR y/o la secuencia alélica de P1N150 del homocarién J10117s62.

En otra forma de realizacion, la descripcion asimismo da a conocer hibridos de Agaricus bisporus que comprenden
todos los marcadores moleculares SSR y/o las secuencias alélicas de P1N150 del hibrido LB811 que se han
depositado con el nimero de registro de CNCM 1-4945 o del hibrido LB906 que se ha depositado con el numero de
registro de CNCM 1-4946 o del hibrido J10117 que se ha depositado con el nimero de registro de CNCM [-4950.

Dichos hibridos presentan ventajosamente un sombrero de color blanco liso, un rendimiento de preparacién de
conserva mejorado, un valor agronémico mejorado y un fenotipo apropiado para la satisfaccion de productor y
consumidor.

Mas precisamente, una forma de realizacién de esta invencion es un heterocarion de A. bisporus que comprende, en
uno de sus alelos por locus, los mismos marcadores SSR que una linea obtenida a partir de los hibridos LB811, LB906
0 J10117 para por lo menos el 50% de los marcadores enumerados en la tabla | anterior. En otras formas de
realizacion, la presente invencién comprende heterocariones que comprenden en uno de sus alelos por locus el mismo
marcador SSR que una linea obtenida a partir de los hibridos LB811, LB906 o J10117 para por lo menos el 55%, el
60%, el 65%, el 70%, el 75%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o esencialmente el
100% de los marcadores enumerados en la tabla | anterior. En una forma de realizacion preferida, dicho heterocarion
de A. bisporus presenta adicionalmente la secuencia alélica de P1N150 “4” (para células derivadas de J10117, LB811
y LB906) o “7” (para células derivadas de LB811) o “3” (para células derivadas de LB906) o “2” (para células derivadas
de J10117).

Cultivos celulares y productos que incorporan los hibridos de la invencién

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un cultivo de hongos hibridos de Agaricus bisporus que comprende
cualquiera de los hibridos de Agaricus bisporus de la invencion, tal como se describié anteriormente. Es importante
destacar que este cultivo de hongos hibridos muestra un rendimiento de preparacion de conserva mejorado, un valor
agronémico mejorado (rendimiento agronémico, tamafio y peso del hongo, etc.) y un fenotipo apropiado para la
satisfacciéon de productor y consumidor (luminosidad, lisura, diametro del estipite, etc.). En particular, es
vegetativamente incompatible con las cepas de hongos comerciales blancas.

En particular, la presente invencion se refiere un cultivo de hongos hibridos de Agaricus bisporus que comprende:

- el hibrido de Agaricus bisporus LB811 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA
el 20 de enero de 2015, por SOMYCEL y cuyo n.° de registro de CNCM es 1-4945, o derivados del mismo, o

- el hibrido de Agaricus bisporus LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA
el 20 de enero de 2015, por SOMYCEL y cuyo n.° de registro de CNCM es 1-4946, o derivados del mismo, o

- el hibrido de Agaricus bisporus J10117 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA
el 20 de enero de 2015, por SOMYCEL y cuyo n.° de registro de CNCM es 1-4950 o derivados del mismo.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a cualquier producto que incorpore dicho cultivo de hongos hibridos
de la invencion. En una forma de realizacion preferida dicho producto se selecciona de entre el grupo que consiste en:
micelio, blanco de hongo, indculo, indculo de cobertura y sustratos colonizados (por ejemplo, grano, compost,
cobertura y materia particulada friable).
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Estos productos pueden obtenerse tal como se indicd anteriormente, mediante medios convencionales.

En otro aspecto la descripcidon asimismo da a conocer cualquiera parte de estos cultivos. Dicha parte puede
seleccionarse de entre el grupo que consiste en hifas, esporas y partes de células, incluyendo dichas partes por
ejemplo nucleos, mitocondrias, citoplasma, protoplastos, ADN, ARN, proteinas, membranas celulares y paredes
celulares, estando presente cada parte o bien en el micelio vegetativo del cultivo o bien en los hongos producidos por
el cultivo o en ambos.

En una forma de realizacion preferida, la presente invencion se refiere a cualquier célula de los cultivos de Agaricus
bisporus descritos anteriormente.

En otra forma de realizacién preferida, la presente invencion se refiere a una espora que comprende una célula de los
cultivos de Agaricus bisporus descritos anteriormente.

Mas en general, la presente descripcion asimismo da a conocer un cultivo o producto que incorpora los marcadores
moleculares SSR y/o las secuencias alélicas de P1N150 de lineas obtenidas a partir de los hibridos de la invencién.
En una forma de realizacion preferida, dicho cultivo o producto comprende los mismos alelos que los de una linea
inicial obtenida a partir de LB811, LB906 o J10117 para por lo menos el 70%, el 80%, el 85%, el 90%, el 95%, el 96%,
el 97%, el 98%, el 99% o esencialmente el 100% de los marcadores SSR o secuencias alélicas de P1N150.

Homocariones de los hibridos de |a invencién

Los homocariones son derivados especificos de los hibridos de la invencién; pueden obtenerse mediante cualquier
medio convencional. El aislamiento de aislados de esporas individuales (SSI) en condiciones apropiadas es un
ejemplo: las esporas de los hibridos de la invencion pueden diluirse en medio liquido y sembrarse en placas en un
medio de agar nutritivo. Asimismo pueden utilizarse métodos alternativos de desheterocariotizacién (por ejemplo,
formacion de protoplastos a partir de micelio o células).

En la literatura cientifica se han descrito varios métodos para identificar y seleccionar homocariones: métodos
fenotipicos (crecimiento lento del micelio, aspecto diferente del micelio), capacidades especificas (capacidad de
fructificacion, capacidad de cruzamiento), métodos genotipicos (marcadores enzimaticos, marcadores moleculares,
técnicas de secuenciacion...) o diferentes combinaciones.

En un aspecto especifico, la presente invencion se refiere a homocariones (o lineas homocariotas) obtenidos a partir
de los hibridos de la invencién o a partir de derivados de los mismos.

En particular, la presente invencion se refiere a homocariones (o lineas homocariotas) obtenidos a partir de:

- el hibrido de Agaricus bisporus LB811 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA
el 20 de enero de 2015 por SOMYCEL y cuyo n.° de registro de CNCM es 1-4945, o a partir de derivados del
mismo, o a partir de

- el hibrido de Agaricus bisporus LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA
el 20 de enero de 2015 por SOMYCEL, cuyo n.° de registro de CNCM es 1-4946, o a partir de derivados del
mismo, o a partir de

- el hibrido de Agaricus bisporus J10117 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM) del Institut Pasteur, 25, rue du Docteur Roux, F-75724 PARIS CEDEX 15, FRANCIA
el 20 de enero de 2015 por SOMYCEL y cuyo n.° de registro de CNCM es 1-4950 o a partir de derivados del
mismo.

Mas particularmente, la presente descripcion asimismo da a conocer el homocarion de Agaricus bisporus J10117s62
que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du
Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15 el 20 de enero de 2015 por SOMYCEL con el n.° de registro de CNCM [-4948.
El depésito se mantendra en el depositario durante un periodo de 30 afios, o 5 afios después de la ultima solicitud, o
durante la vigencia de la patente, lo que sea mas largo y se reemplazara segun sea necesario durante ese periodo.

La presente descripcion asimismo da a conocer un homocarién de A. bisporus que comprende los mismos marcadores
SSR que una linea obtenida a partir de los hibridos LB811, LB906 o J10117 para por lo menos el 70%, el 80%, el
85%, el 90%, el 95%, el 96%, el 97%, el 98%, el 99% o esencialmente el 100% de los marcadores enumerados en la
tabla | anterior. En una forma de realizacion preferida, dicho homocarion de A. bisporus presenta adicionalmente la
secuencia alélica de P1N150 “4” (para células derivadas de J10117, LB811 y LB906) o “7” (para células derivadas de
LB811) o0 “3” (para células derivadas de LB906) o “2” (para células derivadas se J10117).
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La presente invencion asimismo comprende cultivos que incorporan los homocariones mencionados anteriormente.

Produccion de hongos a partir de los hibridos de la invencion

La descripcidon asimismo da a conocer un hongo producido haciendo crecer una cosecha de hongos a partir de
cualquiera de los cultivos descritos anteriormente. Los procedimientos de produccién de hongos se han detallado
anteriormente. Se conocen bien en la materia.
En un aspecto adicional, la presente invencién se refiere a un método de produccion de hongos hibridos,
comprendiendo dicho método:

a) inocular un medio de crecimiento de hongos con un hibrido de hongo Agaricus bisporus hibrido de la invencion,

concretamente LB811, LB906 o0 J10117,
b) mantener dicho medio de crecimiento inoculado en condiciones conducentes a la fructificacion de hongos y

c) recolectar hongos de dicho medio de crecimiento.

Utilizaciones de los hibridos de la invencion

Las utilizaciones del cultivo de las cepas de hongos LB811, LB906 o J10117 incluyen, entre muchas otras cosas, la
produccioén de lineas homocariotas y otra descendencia a partir de esporas o protoplastos de LB811, LB906 o J10117,
la produccion de cultivos de hongos hibridos que incorporan lineas obtenidas de la cepa LB811, LB906 o J10117, la
produccién de hongos a partir de cultivos que incorporan lineas obtenidas de LB811, LB906 o J10117 y la produccién
de partes de hongos a partir de cultivos que incorporan lineas obtenidas de la cepa LB811, LB906 o J10117.

Todavia otras utilizaciones incluyen procedimientos para producir un cultivo de hongos que comprenden aparear lineas
homocariotas de Agaricus bisporus obtenidas a partir de la cepa LB811, LB906 o J10117 o las propias cepas
heterocariotas LB811, LB906 o J10117 con otra linea de hongos. Asimismo procedimientos para producir un cultivo
de hongos que contenga en su material genético uno o mas rasgos de introgresion en lineas obtenidas a partir de
LB811, LB906 o J10117 a través de conversidon o transformacién de rasgos de introgresion y cultivos de hongos,
hongos y partes de hongos producidos por tal introgresion.

Ademas, la invencion puede incluir un cultivo de hongos hibridos, hongo, parte de hongo, incluyendo una espora o
parte de cultivo producida mediante el apareamiento de una linea homocariota obtenida a partir de la cepa LB811,
LB906 o0 J10117 o una conversién de rasgo de introgresion de una linea obtenida a partir de la cepa LB811, LB906 o
J10117 con otra linea de hongos.

Todavia otras utilizaciones de la presente invencién incluyen la produccion de lineas de hongos homocariotas
derivadas de lineas de hongos obtenidas a partir de la cepa LB811, LB906 o J10117, asi como los procedimientos
para obtener otras lineas de hongos homocariotas derivadas de lineas de hongos obtenidas a partir de la cepa LB811,
LB906 o J10117, y la produccion de las lineas endogamicas de hongos y sus partes derivadas de la utilizacion de
esos procedimientos.

La presente descripcidon asimismo da a conocer una cepa de A. bisporus que produce hongos con rendimiento de
preparacion de conserva mejorado, en la que dicho rendimiento de preparacién de conserva mejorado se controla por
un determinante genético, en la que dicho rendimiento de preparacion de conserva mejorado de la cepa de Agaricus
bisporus se define como un rendimiento de preparacion de conserva normalizado de dicha cepa de A. bisporus NCY cepa
por encima de 100 y en la que el rendimiento de preparacion de conserva normalizado NCYcepa Se calcula tal como
sigue:

NCYcepa = CYcepa — CYcontrol + 100
en la que CYcepa ¥ CYcontrol COrresponden respectivamente al rendimiento de preparacion de conserva de la cepa
de A. bisporus y al rendimiento de preparacion de conserva de una cepa de control de A. bisporus que no contiene

dicho determinante genético y

en la que el rendimiento de preparacion de conserva se mide con hongos recogidos en la misma etapa de cosecha
segun el procedimiento tal como se detalla en el ejemplo 2.

En una forma de realizacién, el rendimiento de preparacién de conserva normalizado de la cepa NCYcepa esta
comprendido entre 100.1 y 120, particularmente entre 100.5 y 120, mas particularmente entre 101 y 115, mas
particularmente entre 102 y 115, incluso mas particularmente entre 103 y 110, por ejemplo alrededor de 110.

La cepa de Agaricus bisporus segun la invencion puede obtenerse cruzando una cepa de A. bisporus J10117 como
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como primer progenitor con una segunda cepa de A. bisporus como un segundo progenitor.

En la cepa de Agaricus bisporus de la invencion, el rasgo responsable del aumento del rendimiento de preparacion de
conserva se controla por un determinante genético que es hereditario y puede encontrarse en J10117.

En una forma de realizacion, la cepa de A. bisporus segun la invencion y tal como se describié anteriormente en la
presente memoria contiene un rasgo de “rendimiento de preparacion de conserva aumentado” que puede obtenerse
a partir una cepa de A. bisporus J10117 depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de
registro de CNCM [-4950 o LB811, que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de
registro de CNCM 1-4945, o LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes
(CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de
registro de CNCM 1-4946.

En una forma de realizacion de la invencion, el rasgo de “rendimiento de preparacion de conserva aumentado” o una
cepa que comprende dicho rasgo puede obtenerse a partir cualquiera de las cepas depositadas haciendo crecer la
progenie de dicha cepa. En particular, el rasgo de “rendimiento de preparacion de conserva aumentado” o una cepa
que comprende dicho rasgo puede obtenerse a partir cualquiera de las cepas depositadas i) haciendo crecer material
de propagacion de dicha cepa y haciendo crecer un hongo maduro a partir del mismo; ii) cosechar el material de
propagacion fértil a partir del mismo, vy iii) hacer crecer hongos de los cultivos crecidos a partir del material de
propagacion cosechado en ii) y seleccionar cepas de las que crecen hongos con rendimiento de preparacion de
conserva aumentado.

En una forma de realizacion, la descripcion asimismo da a conocer material que puede obtenerse a partir una cepa de
hongo segun la invencion y tal como se describi6 anteriormente en la presente memoria que incluye, pero sin limitarse
a ellos, micelio, blanco de hongo, esporas, protoplastos, definido en la presente memoria como “material de
propagacion”, o cualquier otra parte o producto de la cepa que todavia muestre el fenotipo de rendimiento de
preparaciéon de conserva aumentado segun la invencién, particularmente cuando se hace crecer para dar un hongo.

La invencion se refiere ademas a un método de produccion de una cepa de A. bisporus que produce hongos con
rendimiento de preparacion de conserva mejorado que comprende las etapas siguientes

i) proporcionar material de propagacion de una cepa hibrida de A. bisporus segun la presente invencion;
ii) hacer crecer dicho material y recuperar un material de reproduccion a partir del mismo;

i) cruzar el material de reproduccion obtenido en ii) con el material de reproduccion de una cepa de A. bisporus
que no presenta el rasgo de rendimiento de preparacion de conserva aumentado, hacer crecer el material de
propagacion obtenido a partir del cruce y cosechar el material de propagacion a partir de ahi y

iv) hacer crecer hongos a partir del material de propagacion cosechado seguniiii) y seleccionar una cepa de hongos
que produce hongos con rendimiento de preparaciéon de conserva mejorado.

En una forma de realizacion, el material de propagacion, tal como esporas, utilizado en dicho método segun la
invenciéon procede de una cepa de A. bisporus seleccionada del grupo que consiste en J10117 depositada en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS
Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro de CNCM 1-4950, LB811, que se ha depositado en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS
Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el numero de registro de CNCM 1-4945 y LB906 que se ha depositado en la
Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS
Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el niumero de registro de CNCM [-4946.

En una forma de realizacion, la cepa de A. bisporus que no presenta el rasgo de rendimiento de preparacion de
conserva mejorado que se cruza en la etapa iii) puede ser cualquier variedad de cepa de A. bisporus.

En consecuencia es posible convertir cualquier cepa de A. bisporus en una cepa de A. bisporus segun la presente
invencion cruzando tal cepa de A. bisporus con una cepa de A. bisporus segun la presente invencion, es decir, que
contiene el determinante genético responsable del rasgo de rendimiento de preparacion de conserva mejorado.

El determinante genético para el rasgo de la presente invencion puede obtenerse a partir una cepa de A. bisporus
seleccionada del grupo que consiste en

J10117 depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du

Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro de CNCM [-4950; LB811,
que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du
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Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro de CNCM 1-4945 y L B906
que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du
Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el niumero de registro de CNCM [-4946.

Tal determinante genético es hereditario y puede transmitirse a través de generaciones mediante técnicas conocidas
por los expertos en la materia del mejoramiento de plantas/hongos o biotecnologia vegetal.

Una forma de realizacion ejemplificativa de un método de este tipo comprende la transferencia por introgresion del
determinante genético responsable del rendimiento de preparacion de conserva aumentado, o la secuencia de &cido
nucleico que contiene tal determinante genético, desde una cepa donadora de A. bisporus a una cepa receptora de A.
bisporus mediante cruzamiento de las cepas.

Por tanto, esta transferencia puede lograrse de manera adecuada utilizando técnicas de mejoramiento tradicionales.
Se realiza de ese modo la introgresion del determinante genético en algunas formas de realizacién en la cepa de
Agaricus utilizando seleccion asistida por marcadores (MAS) o mejoramiento asistido por marcadores (MAB). MAS y
MAB implican la utilizacién de uno o mas de los marcadores moleculares para la identificacion y seleccién de aquellas
cepas descendientes que contienen el determinante genético que esta asociado con el rasgo deseado, es decir, un
rendimiento de preparacion de conserva mejorado. En el contexto del contenido dado a conocer actualmente, tal
identificacion y seleccion se basa en la seleccion del determinante genético del contenido dado a conocer actualmente
0 marcadores asociados con el mismo.

Las cepas desarrolladas de A. bisporus segun estas formas de realizacion pueden derivar ventajosamente la mayoria
de sus rasgos de la cepa receptora, y derivar rasgos de rendimiento de preparacion de conserva mejorado de la cepa
donadora. Tal como se expone anteriormente en la presente memoria, pueden utilizarse técnicas tradicionales de
mejoramiento para lograr la introgresion de un determinante genético responsable del rendimiento de preparacion de
conserva mejorado en una cepa receptora de A. bisporus. En algunas formas de realizacién, una cepa donadora de
A. bisporus que muestra un rendimiento de preparacion de conserva mejorado y comprende un determinante genético
que codifica para un rendimiento de preparacion de conserva mejorado se cruza con una cepa receptora de A. bisporus
que en algunas formas de realizacion muestra caracteristicas comercialmente deseables.

En un método de seleccion recurrente y retrocruzamiento, puede obtenerse la introgresion del rasgo de rendimiento
de preparaciéon de conserva mejorado, es decir, el determinante genético para el rasgo, en una cepa receptora objetivo
(el progenitor recurrente) al cruzar el progenitor recurrente con una primera cepa donadora, que difiere del progenitor
recurrente y se denomina en la presente memoria “progenitor no recurrente”. El progenitor recurrente es una cepa que
no presenta un rendimiento de preparacion de conserva mejorado pero que posee caracteristicas comercialmente
deseables. La cepa donadora puede ser ventajosamente la cepa de A. bisporus seleccionada del grupo que consiste
en J10117 depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du
Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro de CNCM 1-4950, LB811,
que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du
Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el niimero de registro de CNCM 1-4945 y LB906
que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du
Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro de CNCM 1-4946.

La descripcion asimismo da a conocer la utilizacion de un determinante genético, para conferir rendimiento de
preparacién de conserva mejorado, particularmente en la etapa de cosecha, a una cepa de A. bisporus que carece de
dicho determinante genético, en la que dicho determinante genético puede obtenerse a partir de la cepa de A. bisporus
seleccionada de entre el grupo que consiste en J10117 depositada en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015,
con el nimero de registro de CNCM 1-4950, LB811, que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015,
con el nimero de registro de CNCM 1-4945 y LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015,
con el nimero de registro de CNCM [-4946.

El experto en la materia puede implementar facilmente la invencién en cualquier cepa de A. bisporus y la informacion
y la herramienta proporcionada en la presente memoria permiten esta implementacion de la invencion. Las cepas de
A. bisporus depositadas contienen el determinante genético de la presente invencion. Cualquiera de las cepas
depositadas puede utilizarse por el experto en la materia como fuente para el determinante genético, en asociacion
con un rendimiento de preparacion de conserva mejorado, particularmente en la etapa de cosecha.

La progenie que resulta de un cruce entre el progenitor recurrente y el progenitor no recurrente puede someterse a
retrocruzamiento con el progenitor recurrente. La poblacion resultante puede examinarse entonces para determinar el
rendimiento de preparacion de conserva mejorado.

Después del examen, las cepas que muestran un fenotipo, o en algunas formas de realizacién un genotipo, de
rendimiento de preparacion de conserva mejorado, y comprenden por tanto el determinante genético necesario,
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responsable de un rendimiento de preparacion de conserva mejorado, se seleccionan entonces y se someten a
retrocruzamiento con el progenitor recurrente durante varias generaciones con el fin de permitir que la cepa A. bisporus
se vuelva cada vez mas endogamica. Tal como se utiliza en la presente memoria, los términos “introgresion”, “sometido
a introgresion” y “obtener introgresion” se refieren al procedimiento mediante el cual un gen o una pluralidad de genes,
un QTL o haplotipo de una especie, variedad o cepa se trasladan al genoma de otra especie. variedad o cepa,
cruzando esas especies. El cruce puede ser natural o artificial. El procedimiento puede completarse opcionalmente
mediante el retrocruzamiento con el progenitor recurrente, en cuyo caso introgresion se refiere a infiltracion de los
genes de una especie en el acervo genético de otra a través del retrocruzamiento repetido de un hibrido interespecifico
con una de sus progenitores. Una introgresion asimismo puede describirse como un material genético heterélogo
integrado de manera estable en el genoma de una cepa receptora.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “rasgo” se refiere a una caracteristica o fenotipo, por ejemplo,
el color del sombrero de un hongo o una resistencia a patdgeno o enfermedad. Un rasgo puede heredarse de manera
dominante o recesiva, o de manera dominante parcial o incompleta. Un rasgo puede ser monogénico (es decir,
determinado por un solo locus) o poligénico (es decir, determinado por mas de un locus) o asimismo puede resultar
de la interaccion mutua entre genes o la interaccidén de uno o mas genes con el entorno.

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “fenotipo” o “rasgo fenotipico” se refiere a la apariencia u otra
caracteristica detectable de un individuo, que resulta de la interaccion de su genoma, proteoma y/o metaboloma con
el entorno.

Por “determinante genético” se entiende dentro del alcance de la invenciéon un gen o un locus en el genoma o parte
del mismo que puede contribuir al rendimiento de preparacién de conserva de los hongos de la cepa influyendo en el
rasgo de expresion a nivel del propio ADN, a nivel de traduccion, transcripcién y/o activacion de un producto
polipeptidico final, es decir, para regular el metabolismo en el tejido del hongo que conduce a la expresion fenotipica
del genotipo. Un determinante genético es hereditario, es decir, puede transferirse a la progenie mediante cruzamiento.

Se entiende dentro del alcance de la invencion que “cepa donadora de A. bisporus” significa la cepa de A. bisporus
que proporciona el determinante genético asociado a un rendimiento de preparacién de conserva significativamente
mejorado.

Se entiende dentro del alcance de la invenciéon que “mejora en el rendimiento de preparacion de conserva” y
“rendimiento de preparacion de conserva mejorado” significa un hongo que muestra una mayor rendimiento de
preparacion de conserva tal como se calcula en el ejemplo 2, que es estadisticamente significativo en P <0.050 P <
0.01 en comparacién con un hongo de una cepa de control, particularmente una cepa de control A15 que es un A.
bisporus comercial de libre disposicién y que puede adquirirse o cualquier otra cepa independientemente de su origen
(comercial, de coleccion, de tipo natural ...).

La expresion “etapa de cosecha” corresponde a la etapa de madurez del hongo en la que el hongo esta suficientemente
desarrollado para su cosecha, es decir, es sombrero es suficientemente independiente del pie y el tamafio corresponde
al de calidad comercial habitual.

La expresion “material de propagacion” se refiere a cualquier material de hongo que sea adecuado para el crecimiento
y la fructificacion, pero no para el cruce, e incluye, por ejemplo, esporas, micelio, blanco de hongo y protoplastos. Este
material es heterocariota.

La expresion “material de reproduccién” se refiere a cualquier material de hongo que sea adecuado y capaz de
cruzarse, pero que no sea capaz de fructificar. Este material es homocariota y corresponde a los homocariones, es
decir, al micelio homocariota.

En consecuencia, basandose en la descripciéon de la presente invencion, el experto en posesion de una cepa
seleccionada de entre el grupo que consiste en J10117 depositada en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015,
con el nimero de registro de CNCM 1-4950, LB811, que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015,
con el nimero de registro de CNCM 1-4945 y LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015,
con el nimero de registro de CNCM 1-4946 no presenta dificultad en transferir el rasgo de rendimiento de preparacion
de conserva mejorado de la presente invencion, es decir, el determinante genético que dirige tal rasgo, a cualquier
otra cepa de A. bisporus de diversos tipos utilizando técnicas de mejoramiento bien conocidas en la técnica. El rasgo
de la presente invencion se transfiere por ejemplo a cepas de A. bisporus que producen hongos de diversos tipos o
formas, mostrando diferentes niveles de rendimiento agrondmico.

En una forma de realizacién, la informacién genética que determina el rasgo de rendimiento de preparacion de

conserva mejorado, particularmente en la etapa de cosecha, segun la presente invencién comprende un determinante
genético que esta en por lo menos un locus que puede obtenerse a partir de la cepa de A. bisporus seleccionada del
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grupo que consiste en J10117 depositada en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro de
CNCM 1-4950, LB811, que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro
de CNCM 1-4945 y LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM),
Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de registro
de CNCM [-4946.

La descripcion asimismo da a conocer un nuevo rasgo en el hongo A. bisporus que permite un mejor rendimiento en
el procesamiento del hongo cosechado para la industria conservera. Sin embargo, el determinante genético que
soporta este rasgo, aunque no se da a conocer en lo que se refiere a la secuencia de ADN, existe y es hereditario.
Este determinante genético contenido en el material depositado es la herramienta para otorgar el rasgo de rendimiento
de preparacién de conserva mejorado deseado tal como se definié anteriormente en cualquier cepa de A. bisporus
que carezca de este rasgo. Este rasgo puede medirse y cuantificarse facilmente utilizando el procedimiento de prueba
tal como se representa en el ejemplo 2 en la presente memoria dada a conocer.

Los depositos se han realizado para proporcionar al experto en la materia una fuente de rasgos de rendimiento de
preparacién de conserva mejorado que puede utilizarse para reproducir la invencion reivindicada y no resulta necesario
repetir ningun programa de mejoramiento para desarrollar cepas con el rasgo ya que este rasgo esta presente en las
cepas depositadas y es facilmente transferible a cualquier cepa de A. bisporus.

Leyendas de las figuras
La figura 1 representa la evolucion del rendimiento acumulativo (kg de hongos/m?) a lo largo del tiempo (dias
después de la cobertura) en dos ensayos a pequefia escala (estando cada ensayo representado en A o B) para
LB811, LB906 y las cepas de control A15 y Sylvan 512.
La figura 2 representa la evolucion del rendimiento acumulativo (kg de hongos/m?) a lo largo del tiempo (dias
después de la cobertura) en dos ensayos a mediana escala. Las cepas experimentales y de control se hicieron
crecer simultdneamente en la misma sala. A: para tres lotes de LB906 (en comparacion con A15). B: para tres
lotes de LB811 (en comparacion con A15).
La figura 3 representa la evolucion del rendimiento acumulativo (kg de hongos/m?) a lo largo del tiempo (dias
después de la cobertura) en dos ensayos a gran escala. Las cepas experimentales y el control se hicieron crecer
simultaneamente en salas paralelas independientes. A: para LB811 y LB906 (en comparacion con A15). B: para
dos lotes de LB906 (en comparacion con A15).

Ejemplos

1. Produccién de los hibridos de la invencion

1.1. Material

* LB906 es un hibrido obtenido a partir de un plan de cruzamiento que implica el homocariéon J10117s62 y el
homocarion 76s14.

Se ha realizado un depdsito de un cultivo del homocarién de Agaricus bisporus J10117s62 en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15. La fecha
de depdsito fue el 20 de enero de 2015. Su n.° de registro de CNCM es 1-4948.

Se ha realizado un depdsito de un cultivo del homocarién de Agaricus bisporus 76s14 en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15. La fecha de
deposito fue el 20 de enero de 2015. Su n.° de registro de CNCM es 1-4947.

* LB811 es un hibrido obtenido a partir de un plan de cruzamiento que implica el homocarion J10117s62 y el
homocarion FS9-18-s50 generado a partir del heterocarion FS9-18.

El homocarién J10117s62 se ha descrito anteriormente.

Se ha realizado un depdsito de un cultivo del heterocarion de Agaricus bisporus FS9-18 en la Collection Nationale de
Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15. La fecha de
deposito fue el 20 de enero de 2015. Su n.° de registro de CNCM es 1-4949.

1.2. Apareamiento de las lineas homocariotas

Los cruces pueden realizarse en placas. Cada homocarion parental se hace crecer en una placa de agar (PDA,
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compost-agar...). Se transfiere un tapén de cada homocariéon parental a una placa nueva de modo que los dos
homocariones se inoculen uno al lado del otro, separados por algunos centimetros. La placa se incuba de modo que
los dos homocariones crezcan hasta encontrarse.

En el punto de contacto, si son sexualmente compatibles, comienza a crecer un nuevo micelio, es decir, el hibrido.
Puede recolectarse y transferirse a una nueva placa e incubarse.

1.3. Cultivo de laboratorio de las cepas hibridas de la invencion

Los hibridos se cultivan en placas de compost-agar (ajustadas a pH 7) y se transfieren utilizando un sacabocados
como tapones de agar de placa a placa. Las placas se hacen crecer en una incubadora a 24°C hasta que colonizan
de uno a dos tercios de la placa y luego se transfieren a la camara frigorifica a 2°C.

Todas las operaciones de microbiologia se realizan en condiciones estériles (campana de flujo laminar, instrumentos,
medios y envases estériles).

2. Evaluacion de las propiedades de los hibridos de la invencién
2.1. Rendimiento de preparacién de conserva (CY)

El CY puede evaluarse procesando hongos en una linea de produccién comercial, una linea de produccion piloto o
dispositivos y equipos de laboratorio de | + D que replican un procedimiento comercial, mientras se mide el peso en
cada etapa del procedimiento. De este modo puede determinarse el peso escurrido y calcularse la razén del peso de
los hongos en conserva escurridos por ejemplo con respecto al peso de los hongos frescos introducidos al inicio del
procedimiento. Por tanto, el CY total puede obtenerse combinando el% de evacuacion, el% de enfriamiento, el% de
escaldado y el% de esterilizacion.

Se utilizan disefios experimentales y andlisis estadisticos apropiados para comparar diferentes tratamientos.

Cuando se cumplen estas condiciones, pueden compararse dos 0 mas variedades (por ejemplo, hibridos desarrollados
a partir de un programa de mejoramiento) entre si o con un control (por ejemplo, una cepa comercial).

Para todos los ensayos de rendimiento de preparacion de conserva, el procedimiento fue el siguiente:

- Recepcion de los hongos,

- Determinacion del peso por caja,

- Evacuacion e hidratacion (presion negativa para garantizar la entrada de agua libre en los hongos),
- Determinacion del peso por caja,

- Almacenamiento en camara frigorifica,

- Determinacion del peso por caja,

- Blanqueamiento (12 min 90°C),

- Refrigeracién en caja (agua en movimiento a 15°C),

- Drenaje de agua libre (2 min),

- Determinacion del peso por caja,

- Corte en rebanadas (rebanadora de laboratorio de 6.25 mm),

- Llenado de tarros de 580 ml con peso neto entre 330-340 g de hongos por tarro,
- Llenado al maximo de tarros con salmuera,

- Cierre de los tarros,

- Esterilizacion de los tarros (autoclave en masa),

- Almacenamiento (min 5 dias),

- Apertura de los tarros,

- Drenaje (2 min),

- Pesada.

Todos los lotes se aleatorizaron con respecto al orden de procesamiento.

Los datos de las cepas experimentales se normalizaron teniendo en cuenta que el valor de CY del control fue del
100%, segun la formula siguiente:

NCYcepa = CYcepa — CYcontrol + 100
mediante lo cual:

NCY: Rendimiento de preparacién de conserva normalizado
CY: Rendimiento de preparacién de conserva
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Sylvan A15 fue el control en cada ensayo.

a) El rendimiento de preparacion de conserva de LB811 y LB906 se ha evaluado en 2 ensayos.

En el primer ensayo, los hongos se clasificaron segun el grado en pequefios (< 45 mm) o grandes (> 45 mm) y se
estudio el efecto del tamafio de los hongos. El plan era cosechar todos los hongos el mismo dia para enviarlos a la
planta de preparacion de conserva segun los cédigos, sin embargo LB906 fue mas rapido y se tomo la decision de
cosechar en 2 dias consecutivos y compararlos como dos tratamientos diferentes.

Las tablas 5 y 5bis resumen los resultados obtenidos en dos ensayos independientes:

Tabla 5: resultados del analisis estadistico de datos del rendimiento de preparacion de conserva (analisis de
varianza y comparacion de medios).

Cddigo | Nombre de cepa Origen Fecha de recoleccion | NCY (%) | * | Promedio (%)
1 A15 Cepa comercial Sylvan D 100.00 | B 100.00
2 LB811 Hibrido exp. Sylvan D 109.67 | A
3 LB906 Hibrido exp. Sylvan D-1 110.19 | A 109.87
4 LB906 Hibrido exp. Sylvan D 109.74 | A
*Los datos seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes (prueba de Tukey a = 5%)

Tabla 5bis: resultados del andlisis estadistico de datos del rendimiento de preparacién de conserva (analisis de
varianza y comparaciéon de medios).

Cddigo | Nombre de cepa Origen Fecha de recoleccion | NCY (%) | * | Promedio (%)
1 A15 Cepa comercial Sylvan D 100.00 | B 09.98
4 512 Cepa comercial Sylvan D 99.95 B )
2 LB811 Hibrido exp. Sylvan D 105.82 | A 107.05
3 LB906 Hibrido exp. Sylvan D 108.28 | A )
*Los datos seguidos por la misma letra no son estadisticamente diferentes (prueba de Tukey a = 5%)

Los valores de CY del control A15 fueron comparables con los de los ensayos blancos anteriores.

Para ambos ensayos, el analisis estadistico mostré un efecto de cepa muy significativo y un efecto de tamafio muy
significativo (produciendo los hongos mas grandes un CY mas alto). Para LB906 el efecto de la duracién del
almacenamiento (hongos procesados el dia D o D + 1) no fue significativo.

En el primer ensayo (tabla 3), los resultados no mostraron diferencias significativas entre el grupo de los hibridos
experimentales (promedio 109.87%). Sin embargo, se mostrd una diferencia significativa en comparacion con el control
comercial (100.0%) con valores casi un 9.9% mas altos para los hibridos experimentales, lo que es una diferencia
sustancial para la industria conservera (tal como sugiere Coale et al., 1972).

En el segundo ensayo (tabla 3bis), los hongos se procesaron independientemente de su tamafio y, por tanto, no se
estudié el efecto del tamafio de los hongos. Los resultados no mostraron diferencias significativas dentro del grupo de
las cepas comerciales (promedio 99.98%) ni dentro de los hibridos experimentales (promedio 107.05%). Sin embargo,
las diferencias entre las cepas experimentales y de control fueron significativas con valores casi un 7.1% mas altos
para las cepas experimentales en promedio en comparacion con los controles.

Valores un 9.9% y un 7.1% mas altos de rendimiento de preparacion de conserva son diferencias sustanciales para la
industria de procesamiento (tal como sugiere Coale et al., 1972).

b) EI CY de la cepa progenitora J10117 se ha evaluado adicionalmente en condiciones similares.

La tabla 6 muestra los resultados obtenidos al comparar el CY de J10117 y las cepas comerciales Sylvan A15 y Sylvan
512.

El analisis realizado para los 3 ensayos confirmé el CY estadisticamente mas alto de J10117, en comparacion con las
cepas A15y 512 (ver la tabla 6).
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Nombre de cepa Origen Rendimiento de preparacion de conserva normalizado (%)
Tres ensayos (media)
Oleada 1* Oleada 2*
J10117 Sylvan | Hibrido exp. 106.58 A 106.41 A
A15 Sylvan | Cepa comer. 100.00 D 100.00 B
512 Sylvan | Cepa comer. 103.06 BC 99.15 B

Tabla 6: datos del rendimiento de preparacién de conserva normalizado (%) y resultados de los analisis
estadisticos

Los tratamientos seguidos por la misma letra no fueron estadisticamente diferentes

Para LB906, se realiz6 una evaluacion adicional a mayor escala. Los ensayos de crecimiento consistieron en
cultivar LB906 y una cepa de control (512) en una instalacién de crecimiento al mismo tiempo, en diferentes salas
paralelas.

Los hongos se cosecharon mecanicamente en la misma etapa de cosecha y se enviaron a una instalacion de
preparacion de conserva de hongos el dia de la cosecha.

Una vez recibidos, los hongos se hidrataron a vacio y se almacenaron en frio hasta su procesamiento.

Cuando se entregaron mas de 3 toneladas de hongos frescos de la misma calidad de cada cepa, se separaron y
procesaron por lotes en latas, para determinar el rendimiento de procesamiento de cada cepa en una linea de
produccién de conservas. El procedimiento fue similar al descrito anteriormente.

Se calculd el CY de un lote como la razén del peso de los hongos en latas dividido entre el peso de los hongos
frescos. El peso de los hongos en latas se calculé multiplicando el peso escurrido promedio de varias latas
muestreadas del lote (de 13 a 20 latas por lote) por la cantidad de latas producidas en el mismo lote.

Para evitar un sesgo, se consideraron los datos de CY para el analisis estadistico (prueba de la T de Student) solo
cuando el tiempo de almacenamiento aplicado al lote estuvo dentro del intervalo normal para la fabrica. Se
consideraron 9 y 10 series de datos para LB906 y 512, respectivamente. El NCY se calculd tal como se indico
anteriormente.

LB906 expres6 un NCY promedio de 103.0 frente a 100.0 para el control, es decir, un valor superior en un 3,0%, y
la diferencia fue estadisticamente significativa (tabla *).

Por tanto, se confirmd la ventaja significativa de LB906 para CY.

Tabla 6bis: datos (%) del rendimiento de preparacion de conserva normalizado (NCY) resultados del analisis

estadistico.
Nombre de Datos del rendimiento de preparacion de Diferencia Andlisis %Z Igtz:jueent;a delaT
cepa conserva normalizado promedio =
Conclusién
512 100.0 £ 3.2% o C
[B906 103.0 £ 3.5% 3.0% 0.04 (< 0.05) significativo

2.2. Incompatibilidad vegetativa

La adicién de micelio a la cubierta (como “cacing”, es decir, compost colonizado o Cl, es decir, inoculante de
cobertura, un material patentado) se utiliza comunmente en la produccion comercial de hongos para mejorar la
precocidad y uniformidad de la primera oleada. Por tanto, esta practica puede utilizarse para someter a prueba la
incompatibilidad vegetativa.

De manera practica, la cepa A genera el blanco de hongo en el compost y su micelio coloniza el compost (desarrollo
del blanco de hongo). Al final del desarrollo del blanco de hongo, la cepa B se mezcla con la capa de cobertura, la
mezcla se deposita sobre la superficie del compost y su micelio coloniza la capa de cobertura (desarrollo de
cobertura). En un programa de crecimiento normal, el micelio procedente del compost y el micelio procedente de
la cobertura se anastomosaran en la superficie de contacto de las dos capas, formando una red fungica singular
en todo el sustrato. Las cabezas de alfiler (“pins”) de la primera oleada se formaran, creceran y se convertiran en
hongos. Puede evaluarse el desarrollo de micelio, cabezas de alfiler y hongos en la superficie (aspecto y tiempos)
para determinar si las dos cepas son vegetativamente compatibles.

Si dos cepas A y B son vegetativamente compatibles, el micelio se anastomosara, se producira la formacion de
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cabezas de alfiler y apareceran y se desarrollaran los hongos en el periodo de tiempo habitual y esperado.

Mientras que si las dos cepas A y B son vegetativamente incompatibles, el micelio de las dos cepas no se
anastomosara, no se producira la formacion de cabezas de alfiler y los hongos no apareceran en el periodo de
tiempo habitual y esperado. El antagonismo impedira o retrasara la aparicién y el desarrollo de los hongos.

Romaine y Royse (2011), utilizando transformacion genética, han establecido que después de la anastomosis de
dos cepas compatibles, los hongos de la primera oleada seran del genotipo de la cepa B (crecidos en la cobertura),
mientras que los hongos de la segunda oleada seran del genotipo de la cepa A (blanco de hongo generado en el
compost).

Las cepas sometidas a prueba se hicieron crecer en bandejas (1.4 m?) llenas con compost con blanco de hongo
generado con la cepa A (el denominado blanco de hongo de base). La bandeja se cubrié con una lamina de plastico
perforada con anillos grandes (15.2 cm de diametro, 3.8 cm de profundidad) creando asi parcelas individuales.
Cada prueba de compatibilidad se repitié en 5 o0 10 de las parcelas individuales.

Al final del desarrollo del blanco de hongo, la cobertura se mezclé con Cl (inoculante de cobertura) de la cepa B a
una tasa de 375 g/m? y se aplico en las parcelas en anillo con el fin de someter a prueba la compatibilidad de la
combinacién A/B.

Se sometid a prueba la compatibilidad de todas las combinaciones de cepas A/B con A en el compost/B en la
cobertura y de manera reciproca B en el compost/A en la cobertura. Las combinaciones A/A y B/B se utilizaron
como controles.

Todas las parcelas de prueba se regaron el dia de la aplicacién y luego se cultivaron utilizando los parametros de
produccién comercial de hongos.

Diariamente se realizaron observaciones visuales que incluian la fuerza del crecimiento del micelio, la produccion
de cabezas de alfiler y los tiempos de cualquier cultivo. Los indices de la superficie de cubertura en el dia 8
(crecimiento de micelio) y el dia 16 (presencia de cabezas de alfiler y hongos) se resumen en la siguiente tabla.

Si no se produjo fructificacion para la combinacion A/B o si solo aparecieron cabezas de alfiler sin desarrollo
adicional o retraso en comparacion con A/A o B/B, A y B se consideraron vegetativamente incompatibles.

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos para las cepas de la invencion, en comparacion con las cepas parental
y A15 de control.
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La tabla 7bis muestra los resultados obtenidos para las cepas de la invencién, en comparacién con cepas
comerciales de control (U1y A15 y derivados de las mismas 512, 520, 737), cepas parentales y otras cepas (J9277,
J10165, J11500).
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Se conoce bien que todas las cepas blancas comerciales actuales se derivan de U1 y, por tanto, son
vegetativamente compatibles entre si (Romaine y Royse, 2011). En particular, la cepa blanca comercial A15 es
compatible con Sylvan 512, Sylvan 520 y Sylvan 737.

Cabe destacar que Somycel 76 y Fungisem 9.18 no se derivan de U1.

Sin embargo, los hibridos de la invencion no son compatible con ninguna de las cepas sometidas a prueba y, en
particular, con la cepa blanca comercial A15.

Ademas, J10117 no es compatible con la cepa blanca comercial A15.

Por tanto, los hibridos de la invencién pueden considerarse como cepas de “suspension de virus”.
2.3. Resultados agronémicos

2.3.1. Aspecto de superficie y color del sombrero

Las mediciones se han realizado en un cromametro Minolta segun el espacio del oponente de color L,a,b con la
dimensién L para la luminosidad y a y b para las dimensiones del oponente de color.

Parametros: 30 hongos/cepa, 1 medida (parte superior del sombrero)/hongo, para las oleadas 1 y 2, pico de la
oleada (antes de la recoleccion).

En el sistema L,a,b, el color se describe mediante 3 componentes: L (luminosidad, 0 = negro a 100 = blanco), a (-
verde a rojo b (- azul a amarillo +).

Se ha realizado un andlisis de varianza (prueba de la F) y comparacion de medios (prueba de Tukey a = 5%) para
las 3 variables.

Se ha evaluado el aspecto de superficie (5 indices: muy liso, liso, medianamente escamoso, escamoso, muy
escamoso) y el aspecto visual, es decir, la percepcion del color (5 indices: muy blanco, blanco, blanquecino, crema)
de los hongos producidos por los hibridos de la invencién.

Los hongos producidos por LB811 y LB906 presentan un color de pileo visualmente blanco.

LB811 y LB906 mostraron valores mas altos de L (luminosidad) en la primera oleada, incluso significativamente
mas altos para LB906. En la segunda oleada, los valores de L fueron comparables a los controles para LB811 pero
de manera significativa ligeramente mas bajos para LB906.

Ademas del color del sombrero en sentido estricto, la lisura del sombrero asimismo genera la impresiéon de hongos
mas brillantes y/o mas blancos en comparacioén con las cepas comerciales actuales, tales como Sylvan A15 crecida
en los mismos ensayos. La apariencia o el aspecto visual es mas importante que los valores de color absolutos,
ya que para los consumidores es la clave para comprar en el mercado de productos frescos.

La cepa “U1” ha heredado un fenotipo intermedio entre sus progenitores de color blanco liso y blanquecino
(escamosas) (Fristche, 1981). Es de ligeramente escamosa a medianamente escamosa en la primera oleada y
mas lisa a partir de la segunda oleada. Todos los derivados de U1 expresan un fenotipo similar (por ejemplo, A15
y 512).

Por el contrario, LB811 y LB906 han sido sistematicamente mas lisas que el control A15 crecido en las mismas
condiciones en las oleadas primera, segunda y tercera, independientemente de la escala (pequefia a grande) y la
ubicacion (Francia, Inglaterra, Bélgica) de los ensayos.

La tabla 8 muestra el color de superficie y el aspecto visual de los hongos producidos por los hibridos de la
invencién, en comparacion con las cepas de control 512 y A15.
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2.3.2. Caracterizacion fenotipica
a) Métodos:

5 Se ha medido la morfologia de los hongos por medio de un calibre electrénico Miitutoyo, con los siguientes
parametros: 100 hongos/cepa, 4 medidas, para las oleadas 1y 2, pico de la oleada (después de la recoleccion).

Se han medido el diametro del sombrero (SombreroD), la altura del sombrero (SombreroH), el diametro del
estipite (EstipiteD) y la altura del estipite (EstipiteH).

10
Se han calculado las siguientes razones para el andlisis estadistico:
Razo6n 1 = SombreroD / SombreroH
Razoén 2 = EstipiteH / EstipiteD
15
Se ha calculado la varianza (prueba de la F) y se han comparado las medias (prueba de Tukey= 5%) para las
6 variables.
b) Resultados:
20

La morfologia de los hibridos LB906 y LB811 se caracteriza en la tabla 9.
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LB811 se caracteriza por un estipite estrecho y recto y un sombrero redondeado.

Mas especificamente, el diametro del estipite fue menor de manera significativa y repetida en comparacion con los
controles, lo que caracteriza un estipite estrecho.

LB906 se caracteriza por un estipite recto y un sombrero menos redondeado en comparacion con los controles
comerciales.

Mas especificamente, la razéon 1 (= diametro del sombrero / altura del sombrero) fue menor de manera significativa
y repetida en comparacion con los controles, lo que caracteriza un sombrero achatado.

Por tanto, los hibridos de la invencion (J10117, LB906 y LB811) presentan un fenotipo apropiado para la cosecha
mecanica (estipite recto, hongos que crecen individualmente con distribucion uniforme en el cultivo) y una buena
calidad general de los hongos.

2.3.3. Ensayos agronémicos
a) Métodos

Se han realizado ensayos a pequefia, mediana y gran escala en diferentes instalaciones. Se crearon disefios
experimentales para controlar el gradiente climatico vertical para cada sala de cultivo y se aleatorizaron las parcelas
dentro de cada nivel. El nUmero de parcelas y el tamafio de parcela aumentaron desde las primeras etapas hasta
las ultimas del examen.

Para los ensayos a pequefia escala, las parcelas presentaban tinas de 0.12 m? (de 2 a 15 parcelas divididas en 5
niveles), tasa de llenado 75.5 kg de compost/m?, tasa de generacion del blanco de hongo 0.7%, desarrollo del
blanco de hongo 12 dias en tinas (fase Il), cobertura 53% de turba rubia - 21% de turba negra - 9% de piedra caliza
- 17% de yeso, ciclo de produccion 9 dias y remover 2 dias antes de airear.

Para los ensayos a mediana escala, las parcelas presentaban bandejas de 1.45 m? (de 3 a 12 parcelas divididas
en 4 niveles), tasa de llenado 83 kg de compost/m?, tasa de generacion del blanco de hongo 0.5%, desarrollo de
blanco de hongo 15 dias en bandejas (fase Il), cobertura 80% de turba negra -10% de turba rubia -10% de cal de
remolacha azucarera, cacing 375 g/m? y ciclo de produccion de 8 dias.

Para ensayos a gran escala, el desarrollo de blanco de hongo 16 dias en un tunel a granel (fase lll), tasa de
generacion del blanco de hongo 0.5%, se llenaron bandejas de 1.5 m? (20 o 25 parcelas/cepa divididas en 5 niveles)
a 90 kg de compost incubado/m?, suplementado a 1.33 kg/m? (MC Substradd), recubierto con 100% de turba,
cacing 300 g/m? y ciclo de produccion 7 dias.

Se incluyé un control comercial en cada ensayo (Sylvan A15). En las etapas iniciales del examen (ensayos a
pequefia, mediana y gran escala), las nuevas cepas y el control se hicieron crecer en la misma sala (salas mixtas).
En las etapas posteriores (ensayos a mediana y gran escala), el control se hizo crecer simultaneamente en una
sala idéntica y paralela (salas independientes) con la practica de cultivo adaptada a cada cepa con el fin de
favorecer su crecimiento y produccién y evaluar su potencial optimizado.

El riego se adapté a los requisitos de cada tratamiento y parcela.

Los hongos se recolectaron en la etapa 2-3 para cada parcela y se registraron diariamente el tratamiento y el peso.

En los ensayos a pequefia escala, junto con el rendimiento, asimismo se registré diariamente el nUmero de hongos
por parcela.

La precocidad (tiempos) se evalud tanto a partir de la fecha de la primera recoleccién (recoleccion de los primeros
hongos) como a partir de la fecha del pico de la primera oleada (dia en que se recolecto el peso maximo de hongos)
comparando los datos de la cepa con los datos del control comercial.

Se evaluo el potencial de rendimiento como el peso de los hongos por unidad de superficie (es decir, kg/m?) de
ensayos realizados a pequefia, mediana y gran escala, en comparacion con 1 o 2 controles comerciales (Sylvan
A15, Sylvan 512) con disefios experimentales apropiados que incluyeron repeticiones internas.

Se evaluaron los componentes del rendimiento (nUmero de hongos y peso promedio de hongos = peso/nimero) a
partir de ensayos a pequeia escala.

b) Resultados

Los tiempos mejorados constituyen una ventaja en lo que se refiere al manejo del cultivo, la calidad de los hongos
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y desde el punto de vista econdmico, ya que el comienzo del periodo de cultivo esta mas limpio de plagas y
enfermedades, en comparacion con los dias posteriores a la primera oleada y las oleadas posteriores del cultivo.

Sin embargo, el monocultivo casi global actual para A. bisporus restringe el rango de caracteristicas de cultivo
disponibles para los cultivadores de hongos (Romaine y Royse, 2011) y por tanto, los distintos rasgos distintivos
tales como los tiempos y la distribucion del rendimiento a lo largo del tiempo durante el cultivo pueden considerarse
como ventajas en el contexto actual.

La tabla 10 muestra los tiempos de LB811 y LB906 en ensayos a pequefia, mediana y gran escala (expresados
por comparacion con el control comercial Sylvan A15).

En comparaciéon con el control comercial, LB906 mostré6 mejores tiempos en lo que se refiere a la primera
recoleccion en 66% de las pruebas y en lo que se refiere al pico de la primera oleada en 64% de las pruebas. Por
tanto, LB906 puede describirse como una cepa temprana en comparacion con el control.

En comparaciéon con el control comercial, LB811 mostré6 mejores tiempos en lo que se refiere a la primera
recolecciéon en 48% de las pruebas y en lo que se refiere al pico de la primera oleada en 60% de las pruebas. Por
tanto, LB811 puede describirse como una cepa temprana en comparacion con el control, aunque en menor grado
en comparacion con LB906.

Las figuras 1 a 3 presentan el rendimiento acumulativo a lo largo del tiempo para los hibridos de la invencion en
comparacioén con controles comerciales (A15, Sylvan 512) en ensayos a pequefia, mediana o gran escala.

Tal como se observa en las figuras 1 (A y B), 2Ay 3 (A y B), los tiempos de LB906 siempre son mejores en
comparacion con las cepas comerciales A15y Sylvan 512. Ademas, los tiempos de LB906 mejoran adicionalmente
en comparacion con LB811 a pequefia escala (véanse las figuras 1A'y 1B) y a gran escala (ver la figura 3A).

En lo que se refiere a LB811, las figuras 2B y 3A muestran que sus tiempos son mejores que los de las cepas de
control a mediana escala y a gran escala, aunque no son mejores en ensayos a pequefia escala (figuras 1A'y 1B).

Por tanto, las cifras adjuntas muestran los tiempos mejorados (es decir, la recoleccién mas temprana de los hongos

en la primera oleada), la mayor contribuciéon de los primeros dias de la primera oleada al rendimiento del cultivo
total y el rendimiento potencial de los hibridos de la invenciéon en comparacién con los controles comerciales.

35



ES 292989 T3

(%0°09) (%0°G¢) (%0°6) (%S°2¥) (%€°19) (%€°L)
8y 8¢ 4 8¢ |34 L
0 2 9 0oy 8¢ ¥ 0 |0]|2C]| ¥C | 2l 54 0 l 08
0 0 o | Z 0 0 |0]O] O 0 € 0 0 € sejualpuadapu] spuel 1118491
0O L o | 0 0 0 |[0]O] I 0 l 0 0 4 SEXIN spuel 1118491
[ /] / [ / [ 1] / / / / / / 0 sejualpuadapu] euelpaN |1 18971
0 L 9 12 Zl ¥ 0 |0]0] ¥ ¥ 9C 0 0 144 €l SEeXIN euelpsiN |1 18971
0 0 0 /| 142 o] o folz] 6 8 L 0 L L€ 4" SeXIN eyanbad|} 1891
¥y ¢ ¢ I 0 - ¢ |v € ¢ I 0 -
(oAesus owsiw |9 ud) (oAesus owsiw |9 ud)
(selp) edad (selp) edao seganid soAesua (sesipuadapul
. . ejeosy | eden

eAanu e| ap sodwal} — |04ju0d [9p «sodwal| eAanu e| ap sodwal} — |04ju09 [9p «sodwal | 9P o'N 9P o'N / sexiw sejes) odi]

Bpes|o | B| 8p 0oid |op Byoa

epes|o

= B] 8p ugIoo8|0o8al eiswWILd €| Bp BYIS

e|eosa uelb A eueipaw ‘euanbad e soAesus us 90eg1 A L1891 op sodwal (0| ejqel

36



ES 292989 T3

(%S +9) (%6°2¢) (%9°2) (%8°69) (%6°2¢€) (%e1)
6¥ 14 Z 05 14 L
0 6 ¢ 8¢ L4 Z 0|z 8 € |/ 4 0o | 9./
00 L 0 Z 0 o]0 0 o0 ¢ 0 0 0 € sejusipuadapul apuesd 90641
00 L 0 | 0o 0 0 1 | 0 0 Z SeXIN opueld 90641
0 € 0 | | z [0 o]0 0o ¢ 0] € [0 O 9 L ssjusipuadapui BUEIPSN |90641
0 9 0 9 vl Z 00 0 lz z vl 0o 8¢ Ll SeXIN BUEIPSIN |90641
0 0 0 1Z] 9 o 0]z 8 6 ] L [0 0 12 €l SEXIN euanbad|90641
v € 2 1 0 -z v € ¢ | 0 \- z
(oAesua owsiw |9 ud) (oAesua owsiw |8 ud)
(seip) edad (selp) edao seganid soAesua (sesipuadapul d
eAanu e| ap sodwal) — |04juod |9p sodwal ] eAanu e| ap sodwal} — |0Jju09 |ap sodwal ] 9P o'N ap o'N / sexiw sejes) odi] E|Eos3 | edeD
epes|o

BpEes|O .| | 8p 00id [op Byos-

<L B] 8P U0I009]008. elawlid | ap eyos

37



10

15

20

25

30

ES 292989 T3

La tabla 11 muestra el rendimiento agronémico (kg/m?) de LB811 y LB906 en ensayos a pequefia escala:

Primera oleada Datos finales (oleadas primera + segunda)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2

512 (control) 12.82 A [10.03 C 22.23 A 18.89 A
A15 (control) 13.48 A | 10.57 BC | 21.99 A 19.10 A
LB811-1 9.94 B |843 D 15.95 C 16.13 B
LB811-2 10.31 B |8.25 D 16.21 C 15.31 B
LB811-3 9.91 B |9.79 Cc 15.86 Cc 16.61 B
LB906-1 13.46 A [ 12.04 A 20.60 B 18.75 A
LB906-2 13.79 A | 1147 AB | 20.42 B 19.12 A
Los numeros seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey, a = 5%).

La tabla 12 muestra el numero de hongos de LB811 y LB906 (hongos / parcela) en ensayos a pequefia escala:

Primera oleada Datos finales (oleadas primera + segunda)
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2

512 (control) 151.81 A | 104.00 A 312.03 A 224.67 A
A15 (control) 148.33 A | 100.53 A 289.20 A 216.93 A
LB811-1 109.80 B | 77.07 B 188.80 C 170.87 CD
LB811-2 107.80 B | 79.53 B 182.60 C 160.00 D
LB811-3 100.20 B | 95.27 AB | 170.93 C 168.60 CD
LB906-1 147.53 A | 101.93 A 246.80 B 183.73 BC
LB906-2 157.80 A | 95.73 AB | 243.93 B 192.13 B
Los numeros seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey, a = 5%).

Ademas, los hongos mas grandes pueden constituir una ventaja para el mercado de productos frescos, ya que la
recoleccién manual es un coste de produccién importante, si no el principal: cuando los hongos son mas grandes
y mas pesados, el acto individual de recolectar es mas eficaz y por tanto, se mejora la productividad de la
recoleccion.

Por tanto se evalud el peso promedio de los hongos de la invencion.

La tabla 13 muestra el peso promedio de hongos (g/hongo) para LB906 y LB811:

Primera oleada Segunda oleada

Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 1 Ensayo 2
512 (control) 10.13 C 11.74 B 7.08 C 8.83 C
A15 (control) 10.96 ABC 12.68 B 7.26 C 8.76 C
LB811-1 10.83 ABC 13.43 AB 9.19 AB 9.94 BC
LB811-2 11.49 AB 12.55 B 9.55 AB 10.64 AB
LB811-3 11.84 A 12.61 B 10.20 A 11.31 A
LB906-1 11.01 ABC 14.61 A 8.80 B 9.86 BC
LB906-2 10.48 BC 14.63 A 9.36 AB 9.46 BC
Los numeros seguidos por la misma letra no son significativamente diferentes (prueba de Tukey, a = 5%).

En este ensayo a pequefia escala, cuando se hace crecer LB811 en la misma sala de crecimiento en las mismas
condiciones que el control comercial, su potencial de rendimiento es menor en comparacion con los controles
comerciales tanto en la primera como en la segunda oleada (tabla 11), ya que produce un menor nimero de hongos
(tabla 12); sin embargo los hongos de LB811 tienden a ser mas grandes tal como se indica por sus valores de
peso promedio (tabla 13). Por tanto, su productividad de recoleccién mejora significativamente.

Cuando se hace crecer junto con el control comercial, LB906 muestra un rendimiento comparable (tabla 9), con un
rendimiento mayor en la primera oleada. LB906 produce un nimero comparable de hongos en la primera oleada
y menos hongos en la segunda oleada (tabla 10); estos hongos son mas grandes tal como se muestra por los
valores de peso promedio (tabla 11). Por tanto, su productividad de recolecciéon mejora significativamente.

LB811 y LB906 se evaluaron adicionalmente en ensayos especificos a mediana y gran escala con el fin de
confirmar que puedan lograrse resultados de rendimiento comparables a los controles comerciales, tal como se
observo en los ensayos a pequefia escala (tabla 12, figuras 1 a 3).

Los resultados de los ensayos a mediana y gran escala para LB811 muestran que su rendimiento final puede ser
comparable a los controles comerciales con mejores tiempos en la primera oleada (tabla 12, figuras 2 a 3).
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Los resultados para LB906 muestran que su rendimiento final puede ser comparable a los controles comerciales
con mejores tiempos en la primera oleada (tabla 14, figuras 2 a 3).
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2.4. Genotipado
2.4.1. Huellas de SSR
a) Métodos

Se obtuvo el genotipo de 12 cepas mediante huellas de marcadores SSR (repeticion de secuencia Unica, es decir,
microsatétile):

- 3 heterocariones parentales: FS9.18, Somycel 76, hibrido Sylvan J10117.

- 3 homocariones parentales: FS9.18s50, 76s14, J10117s62.

- 2 hibridos de Somycel (heterocariones): LB811, LB906.

- 4 controles (heterocariones, cepas comerciales): U1, Sylvan A15, Sylvan 512 y Sylvan 520.

Se prepararon cultivos en caldo de estas cepas a partir de placas, triturando tapones de cultivos de agar en medio
de caldo de dextrosa de patata. Después de un periodo de incubacion de una a unas pocas semanas a 24°C
(dependiendo de la velocidad de crecimiento), se filtraron los cultivos en caldo (papel de filtro crepado cualitativo
con retenciodn de particulas de 40 um). El micelio se secé por congelacion: se congeld (nitrogeno liquido a -196°C)
y se liofilizé hasta la sequedad.

Se extrajo el ADN total con un protocolo clasico de CTAB-cloroformo-alcohol isoamilico, las concentraciones de
ADN se ajustaron a 25 ng/ul y se almacenaron (-20°C).

El genotipado se realizé utilizando 22 marcadores publicados microsatélites codominantes enumerados en la tabla
15 (ver Foulongne-Oriol et al. 2009 para conocer las secuencias de cebador y las condiciones de amplificacion).
Los cebadores directos se marcaron con uno de los siguientes colorantes fluorescentes (6-FAM, PET, VIC y NED)
tal como sigue:

- 6-FAM: AbSSSR 12 14 23 36 58 64
- PET: AbSSSR 05 13 39 43 56 57

- VIC: AbSSSR 02 19 33 42 49

- NED: AbSSSR 3145 59 60 65

La electroforesis capilar y la determinacién del tamafio de los fragmentos se realizé en un secuenciador ABI 3130
(Applied Biosystems) utilizando el patron interno GenScan™ 600 LIZ (Applied Biosystems) (Foulongne-Oriol et al.,
2012).

b) Resultados:

Las tablas 15 y 15bis presentan las huellas de 4 controles comerciales (U1 y 3 derivados de U1, concretamente
Sylvan A15, 512 y 520), 2 hibridos (LB811 y LB906), sus 3 progenitores heterocariotas (J10117, FS9.18 y 76) y
sus 3 progenitores homocariotas (J10117s62, FS9.18s50 y 76s14) para 22 marcadores SSR.

Las huellas de U1, A15, 512 y 520 muestran resultados idénticos en un 100% para 22 marcadores y por tanto
confirman la afirmacién de falta de diversidad genética entre las cepas comerciales actuales (Foulongne-Oriol et
al., 2011, Sonnenberg et al., 2011).

Por el contrario, LB811 difiere de todos los derivados de U1 por su genotipo en 4 marcadores de los 22 (18.2%):
AbSSR 23 39 58 65.

LB906 difiere de todos los derivados de U1 por su genotipo en 5 marcadores de los 22 (22.7%): AbSSR 02 23 36
39 42.

LB811 y LB906 difieren entre si por su genotipo en 5 marcadores de los 22 (22.7%): AbSSR 02 36 42 58 65.
Las huellas Unicas de los 3 hibridos LB811, LB906 y J10117 en los 22 marcadores se detallan en la tabla 15.

Tabla 15: huellas de genotipo de U1 y 3 derivados de U1 comerciales con 22 marcadores microsatélites SSR.

Marcadores U1 Sylvan A15 | Sylvan 512 | Sylvan 520
AbSSR02 | 188/188 188/188 188/188 188/188
AbSSRO05 | 329/332 | 329/332 nd 329/332
AbSSR12 | 171/171 171171 171171 171171
AbSSR13 | 212/212 | 212/212 212/212 212/212
AbSSR14 | 167/167 167/167 167/167 167/167
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Marcadores U1 Sylvan A15 | Sylvan 512 | Sylvan 520
AbSSR19 | 191/191 191/191 191/191 191/191
AbSSR23 | 170/176 170/176 170/176 170/176
AbSSR31 | 167/167 167/167 167/167 167/167
AbSSR33 | 192/192 192/192 192/192 192/192
AbSSR36 | 149/157 149/157 149/157 149/157
AbSSR39 | 186/186 186/186 186/186 186/186
AbSSR42 | 177/179 177/179 177/179 177/179
AbSSR43 | 231/231 231/231 231/231 231/231
AbSSR45 | 193/203 193/203 193/203 193/203
AbSSR49 | 174/174 174/174 174/174 174/174
AbSSR56 | 225/225 225/225 225/225 225/225
AbSSR57 | 257/257 257/257 2571257 257/257
AbSSR58 | 167/169 167/169 167/169 167/169
AbSSR59 | 197/201 197/201 197/201 197/201
AbSSR60 | 206/208 206/208 206/208 206/208
AbSSR64 | 104/104 104/104 104/104 104/104
AbSSR65 | 188/213 188/213 188/213 188/213

Tabla 15bis: huellas de genotipo de los hibridos de la invencidn y sus progenitores con 22 marcadores
microsatélites SSR.

Marcadores | LB811 LB906 | J10117 | FS9.18 76 J10117s62 | Fs9.18s50 | 76s14
AbSSR02 | 188/188 | 188/192 | 188/188 | 188/192 | 188/192 188 188 192
AbSSRO05 | 329/332 | 329/332 | 329/332 | 329/329 | 329/332 332 329 329
AbSSR12 | 171/171 | 171/171 | 171/174 | 171/171 | 171/171 171 171 171
AbSSR13 | 212/212 | 212/212 | 212/212 nd 212/212 212 212 nd
AbSSR14 | 167/167 | 167/167 | 167/167 | 167/167 | 167/167 167 167 167
AbSSR19 | 191/191 | 191/191 | 191/191 | 191/191 | 191/191 191 191 191
AbSSR23 | 176/176 | 176/176 | 176/176 | 176/176 | 170/176 176 176 176
AbSSR31 | 167/167 | 167/167 | 167/167 | 153/167 | 167/167 167 167 167
AbSSR33 | 192/192 | 192/192 | 192/192 | 192/192 | 192/192 192 192 192
AbSSR36 | 149/157 | 149/149 | 149/149 | 149/157 | 149/149 149 157 149
AbSSR39 | 186/188 | 186/188 | 186/188 | 186/186 | 186/186 188 186 186
AbSSR42 | 177/179 | 179/179 | 177/179 | 177/177 | 179/179 179 177 179
AbSSR43 | 231/231 nd 231/231 | 210/231 nd nd 231 nd
AbSSR45 | 193/203 | 193/203 | 193/203 | 193/195 | 193/195 203 193 193
AbSSR49 | 174/174 | 174/174 | 174/174 | 174/174 | 174/174 174 174 174
AbSSR56 | 225/225 | 225/225 | 225/225 | 225/225 | 225/225 225 nd nd
AbSSRS57 | 257/257 | 257/257 | 257/257 | 252/257 | 257/257 257 257 257
AbSSR58 | 165/169 | 167/169 | 169/169 | 165/165 | 167/167 169 165 167
AbSSR59 | 197/201 | 197/201 | 197/201 | 197/197 | 197/203 201 197 197
AbSSR60 | 206/208 | 206/208 | 206/208 | 208/208 | 208/208 206 208 208
AbSSR64 | 104/104 | 104/104 | 104/104 | 104/104 | 104/111 104 104 104
AbSSR65 | 197/213 | 188/213 | 213/213 | 188/197 | 188/188 213 197 188

LB811 y LB906 presentan un progenitor patentado Sylvan (J10117) y un progenitor comercial o previamente
comercial (respectivamente, FS9.18 y 76).

LB906 presenta un progenitor patentado (J10117) y un progenitor blanquecino prehibrido (76). Las huellas
genotipicas muestran un polimorfismo entre los progenitores:

- Cuando se consideran los 2 progenitores heterocariotas, 11 marcadores de 21 (52.4%) muestran un
polimorfismo.

- Cuando se consideran los 2 progenitores homocariotas:
— 11 marcadores de 21 (52.4%) no muestran un polimorfismo entre los progenitores homocariotas,

— 8 marcadores de 21 (38.1%) muestran un polimorfismo entre los progenitores homocariotas: AbSSR 02
05 39 45 58 59 60 65.

Estos marcadores pueden utilizarse para mostrar el arbol genealégico de LB906.

42



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 292989 T3

LB811 presenta un progenitor patentado (J10117) y un progenitor comercial (FS9.18). Las huellas genotipicas
muestran un polimorfismo entre los progenitores:

- Cuando se consideran los 2 progenitores heterocariotas, 14 marcadores de 22 (63.6%) muestran un
polimorfismo.

- Cuando se consideran los 2 progenitores homocariotas:
— 14 marcadores de 22 (63.6%) no muestran un polimorfismo entre los progenitores homocariotas,

— 9 marcadores de 22 (40.9%) muestran un polimorfismo entre los progenitores homocariotas: AbSSR 05
36 39 42 45 58 59 60 65.

Estos marcadores pueden utilizarse para mostrar el arbol genealdgico de LB811.

Cuando se considera LB811 en comparacion con sus progenitores heterocariotas, U1 y todos sus derivados (es
decir, J10117, FS9.18, U1, A15, 512 y 520), 2 marcadores pueden discriminar LB811: AbSSR 58 y 65.

2.4.2. Alelos de tipo apareamiento y genotipo en los marcadores moleculares P1N150

El marcador P1N150 esta asociado al locus MAT (Xu et al., 1993, Kerrigan et al., 1993). Su secuencia esta
disponible a partir de la secuencia del genoma de referencia H97 V2.0 (Morin et al., 2012) publicado por el Joint
Genome Institute (JGI) del Departamento de Energia de los EE.UU. El extremo en 5’ de este marcador comienza
en la posicién 868615 de la estructura 1. Las secuencias alélicas de los alelos 1, 2, 3, 4y 7 de P1N150 se facilitan
en SEC ID N°: 1 a 5, respectivamente.

U1 y todos sus derivados (incluyendo Sylvan A15, 512 y 520) se caracterizan por un perfil de genotipo heteroalélico
“1/2”. Los heterocariones “blanquecinos” (incluyendo Somycel 76) se caracterizan por un perfil de genotipo
heteroalélico “1/3” (Imbernon et al., 1995).

Los progenitores heterocariotas J10117, FS9.18 y 76 se caracterizan respectivamente por los perfiles de genotipo
heteroalélicos “2/4”, “2/7” y “1/3”.

Los progenitores homocariotas J10117s62, FS9.18s50h y 76s14 se caracterizan respectivamente por los perfiles
de genotipo homoalélicos “4”, “7” y “3”.

El hibrido LB811 se caracteriza por un perfil de genotipo heterocariota “4/7” distintivo.
El hibrido LB906 se caracteriza por un perfil de genotipo heterocariota “3/4” distintivo.

Por tanto, J10117, LB811 y LB906 pueden distinguirse de todos los derivados de U1, de sus progenitores
heterocariotas u homocariotas, y entre si basandose en su genotipo de P1N150.

2.4.3. Genotipado por PCR

La tabla 16 resume el material y los métodos utilizados para el genotipado por PCR de las cepas de la invencion
en comparacion con otras cepas hibridas o cepas de homocarién tales como J10165 (tal como se da a conocer en
los documentos US20100218294 y US2100154079), J11500 (tal como se da a conocer en los documentos
WO/2015/114612) y J9277 (tal como se da a conocer en los documentos US20080182321 y US2010154079).

Marcador C_ebador _Cebador Parametros de PCR Alelos
directo inverso
Numero de | Temperatura de | Tiempo de
ciclos hibridacion extension
P1N150 , , 35 56°C 1 min 1(o
5- 5-
1T)
2
AGGCRYCC GTTCGACG
CATCTTCAS ACGGACTG
c-3 Cc-3’
SECID 6 SECID7 3
4
7
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Cebador

Cebador

Marcador . . Parametros de PCR Alelos
directo inverso
Numero de | Temperatura de | Tiempo de
ciclos hibridacion extension
ITS o o 35 56°C 1 min L1
) L2
L4
TCCGTAGG TCCTCCGCT
TGAACCTG TATTGATAT
CGG-3’ GC-3
SECID 8 SECID9 L6
L10
MFPC-1- 5 5. 35 55°C 0.5 min E1
ELF
E2
AYTCRCAA CATTCGGC E7
MAACATAC GATTTTCTC
CTTCAAC-3’ A-3
SECID 10 SECID 11 ES8
E9
AN 5’ 5’ 35 64°C 2 min N1
N2
GACGATGC GGTCTGGC N5
GGGACTGG CTACRGGA
TGGAT-3’ GTGTTGT-
3[
SECID 12 SECID 13 N6
N7
5-
AS 5. 35 64°C 2 min SD
SH
CCGCCAGC sC
TCAGTCGG
ACAAGGAA
CCCTCAAA
TCAAATG-
ACAGTC-3’
3
SECID 14 SEC ID 15 SB
SG
FF 5'- 5'- 35 64°C 2 min FF1
FF2
TCGGGTGG TTCCTTTCC FF4
TTGCAACT GCCTTAATT
GAAAAG-3’ GTTTCT-3’
FF5
SECID 16 SECID 17 FF9
FF10
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Las secuencias de nucleétidos de los cebadores directo e inverso se representan en SEC ID N°6 a 17.

Basandose en esta tecnologia de genotipado, en la tabla 17 a continuacion se recopilan los resultados (el alelo 1
se enumera como 1T en esta tabla con respecto al marcador P1N150 y los detalles de diversos alelos para este
marcador se detallaron anteriormente). Los diversos alelos para los marcadores ITS, MFPC-1-ELF, AN, AS, FF
difieren en su polimorfismo de secuencia.
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Estos resultados muestran de nuevo que las cepas segun la presente invencién son genéticamente diferentes de
cualquier cepa conocida.

La tabla 18 muestra el numero de diferencias genéticas entre las cepas basandose en los marcadores de PCR
sometidos a prueba.

N.° de marcadores | A15 | LB811 | LB906 | J10117 | J10165 | J11500 | J9277
LB811 5 5
LB906 6 5 5
J10117 6 6 5 4
J10165 6 5 5 4 6
J11500 6 4 5 4 6 5
J9277 6 5 5 4 6 6 5

Con este panel de 6 marcadores de PCR, cada una de las cepas muestra un perfil de genotipo unico.
El nimero de alelos diferentes entre las cepas (comparaciones de pares) se presenta en la tabla 18 anterior.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<120> NUEVAS CEPAS DE HONGOS DE AGARICUS BISPORUS HIBRIDAS

<130> B71654D34403

<150> Documento EP 15305073.7
<151> 23-01-2015

<160> 17

<170> Patentln version 3.5

<210> 1

<211> 1114
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Alelo 1 de P1N150

<220>

<221> misc_feature
<223> Alelo 1 de PIN150

<220>

<221> misc_feature
<222> (1114)..(1114)

<223>nesa,c,g,ot

<400> 1

taaccgagac
taactagatt
tttctecctt
ctatcaaatt
ctccacaaaa
cagttgccag
tgtattccga
gtaaaaagag
tcctetttet
tataatacat
cttcaactgt
gcattatcca
tttactgaga
tcgegetteg

ttgaccagtt

tgtgctcteg
agctgccatc
cgtcacgaga
actgtagcat
agtcggaacc
cctctteget
aacaaagaaa
ttttcaggca
cgaacaatgc
ttgttgggece
caccgacctt
gaattacgtt
atcatcgctg
ccaagatact

gatgactgaa

taccaagcaa
tcaattcggt
gcgctatact
tgctcccaag
tcaaacccaa
agaagatcgg
ggcgtccecat
ttttcgggta
gagaacatga
aagctcaggce
cagggtgcca
gaattgacct
gcgcaagccc
gctcagactc

ccttgggaag

cctgggaatc
cggtcaaagg
ctcgtcgaga
ttgtatacca
agccctcegtg
aggcacccga
cttcaccgtt
tctcaggecce
tcagccaaag
tgtgttcagg
atcgacccta
ggattagcct
aggagctgceg
cgacggcgat

atttccggtg

49

accctgattt
cacgtactct
cagaccatct
gccatteccte
gctcttgtac
agacagaggc
accgtaggca
tgaacatagg
ttcaggcaag
catcgttcaa
aatcgaccct
gatagatcct
gtacctatgg
cctgatttca

aactgagcat

gcegttcattt
tctegtatcet
agcagattcc
tgacgcgttg
tgatgtaact
gccatatcct
atcatcctca
ctgagaattg
ttgctttaaa
ggtgtaagaa
aaatcagcct
gataatattt
cttcgagtga
cgaaatacgt

ctggatcgat

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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gctttgcaga ttttcgagta tgatacgagg tagcattgga attgggaaag gtttagaatt

tctcaccgeg gagectecgga tegtgetaat aatagtgacg tcagtgaace tatcacggea

gtccgtegte gaactttggt cgaaccgaca ttccacgttt cccatccagt tctttttttce

atcccatgcet gacaaatagc cgtggtccaa cacn

<211> 877
<212> ADN
<213> artificial

<220>

<223> Alelo 2 de P1N150

<220>

<221> misc_feature
<223> Alelo 2 de PIN150

<220>

<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223>n

<220>

esa,c,g,ot

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)

<223>n

<220>

esa,cg,ot

<221> misc_feature
<222> (876)..(877)

<223>n

<400> 2

<210>3

esa,c,g,ot

ncaangcttg
accaagcaac
caattcggtce
cgccatactce
gctecccaagt
caaacccaaa
gaagatcaga
gcatcccatc
tacctatgge
ctgatttcac
actgagcatc

ttgggaaagg
cagtgaacct

ccatccagtt

acgacctecge

<211> 545
<212> ADN

ccctggaatce
ctgggaatca
ggtcaaaggce
tcgtcgagac
tgtataccag
gcecetegtgg
ggcacccgaa
ttcaccgtta
ttcgagtgat
gaaatacgtt
tggatcgatc

tttggaattt
atcacggcag

atttttttca

tcagcatgeg

atagtcaaga
ccctgatttg
acgtactttt
aggccatcta
ccattecctet
ctcttgtact
gacagaggcg
ccgtaggcaa
cgcgettege
tgaccagtcg
ctttgcagat

ctcaccgegg
tccgtegteg

tcccatgetg

cttctgacat

aargggacat
cgttcatttt
ctcgtatcett
gcagattcce
gacgegttge
gatgtaactce
ccatatcctt
tcatcgetgg
caagatactg
atgactgaac
tttcgagtat

agctccggat
aactttggtc

acaaatagcc

gtcacnn

50

aatcgagact
aactagatta
ttcteecette
tatcaaatta
tccacaaaaa
agttgccagce
gtattccgaa
cgcaagccca
ctcagactcc
cttgggaaga
gatacgaggt

cgtgctaata
gaaccgacat

gtggtccaac

gtactctegt
gctgccatct
gtcacgagag
ctgtagcatt
gtcggaacct
ctcttegeta
acaaagaaag
ggagctgcgg
gacggcgatc
tttcecggtga
agcattggaa

atagtgacgt
tccacgtttce

acctataaaa
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<213> artificial

<220>

<223> Alelo 3 de P1N150

<220>

<221> misc_feature
<223> Alelo 3 de P1IN150

<400> 3

<210> 4

atgaaaataa
gccgtgatag
attccaaacc
tccatccaga
cgtatttegt
cactcgaagce
acggtgaaga
cgggtgectce
acgagggctt

ggtat

<211> 598
<212> ADN
<213> artificial

<220>

ctggatggga
gttcactgac
tttcccaatt
tgctcagttc
gaaatcagga
cataggtacc
tgggatgcct
tgatcttcta

tgggtttgag

<223> Alelo 4 de P1N150

<220>

<221> misc_feature
<223> Alelo 4 de P1N150

<400> 4

<210>5

tcccaagttg
aatccaaagce
agatcagagg

gccccatcett
cctatggett

gatttcacga
tgagcatccg
gagaaaggtt
gtgaacctat

atccagtact

<211> 558
<212> ADN
<213> artificial

<220>

tataccagcc
cctegtgget
cacccgaaga

caccgttacce
cgagtgatcg

aatacgtttg
gatcgatccect
tggaatttct
cacggcagtc

ttttttcate

ES 292989 T3

aacgtggaat
gtcattatta
ccaatgctac
accggaaatc
tcgeecgtegg
gcagctcctg
ttctttgttt
gcgaagaggc

gttccgactt

attcctctga
cttgtactga

caaaggcgcece

gtaggcaatc
cgcttcgeca

accagttgat
ttgcagattt
caccgcggag
cgtcgtcgaa

ccatgctgac

gtcggttcga
ttagcacgat
ctcgtatcat
ttcccaaggt
agtctgagca
ggcttgegee
cggaatacaa
tggcaactga

tttgtggagce

cgcgtcegete
tgtaactcag
atattcttgt

atcgctggceg
agatactgct

gactgagctt
tcgagtatga
ctccggatcg
ctttggtcaa

aaatagccgt

51

ccaaagttcg
ccggagetcee
actcgaaaat
tcagtcatca
gtatcttggce
agcgatgatt
ggatatggcg
gttacatcag

aacgcgtcag

cacaaaaagt
ttgccagect
attccgaaat

caagcccagg
cagactccga

tgggaagatt
tacgaggtag
tgctaataat
accgacattc

agtccaacac

acgacggact
gcggtgagaa
ctgcaaagga
actggtcaaa
gaagcgcgat
gcctacggta
cctetgtett
tacaagagcc

aggaatggct

cggaacctca
cttecgetaga
aaagaaaggc

agctgcggta
cggcgatcct

tccggtgaac
cattggaatt
agtgacgtca
cacgtttccce

ctataaaa
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<223> P1N150 Alelo 7

<220>
<221> misc_feature
<223> P1N150 Alelo 7

<400> 5
aatccaaagc

agatcagagg
gceccecatett
cctatggett
gatttcacga
tgagcatccg
ggtaaaggtt
gtgaaactat
atccagttct

gacctcgaat

<210>6
<211>18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 6
aggcryccca tcttcasc 18

<210>7
<211>17
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400>7
gttcgacgac ggactgc 17

<210> 8
<211>19
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 8
tccgtaggtg aacctgegg 1

<210>9
<211> 20
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

cctegtgget
cacccgaaga
caccgttace
cgagtgatcg
aatacgtttg
gatcgatcct
tggaatttct
cacggcagtc
tttttccatc

Cccaaagcc

9
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cttgtactga
caaaggcgcc
gtaggcaatc
cgcttcgeca
accagttgat
ttgcagattt
caccgcggag
cgtcgtcgaa

ccatgctgac

tgtaactcag
atattcttgt
atcgctggeg
agatactgct
gactgagctt
tcgagtatga
ctceggateg
ctttggtcaa

aaatagccgt

52

ttgccagect
attccgaaat
caagcccagg
cagactccga
tgggaagatt
tacgaggtag
tgctaataat
accgacattc

agtccaacac

cttcgctaga
aaagaaaggc
agcecgeggta
cggcgatcct
tccggtgaac
cattggaatt
agtgacgtca
cacgtttcce

ctataaaaac

60
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<400>9
tccteegcett attgatatge 20

<210> 10
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 10
aytcrcaama acataccttc aac 23

<210> 11
<211> 18
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 11
cattcggcga ttttctca 18

<210> 12
<211> 21
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 12
gacgatgcgg gactggtgga t 21

<210> 13
<211>23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 13
ggtctggcct acrggagtgt tgt 23

<210> 14
<211> 23
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 14
ccgccagcac aaggaatcaa atg 23

<210> 15
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso
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<400> 15
tcagtcggcc ctcaaaacag tc 22

<210> 16
<211> 22
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador directo

<400> 16
tcgggtggtt gcaactgaaa ag 22

<210> 17
<211>24
<212> ADN
<213> artificial

<220>
<223> cebador inverso

<400> 17
ttcctttceg ccttaattgt ttct 24

ES 292989 T3
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REIVINDICACIONES

1. Cepa hibrida de Agaricus bisporus que presenta la cepa J10117 que se ha depositado en la Collection Nationale
de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20
de enero de 2015, con el numero de registro de CNCM 1-4950, como primer progenitor y una cepa blanca de
Agaricus bisporus como un segundo progenitor, seleccionandose dicha cepa hibrida en el grupo que consiste en:

- LB811, que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el nimero de
registro de CNCM 1-4945,

- LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de Microorganismes (CNCM), Institut
Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de 2015, con el niUmero de
registro de CNCM 1-4946, y

- derivados de las mismas, en la que dichos derivados son hibridos de Agaricus bisporus que comprenden
todos los marcadores moleculares SSR y/o las secuencias alélicas de P1N150 del hibrido LB811 que se ha
depositado con el numero de registro de CNCM [-4945 o del hibrido LB906 que se ha depositado con el
nuamero de registro de CNCM 1-4946 o del hibrido J10117 que se ha depositado con el nimero de registro
de CNCM 1-4950,

en la que las combinaciones alélicas de P1N150 para LB811, LB906 y J10117 son las de la tabla 17,
y en la que los marcadores moleculares SSR para LB811, LB906 y J10117 son los de la tabla 15bis,
en la que dicha cepa hibrida presenta un rendimiento de preparacion de conserva mejorado,
definiéndose el rendimiento de preparacion de conserva mejorado como un rendimiento de preparacion
de conserva superior, que es estadisticamente significativo a P < 0.05 o P <0.01, en comparacién con
el hongo a partir de una cepa de Agaricus bisporus A15 comercial de control.
2. Cepa hibrida de Agaricus bisporus segun la reivindicacion 1, en la que dichos derivados son células obtenidas
a partir de dicha LB811 o de dicha LB906 mediante seleccion somatica, seleccién en cultivo tisular, germinaciéon
de espora unica, germinacion de multiples esporas, apareamientos entre micelios obtenidos a partir de esporas
homocariotas o heterocariotas de estos hibridos, autofecundacion, apareamiento repetido de vuelta al cultivo
inicial, mutagénesis, conversion de rasgos, conversion de rasgos introgresivos, endogamia o transformacion.
3. Cepa hibrida de Agaricus bisporus LB811, que se ha depositado en la Collgction Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de
2015, con el numero de registro de CNCM 1-4945.
4. Cepa hibrida de Agaricus bisporus LB906 que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15 el 20 de enero de
2015, con el numero de registro de CNCM 1-4946.

5. Cultivo de hongo hibrido de Agaricus bisporus que comprende el hibrido de Agaricus bisporus segun una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

6. Producto que incorpora el cultivo segun la reivindicacién 5, en el que dicho producto se selecciona de entre el
grupo que consiste en: micelio, blanco de hongo, in6culo, inéculo de cobertura y sustratos colonizados que incluyen
grano, compost y materia particulada friable.

7. Homocariones obtenidos a partir del hibrido segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o a partir del
cultivo de hongo hibrido segun la reivindicacion 5.

8. Célula del cultivo de Agaricus bisporus segun la reivindicacion 5.
9. Hongo producido haciendo crecer una cosecha de hongos a partir del cultivo segun la reivindicacion 5.
10. Método de produccion de hongos hibridos, comprendiendo dicho método:

a) inocular un medio de crecimiento de hongo con un hibrido de hongo Agaricus bisporus hibrido segun las
reivindicaciones 1 a 4,

b) mantener dicho medio de crecimiento inoculado en condiciones conducentes a la fructificacién de hongo y

c) recolectar hongos de dicho medio de crecimiento.
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11. Método de produccion de descendencia del cultivo de hongo hibrido segun la reivindicacién 5, que comprende
las etapas de:

a) obtener esporas a partir de dicho cultivo de hongo hibrido,
b) hacer germinar dichas esporas,
c¢) transferir cultivos a partir de esporas en germinacion a nuevos medios de crecimiento.

12. Procedimiento de producciéon de un nuevo cultivo de hongo hibrido, que comprende aparear el homocarién
segun la reivindicacion 8 o el hibrido segun las reivindicaciones 1 a 4 con un segundo homocarién o heterocarién
de Agaricus bisporus.

13. Cepa hibrida de Agaricus bisporus J10117, que se ha depositado en la Collection Nationale de Cultures de
Microorganismes (CNCM), Institut Pasteur, 25 rue du Docteur Roux, 75724 PARIS Cedex 15, el 20 de enero de
2015, con el numero de registro de CNCM 1-4950.

14. Método de produccién de una cepa de A. bisporus que produce hongos con rendimiento de preparacion de
conserva mejorado que comprende las etapas de

i. proporcionar material de propagacién de una cepa hibrida de A. bisporus segun la reivindicacion 1;
ii. hacer crecer dicho material y recuperar un material de reproduccién a partir del mismo;

iii. cruzar el material de reproduccion obtenido en ii) con el material de reproduccion de una cepa de A. bisporus
que no presenta el rasgo de rendimiento de preparacién de conserva aumentado,

iv. hacer crecer el material de propagacién obtenido a partir del cruce y cosechar el material de propagacioén a
partir de ahiy

v. hacer crecer hongos a partir del material de propagaciéon cosechado bajo iii) y seleccionar una cepa de
hongos que produce hongos con rendimiento de preparacion de conserva mejorado, en el que el
rendimiento de preparacion de conserva mejorado se define como un rendimiento de preparacién de
conserva superior, que es significativo estadisticamente a P <0.05 o P < 0.01, en comparacion con el hongo
a partir de una cepa de Agaricus bisporus A15 comercial de control.

56



ES2929896 T3

Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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