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Basidiomicetos

Complejo criptico

Electroforesis

Fibula

Hemiangiocérpico

Micéfago

Sub-especie

GLOSARIO

Son una division del reino Fungi que incluye los hongos que
producen basidios con basidiosporas. Contiene a las

clasicas setas y hongos con sombrero.

Son un grupo de especies que satisfacen la definicion
biolégica de especie, pero no son

distinguibles morfol6gicamente entre si.

Técnica de separacion en la cual las moléculas como
proteinas, ADN o ARN se separan entre si por su carga

eléctrica y peso molecular.

Es una estructura que se encuentra en muchas especies
de basidiomicetos y que se produce entre

dos células binucleadas adyacentes de una misma hifa.

Tipo de desarrollo del basidiocarpo en los basidiomicetos.

Individuo o pueblo que usa los hongos como alimento.

Cada uno de los grupos en que se dividen las especies y que
se componen de individuos que ademas de los caracteres
propios de las misma, tienen en comun otros caracteres
morfolégicos por los cuales se asemejan entre si y los

distinguen de los otros grupos.
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RESUMEN
Actualmente existe una controversia taxonomica sobre la delimitacion de las
especies mexicanas que integran el complejo Amanita caesarea. Con el fin de
generar herramientas taxondmicas diferentes a las morfolégicas que puedan
contribuir a solucionar esas controversias, en el presente trabajo se realizd un
analisis molecular, basado en perfiles ISTR, de 82 individuos de A. caesarea, A.
basii, A. laurae y A. tullosii. Todas pertenecientes al complejo, encontradas en la
region de El Salto, Pueblo Nuevo, Durango, México. Las combinaciones de
iniciadores ISTR empleadas fueron F1/B1 y F1/B8, las que produjeron un total de 79
loci, cuyos tamafios se estimaron entre de 70 (locus amplificado con el par F1/B1l) a
2570 bp (locus amplificado con el par F1/B8). Los valores del indice de
genotipificacion variaron entre 0.93 y 0.90. En el estudio de variacion genética
interpoblacional se obtuvo un coeficiente de diferenciacion genética de 0.0739 y un
flujo génico de 6.2699, que indican una fuerte migracién genética entre las especies.
Las distancias genéticas entre las especies del complejo permiten distinguir dos
grupos, el primero formado por A. caesarea y A. basii, entre las cuales existe un
elevado flujo génico (Nm > 1), que sugiere un estado de conespecificidad; y el otro,
integrado por A. laurae y A. tullosii, entre las cuales existe un bajo flujo génico (Nm >
0.15), que sugiere que se trata de especies distintas. Para la caracterizacion
micoquimica se identificaron 23 compuestos, mediante HPLC-DAD-ESI/MS y CG-
MS, de los cuales 11 corresponden a triterpenoides, nueve se identificaron como
acidos grasos no estéricos y tres como polifenoles. Para el analisis fenético de
cluster se elaboré una matriz binaria de cada uno de los compuestos contra cada una
de las especies del complejo, resultando dos grupos, el primero formado por A.
caesarea, A. basii y A. laurae donde se observa que quimicamente son especies
muy similares y por otro lado A. tullosii aparece como una especie que se separa del

resto.

Palabras clave: Complejo Amanita caesarea, marcadores ISTR, variabilidad

genética, delimitacion especifica, micoquimico
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ABSTRACT

There is currently a controversy about the taxonomic delimitation of the Mexican
species that make up the complex Amanita caesarea. In order to generate different
morphological taxonomic tools that can help resolve those disputes, in this study a
molecular analysis based on profiles ISTR, 82 individuals of A. caesarea, A. basii, A.
laurae was performed and A. tullosii. All belonging to the complex, found in the region
of El Salto, Pueblo Nuevo, Durango, Mexico. ISTR primer combinations used were F1
/ B1 and F1 / B8, which produced a total of 79 loci, whose sizes were estimated
between 70 (amplified with the pair F1 / B1 locus) to 2570 bp (amplified with the pair
locus F1 / B8). The index values ranged from 0.93 genotyping and 0.90. In the study
of genetic variation between populations genetic differentiation coefficient of 0.0739
and a gene flow of 6.2699, indicating a strong genetic migration between species was
obtained. Genetic distances between species complex to distinguish two groups, the
first consisting of A. caesarea and A. basii, between which there is a high gene flow
(Nm> 1), suggesting a state of conspecificity; and the other, composed of A. tullosii
and A. laurae, among which there is low gene flow (Nm> 0.15), suggesting that they
are different species. For characterization micoquimica 23 compounds were identified
by HPLC-DAD-ESI / MS and GC-MS, of which 11 correspond to triterpenoids, nine
were identified as steric fatty acids and three as polyphenols. For cluster analysis
phenetic a binary matrix of each of the compounds against each of the species of the
complex was prepared, resulting in two groups, the first formed by A. caesarea, A.
basii and A. laurae observed where chemically are very similar across species and A.

tullosii appears as a kind that separates from the other.

Keywords: Complex Amanita caesarea, ISTR markers, genetic variability, specific

delimitation, mycochemical.

vi



INTRODUCCION

Amanita caesarea es la especie silvestre comestible de mayor consumo nacional y
local, es de gran importancia para los habitantes de EI Salto, Pueblo Nuevo,

Durango quienes de la recoleccion obtienen beneficios econémicos y nutrimentales.

Existe una controversia taxonémica relativa a la delimitacion especifica del complejo
Amanita Caesarea, debido a las diferencias morfologicas entre las especies que lo
integran. Se han presentado avances respecto a la identificacion basada en
caracteres morfologicos para poder ubicar a las especies de este complejo. En 1984
Montiel-Arcos presentd un documento bajo el nombre de Complejo Amanita
caesarea, donde consideraba miembros de este complejo a A. basii, A. tecomante,
A. tullossii y A. yema, mas tarde Guzman y Ramirez-Guillen (2001) reportaron que
las especies mexicanas del complejo Amanita caesarea eran seis: A. basii, A.

caesarea, A. laurae, A. tecomante, A. tullossii y A. yema.

Los rasgos taxonomicos que fueron tomados en cuenta por Guzman y Ramirez-
Guillen (2001) para distinguir las especies del complejo fueron el tamafio de las
esporas y la forma (considerado aqui como la variacion normal de la longitud dividida
por la anchura, sin los extremos), si el pileo era escaldado y su color, la longitud y la
descamacion del estipite. El resto de las caracteristicas microscopicas, como
cheilocystidia, elementos de la volva y anillo, pileipellis, entre los mas importantes.

Su clasificacion taxondmica ha sido complicada al tratarse de un complejo criptico de
especies, diferentes marcadores ademéas de los morfolégicos, han sido utilizados
para abordar este tipo de problematica taxondmica, entre ellos se encuentran los
caracteres quimicos y moleculares, herramientas usadas para estimar la variabilidad
ya que aportan informacion muy valiosa para este tipo de estudios(Almaraz-Abarca,
2011). En el presente trabajo se utilizaron marcadores micoquimicos y moleculares
basados en perfiles polifendlicos, terpénicos, acidos grasos e ISTR respectivamente,
con el fin de generar informacién que ayude a discernir sobre las especies que
conforman el complejo Amanita caesarea.
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. ANTECEDENTES

1.1 Generalidades

Los hongos son organismos ampliamente distribuidos en todo el globo terraqueo,
constituyendo un grupo independiente reconocido internacionalmente como reino
Fungi. Viven en cualquier sitio que presente materia organica y agua. Estos
organismos pueden vivir en climas ecuatoriales, tropicales, subtropicales, templados
y aun frios, desde el nivel del mar hasta altitudes de mas de 4,000 metros, y desde
lugares muy humedos hasta regiones semidesérticas en epocas en que puede haber
una ligera humedad (Pedraza et al., 1994, citado por Montoya, 2001)

Lo que se conoce por setas u hongos son solamente estructuras reproductoras
(carpdforo) que se originan en condiciones favorables, a partir de una marafia de
filamentos microscopicos, no facilmente reconocibles bajo el suelo, en la hojarasca o
dentro de troncos podridos. Esa marafa de filamentos, denominada micelio, es la
estructura vegetativa de los organismos llamados hongos; por tanto, haciendo una
homologia con las plantas superiores, la seta seria el "fruto” de un tipo de hongo, los

denominados Macromicetos u Hongos Superiores (Gonzalez, 2000).

1.2 Importancia de los hongos silvestres

Resulta indiscutible la importancia ecolégica de los hongos silvestres en los
ecosistemas forestales, debido a su papel como agentes degradadores de la materia
orgénica, asi como por ser simbiontes mutualista o antagonistas de las plantas y
animales del bosque, la distribucion de los hongos se efectla a través de esporas o
pequefios propagulos, por el agua o por el aire, u otro medio, lo que favorece mas su
amplia distribucion. Por otra parte, constituyen un componente econémico en las
actividades productivas dentro de las comunidades campesinas que habitan las
regiones boscosas de México, actividad que han venido desarrollando desde épocas
prehispanicas. Sin embargo, el potencial de aprovechamiento de los hongos

silvestres como recurso genético tiene amplias perspectivas para la obtencion de
2
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bienes y servicios para el hombre. Por tal motivo es necesario detectar las especies

Utiles presentes en los bosques y estudiar su potencial productivo (Guzman, 1997).

Entre los principales beneficios ambientales que aportan los hongos micorricicos
silvestres mediante su interaccidn biologica con los arboles se encuentran (Villarreal,
1995):

> Absorcion de agua y nutrientes : Es evidente que el hongo con su larga red
de filamentos (hifas) es capaz de explorar mayor volumen de terreno y de
absorber mayor cantidad de agua y de sales minerales, especialmente de
fosforo que suele presentarse en forma de sales insolubles dificilmente
aprovechables por los pelos absorbentes de las raices de las plantas
ectomicorricicas, con lo que estas presentan un mayor grado de tolerancia a

los suelos con baja fertilidad y a las condiciones de extrema sequedad.

> Produccion de reguladores de crecimiento : Los hongos ectomicorricicos
producen diversas hormonas como auxinas, citoquininas, y otros compuestos
gue afectan positivamente al desarrollo de la planta micorrizada, (movilizacion
de nutrientes, iniciacion de la suberizacién y del crecimiento de las raices

después de la parada invernal, etc.)

» Proteccion contra enfermedades : Existen diferentes mecanismos por los
qgue pueden llegar a actuar las micorrizas contra los diversos agentes
patdgenos; en primer lugar se podria considerar que antes que nada actlan
como una barrera fisica, impidiendo que en el lugar ocupado por ellas se
instale cualquier otro agente perjudicial. Otro mecanismo es la produccion
compuestos fungiestaticos y antibioticos que pueden eliminar al patégeno en
caso de que consiguiera instalarse. Aunque tal vez, el efecto mas importante
sea el aumento de la tolerancia de la planta contra los patégenos como
consecuencia de los cambios fisiolégicos causados por la simbiosis

micorricica en la planta.
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1.3 Diversidad de hongos

Los hongos son el grupo de organismos mas numerosos en la tierra después de los
insectos. En efecto, se calcula que hay mas de 1,500,000 especies de hongos, por lo
gue su impacto en el medio es enorme. La diversidad de estos organismos, favorece
gue se desarrollen en un sinfin de habitats, por lo que se dice que los hongos estan

en todas partes (Guzman, 1997).

1.3.1 Diversidad de hongos en México

México es considerado el cuarto pais en diversidad biolégica a nivel mundial. En el
pais son consumidas mas de 205 especies de hongos silvestres, que han constituido
parte de una estrategia tradicional de subsistencia. De dichas especies un alto
porcentaje (46%) son hongos ectomicorrizicos y dependen por lo tanto de la
existencia de sus hospederos para sobrevivir. De estos taxones un 81% se
distribuyen en bosques de coniferas, un 52% en los bosques de Quercus spp y un
5% en bosques subtropicales. En contraste con su gran diversidad e importancia los
estudios micocenoldgicos de las especies comestibles de ectomicorrizas son muy

recientes en el pais (Pérez y Ferrera, 1993).

Se considera que existen en el pais aproximandamente 200,000 especies de hongos,
de las cuales se conocen aproximandamente 7,000, esto nos indica que existe un
fuerte desconocimiento de este grupo biologico, si consideramos que las
estimaciones de biodiversidad fungica del planeta son de entre 1.5y 2.5 millones de

especies (Garcia-Jiménez et al., 2001)

1.3.1.2 Consumo de hongos en México

El primer registro cientifico de un hongo comestible de México fue realizado por
Patouillard y Arito en 1896, quienes registraron Agaricus campestris de la Peninsula
de Baja California, sin mencionar datos de su comestibilidad. A partir de entonces y
hasta la década de los 80°s ya se tenian 204 especies registradas de hongos y

Mixomicetos comestibles empleadas como alimento y de las cuales el 55% son
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objeto de venta en los mercados populares del centro del pais (Villarreal y Pérez-
Moreno, 1989).

Los hongos comestibles silvestres forman parte de la diversidad biolégica, ecolégica
y cultural de México, ya que han constituido parte importante de una estrategia
tradicional de subsistencia, la cual data de épocas prehispanicas y que se basa en el
uso multiple de los recursos naturales. Muchas de estas tradiciones se mantienen
hasta nuestros dias mediante préacticas familiares de recoleccion en épocas

debidamente caracterizadas (Villarreal y Pérez-Moreno, 1989).

En México, los estudios ecoldgicos de los hongos son escasos, desconociéndose la
potencialidad de las poblaciones silvestres y sus posibilidades de uso sustentable,
por ejemplo la diversidad alimentaria de sus etnias, como consecuencia de su

diversidad bioldgica, ecologica y cultural (Villarreal, 1995).

Desde el punto de vista alimentario, en México existe gran tradicion por el consumo
de los hongos silvestres. En la actualidad, siguen siendo parte importante tanto del
consumo como de la economia de muchas personas que viven cerca de las zonas
boscosas e incluso de la gente que vive en las grandes ciudades. La gente, sobre
todo aquellos que viven cerca de los bosques tienen un amplio conocimiento sobre el
lugar y la época de crecimiento de los hongos, utilizan muchos nombres comunes y
diversos criterios para distinguir a las especies comestibles de aquellas que son

consideradas venenosas (Montoya, 2001).

1.3.2 Diversidad de hongos en Durango

En Durango, el aprovechamiento forestal esta enfocado a la extraccion de madera
exclusivamente, en particular hacia especies de pino y en un menor grado especies
de hoja ancha. En los bosques también existen recursos no maderables que pueden
ser aprovechados, como es la colecta de hongos silvestres comestibles para su

comercializacion en el mercado internacional (Naranjo y Herrera, 2000).
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En el estado de Durango se sabe que los pobladores de la region de Pueblo Nuevo
consumen hongos cada verano, algunos los recolectan y otros son cultivados

(Naranjo y Herrera, 2000).

Dentro de las especies encontradas como comestibles, aunque no todas apreciadas
de igual forma se encuentran: Helvella lacunosa, H. crispa , Morchella esculenta,
Hypomyces lactiflorum, Hericium erinaceus, Hydnum repandum, Ramaria botrytis, R.
flava, Polyporus tenuiculus, Gomphus floccosus, Cantharellus cibarius, Pleurotus
roseopileatus, Schizophyllum commune, Hygrophorus russula, Armillariella mellea, A.
polymyces, Clitocybe gibba, Collybia dryophila, Laccaria laccata, L. amethystina,
Lentinula boryana, Lyophyllum decastes, Pleurotus djamur, Tricholoma flavovirens, T.
magnivelare, Amanita caesarea, A. rubescens, A. vaginata, A. flava, Albatrellus
confluens, A. ellisi, Lactarius indigo, L. deliciosus, Agaricus campestres, A. silvaticus,
A. silvicola, Boletus edulis, B. pinicola, B. aestivalis, B. regius, Suillus luteus, S.

granulatus, Leccinum aurantiacum y Boletellus ruselli (Naranjo y Herrera, 2000).

1.3.2.1 Consumo de hongos en Durango

Las especies de mayor consumo en el estado de Durango son Ramaria flava,
Amanita caesarea, Boletus sp., e Hypomyces lactifluorum, existen otras de menor
consumo local como son Agaricus campestris, Hericium erinaceus y actualmente
Tricholoma magnivelare, este ultimo de manera insipiente. Muchas de esas especies
solo se extraen del bosque por relacionarse simbidticamente con arboles, no es

posible cultivarlas (Diaz et al., 2009).

Algunas especies de hongos son altamente cotizadas como el matzutake Tricholoma
magnivelare, que es exportado al Japon con un precio de mercado de 45 a 60
dolares el kilogramo. Por otro lado Morchella spp y Boletus spp, son altamente
cotizados asi como Amanita caesarea, el cual tiene un potencial elevado de
comercializacion en el mercado internacional, tanto en Francia como en lItalia se
cotiza en 100 euros el kilogramo, en México tiene uno de los valores mas elevados
para especies silvestres alrededor de $80.00/kilogramo, debido a que es el hongo

silvestre con mayor demanda en el mercado nacional, de ahi la posibilidad de
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aprovechar algunas especies de los hongos de los bosques de Durango (Diaz et al.,
2009).

1.4 Complejo Amanita caesarea

La especie Amanita caesarea era una de las especies mas apreciadas entre las
civilizaciones griega y romana, estas civilizaciones lo nombraron de éste modo
porque se consideraba un manjar propio de los césares. Era tal la aficion que tenia el
emperador Claudio a esta seta, que Agripina pudo envenenarlo sustituyéndola por la
oronja verde (Amanita phalloides) para que su hijo Neron accediera al trono (Castilla,
2008).

El término Amanita (A.) pudo haber derivado del nombre del monte Amanon situado
en Cilicia, o bien, de la palabra griega amania que significa locura, ya que varias
especies del género Amanita son alucindgenas y ocasionalmente venenosas (Pérez
y Herrera, 1991).

El nombre Amanita, derivado del griego amanitai, usado en la antigiiedad clasica por
Tournefort y Dilenio, desde finales del siglo XVII y principios del XVIII, fue asignado
por Persoon, en 1797, a las especies con velo universal o volva, segregadas por él
del género Agaricus, en el que habian sido clasificadas por Linneo (Pérez y Herrera,
1991).

Més tarde Fries acept6 el género Amanita en el sentido de Persoon, pero en 1821, lo
relegd al rango de tribu del género Agaricus y separ6 a las especies con volva y
esporas rosadas en la tribu Volvaria, las cuales, en la actualidad, quedan incluidas en
el género Amanita con la delimitacion que ahora tiene. Varios autores han tratado de
cambiar esta delimitacion e hicieron descripciones de otros géneros como Vaginata
S.F. Gray, Amanitopsis roze, Pseudofarinaceus O. Kuntze, y Amanitella Earle, que
incluyen especies carentes de anillo, estructura que, como resto del velo parcial o

interno, generalmente, permanece en la parte superior del estipite en las especies
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del género Amanita;, no obstante, las especies sin anillo, también se siguen

incluyendo actualmente en éste Ultimo género (Pérez y Herrera, 1991).

Earle, en 1909, sustituyé el nombre Amanita por el de Venenarius y propuso el
género Leucomyces para las especies tradicionalmente incluidas en el primer
género, que presentan anillo y volva en forma de saco; pero los géneros Venenarius
Earle y Leucomyces Earle no tuvieron una aceptacion general entre los micélogos y

en la actualidad no se usan (Pérez y Herrera, 1991).

Amanita caesarea fue descrita por primera vez por Giovani Antonio Scopoli en 1772,
quien le dio el nombre de Agaricus caesareus Scop. A partir de su primera
descripcion se le coloco en varios géneros. Lamark la ubicé por primera vez en el
género Amanita en 1783, con el nombre de aurantia. No obtuvo su nombre cientifico
actual hasta que el botanico C. H. Persoon, en 1801, la nombr6é como actualmente se
le conoce: Amanita caesarea. Sin embargo otros botanicos y micélogos como C. E.
O. Kuntze en 1898, W. A. Murril en 1913, y E. Horak en 1968, la ubicaron en los
géneros Fungus, Venenarius y Volvamanita, respectivamente (Sanchez-Ramirez
2011).

Amanita caesarea (Scop.) Persoon es la especie tipo de la seccion Caesareae y es
considerada como un valioso recurso gastronémico en Europa. Otras especies de la
seccion, con parecido morfologico, se han descrito principalmente en Norte América,
Asia, y Africa, y se han comparado con especies Europeas (Bas, 1977; Guzman y
Ramirez-Guillén, 2001). Adicionalmente, estas especies tienen un valor
etnomicoldgico (Harkdénen, 2002; Garibay-Orijel et al., 2007; Christensen et al., 2008)
y economico como hongos silvestres comestibles (Yun y Hall, 2004 y Boa, 2004). No
obstante su cultivo o produccién no ha sido posible hasta ahora debido a multiples
impedimentos relacionados con la biologia misma de los hongos ectomicorrizégenos

(Savoie y Largeteau, 2011).
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1.4.1 Morfotaxonomia de la seccibn Caesareae

Desarrollo del cuerpo fructifero. Es hemiangiocarpico (Figura 1) debido a que el
himenio es enddgeno y se exhibe justo antes de la esporulacion. Esto se debe, en
primera instancia, a que la volva esta bien desarrollada. Esta caracteristica es de
considerable importancia debido a que en diferentes secciones, el desarrollo del
primordio es variable. La diferencia radica en el desarrollo del bulbo inicial que
gradualmente se desarrolla en distintos tejidos del cuerpo fructifero.

La elongaciéon del estipite también es variable dentro de las secciones y esta
relacionada con la formacién de la volva y la presencia del bulbo (Sanchez-Ramirez,
2011).

i

Figura 1. Desarrollo del cuerpo fructifero de Amanita caesarea

Elementos del margen del pileo. Bas (1969) consideré que habia una fuerte
correlacion entre la reaccion de basidiosporas con la solucion de Melzer y la
sulcacion del margen del pileo. El valor biolégico del margen de las estrias tiene que
ver con la facilitacién de una extensién y crecimiento rapido del pileo, lo cual confiere
al cuerpo fructifero una ventaja para la liberacion exitosa de basidiosporas antes de
exponerse a las condiciones ambientales. La sulcacibn del margen es una

caracteristica importante del subgénero Amanita.

La volva. Dentro de los Agaricales la volva puede tener origenes distintos; puede

formarse a partir de: 1) el micelio circundante del primordio; 2) de hifas que crecen de
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partes del cuerpo fructifero juvenil; y 3) de la diferenciacion temprana de la capa
externa del velo universal del primordio (Bas, 1969; Singer, 1986; Alexopoulos et al.,
1996). A esta Ultima pertenece la volva de Amanita. La volva puede ser friable o
fugaz, discreta, sacciforme, limbada o adnata. El tipo de volva friable es el més
variable dentro del género y tiene que ver con los restos que quedan sobre el pileo.
Los tipos de volva estan directamente relacionados con la estructuracion de las
células del velo universal y el desarrollo del primordio. Dentro de la seccién
Caesareae la volva es sacciforme y se diferencia poco entre las especies.
Adicionalmente, una caracteristica de la volva la cual Tulloss (2009b) considera que
puede ser de importancia para la seccion Caesareae sensu (Tulloss, 2009a) es el
borde interno de la volva, y la extension de la parte felpada del estipite. El analisis
que hizo Bas (1969) sobre el borde interno es excelente y revelador. El observo un
patrén de localizacion y de origen del borde interno, relacionado con el desarrollo del

basidioma.

El velo parcial o anillo. El tejido primordial que se localiza entre las laminas
primordiales y el estipite, generalmente se diferencia en un velo que cubre los bordes
de las laminas jévenes. Cuando el basidioma se desarrolla totalmente, el velo queda
colgado sobre el estipite en forma de un anillo (Sanchez-Ramirez, 2011).

Fibulas. Son estructuras celulares que estan relacionadas con el crecimiento y
diferenciacion de las hifas. En particular, estan implicadas en la migracion de uno de
los ndcleos a la célula que acaba de desarrollarse en un micelio dicariético
(Alexopolous et al., 1996). De ahi su nombre en inglés “clamp connections”. Las
fibulas pueden encontrarse en cualquier estructura celular, pero es mas frecuente
gue se encuentren en la base de los basidios. Las fibulas de los basidios son
comunes dentro del subgénero Amanita en la seccion Caesareae y es un caracter

necesario para distinguir entre miembros (Sanchez-Ramirez, 2011).
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Basidiosporas. Son de suma importancia taxonomica dentro del género. Bas
(1969,1977) llegdé a la conclusion de que el tamafio de las basidiosporas es un

caracter importante para la identificacion de especies y estirpes.

Pigmentacion y coloracion. En Amanita la pigmentacion celular por lo general
proviene de la vacuola, la coloracién del pileo es sumamente variable dentro de
especies como en algunas de la estirpe Caesarea, por lo cual en algunos casos

puede ser un caracter polimorfico (Sanchez-Ramirez, 2011).

1.4.2 Descripcion macroscopica general

Amanita caesarea es un hongo comun, caracterizado por ser un basidiomiceto, con
un atractivo pileo de 50-180 mm de didmetro, hemisférico cuando joven, extendido o
al madurar; anaranjado en el centro a amarillento hacia el margen; superficie viscosa,
con restos de la volva en forma de placas lisas en su fase juvenil y ausentes en la
fase adulta; margen estriado. Laminas libres, amarillas, bordes ligeramente flocosos.
Estipite de 80-200 X 20-40 mm, cilindrico, inicialmente macizo, después hueco, liso;
color amarillo. Anillo amarillo, grueso, membranoso, flocoso en el exterior y estriado
en su interior; volva blanca, en forma de saco, carnosa, con el borde libre (Figura 2)

(Guzmany Ramirez-Guillén, 2001).

Micelio

Figura 2 . Caracteres morfologicos de Amanita caesarea
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1.4.3 Distribucion geogréfica

Tuxtla Gutiérrez (mercados), y Comitan, Chiapas; Nabogame, Chihuahua; Pueblo
Nuevo, Durango; Acambay, Chalco, Ocuilan, Tejupilco de Hidalgo, Tenango del Aire,
Estado de México; Taxco, Guerrero; Metzquititthn y Zacualtipan, Hidalgo; Morelia y
Zitacuaro, Michoacéan; Huitzilac, Morelos; Santiago, Nuevo Leodn; San Juan Mixtepec,
Oaxaca; Amealco y Pinal de Amoles, Querétaro; Calculalpan, Huamantla, Ixtenco,
Nanacamilpa de Mariano Arista, San Pablo del Monte, Teolocholco, Tlaxco, y
Yauhquemecan, Tlaxcala, Xico, Veracruz y Monte Escobedo, Zacatecas (Figura 1)
(SEMARNAT, 2007).

Distribucion geografica del hongo Amanita caesarea ’*’

-

Figura. 3 Distribucion geografica del hongo silvestre Amanita caesarea

Fuente: Herbario Nacional Forestal (INIF) “Biol. Luciano Vela” del INIFAP

1.4.4 Habitat

Es muy comun en los bosques de Pinus (P. hartwegii, P. montezumae, P. patula, y P.
pseudostrobus), bosques de oyamel (Abies religiosa) y bosques de Pinus-Quercus.
Prospera en lugares donde hay abundante hojarasca. El intervalo altitudinal es de

2000-3157 msnm (Zamora-Martinez et al., 2001).
12
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1.4.5 Epoca de recolecta

Julio a septiembre (Zamora-Matrtinez et al., 2001).

1.5 Taxonomia en hongos

Desde que se comenzaron a estudiar los hongos se han presentado muchos tipos de
clasificacidon para este grupo. Mediante observacién al microscopio se han logrado
reunir las caracteriasticas de tamafio de espora, consistencia y topografia en el
anverso, asi como las estructuras de las hifas. Si todo el conjunto de detalles
expuesto anteriormente es interpretado de forma adecuada, se hara la identificacion

correcta de un hongo. (Franco y Santaella, 2000).

La taxonomia en hongos mantiene categorias, niveles o jerarquias, las cuales
agrupan a los especimenes desde grupos que comparten caracteristicas desde muy
generales a nivel reino, hasta aquellas que comparten caracteristicas muy
especificas, las cuales suben hasta el nivel de género, especie, variedad, etc. Dentro
de las claves taxon6micas para hongos basidiomicetos se toman en cuenta la
morfologia del sombrero (superficie, margen y color), las laminas (libres, apretadas,
color), Basidios, células marginales, esporas, esporada, volva, anillo y hébitat
(Franco y Santaella, 2000).

1.5.1 Clasificacion taxonémica

Existen dos filo (divisiones): Zigomycota y Dicariomycota, ésta ultima, a su vez,
comprende dos subfilo: Ascomycota y Basidiomycota. De ahi en adelante quedan
agrupados en clases, ordenes, familias, géneros, especies y variedades como se

muestra en la Tabla 1 (Franco y Santaella, 2000).

13



Laura Anabel Paez Olivan CIIDIR-IPN-DURANGO Maestria en Gestion Ambiental

Tabla 1. Clasificacion taxonomica de la especie Amanita caesarea (Guzman, 2001).

Clasificacion taxondmica

Reino: Fungi

Filo: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Orden: Agaricales
Familia: Amanitaceae
Geénero: Amanita
Especie: A. caesarea

El género de Amanita caesarea fue reportado por primera vez en Meéxico por
Gandara durante el periodo de 1929 a 1931, seguido por Sharp reportdndolo en
1948, Singer en 1957, Herrera y Guzméan 1972, Gaston Guzman en los afios de
1973,1977,1978,1984 y 1997 por ultimo Montiel-Arcos en 1984. Guzman (1997)
reportd6 mas de 60 nombres comunes para estos hongos, mas de 30 en lenguas

indigenas.

1.5.1.2 Nombre comun

Los nombres importantes de este complejo en México son; “ahuevado”, “hongo
amarillo”, “hongo de huevo”, “hongo real”, “hongo rojo”, “hongo del tiempo de aguas”,

“yema” y “oronja” (Guzman y Ramirez-Guillén ,2001).

14
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En 1984 Montiel-Arcos presento un documento bajo el nombre de complejo Amanita
caesarea, donde consideraba miembros de este complejo a; A. basii, A. tecomante,

A. tullossii y A. yema.

1.5.2 Problemaética taxonémica

En 1984 Montiel-Arcos presentd un documento bajo el nombre de complejo Amanita
caesarea, donde consideraba miembros de este complejo a A. basii, A. tecomante,

A. tullossii y A. yema (Guzman y Ramirez-Guillén, 2001).

Hace algun tiempo se present6 una importante controversia por los nombres de los
miembros de este complejo, Guzman y Tapia, en 1997, llegaron a la conclusion que
probablemente los especimenes de América del Norte eran los mismos que los
encontrados en México solo con diferentes nombres, por lo que optaron por no incluir

esos nombres en materiales mexicanos (Guzman y Ramirez -Guillén, 2001).

Guzman y Ramirez-Guillén (2001) reportaron que las especies mexicanas del
complejo Amanita caesarea son seis: A. basii, A. caesarea, A. laurae, A. tecomante,
A. tullossii y A. yema. Estos hongos que forman el complejo Amanita caesarea desde
el Este de E.U.A y Canada hasta México y Guatemala tienen una historia confusa ya

gue hay varios nombres utilizados para este complejo.

Debido a las discrepancias anteriores se realiz6 un estudio comparativo de diferentes
colecciones del Oriente de Canada y EE.UU., México, Europa, Asia y Africa, a partir
del cual se consider6 que 13 especies integran el complejo Amanita caesarea
(Guzman y Ramirez -Guillén, 2001). Las especies de este complejo estan divididas
en dos familias: Familia Caesareae, con A. basii sp. nov., A. caesarea, A.
mafingensis, A. tecomante sp. nov., A. tullossii sp. Nov., A. yema sp. nov., y las
familias Hemibaphae con A. hemibapha (con cuatro variedades), A. Arkansana, A.
caesareoides, A. jacksonii, A. laurae, A. masasiensis, A. tanzanica. Esta division en

dos familias se basa en el espesor del sub-himenio de mas de 3 células de grosor y
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de espesor no mas de 3 células, respectivamente. Sin embargo, varios materiales de
A. jacksonii tenia un espesor sub-himenio con (3), 4-5 células, lo que lo separa de A.

tullossii.

Debido a esto fue necesario realizar un estudio cuidadoso del sub-himenio para
este complejo en varias etapas de desarrollo del basidioma para evaluar el valor
taxondmico del espesor del sub-himenio con relacion al problema presentado con A.

jacksonii vs. A. tullossii (Guzman y Ramirez -Guillén, 2001).

Los rasgos taxonomicos para distinguir la especie son el tamafio de las esporas y la
forma (considerado aqui como la variacion normal de la longitud dividida por la
anchura, sin los extremos), si el pileo es escaldado vy su color, la longitud y la
descamacion del estipite. El resto de las caracteristicas microscopicas, como
cheilocystidia, elementos de la volva y anillo, pileipellis, entre los mas importantes

(Guzman y Ramirez-Guillén, 2001).

La nueva especie, A. basii fue descrita en base en aquellos "A. caesarea" de México
y Europa que presentaron esporas mas pequefias. Amanita laurae fue separada de
A. arkansana por la descamacion visible sobre el estipite cambiandolo de amarillo a
blanco, el rasgo no ha sido observado en A. arkansana y confusamente fue
observado en A. masasiensis. Amanita yema es una especie mexicana con una
pizca de rojo, convexo, no umbonado, pileo moderadamente escaldado y estipite
mucho mas largo, que lo separan de A. caesarea. Amanita tecomante se diferencia
s6lo de A. yema por tener esporas mas pequefas. Es probable que ambos crezcan
en los EE.UU. y Guatemala. En México, A. jacksonii, es la especie mas comun,
seguida por A. yema, A. tecomante, A. tullossii, A. caesarea y A. basii. La especie

mas rara es A. laurae (Guzman y Ramirez-Guillén, 2001).

Guzman y Ramirez-Guilléen en el 2001 propusieron que las especies que
conformaban el complejo Amanita caesarea solo eran seis, se pudo haber llegado a

éste resultado debido a que ellos realizaron un analisis taxondmico mas detallado
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tomando en cuenta rasgos morfologicos que Pérez y Herrera no tomaron en cuenta

en el andlisis realizado en 1991.

1.6 Variabilidad genética

La caracterizacion genética de las poblaciones contribuye a la conservacion de los
recursos naturales proporcionando herramientas que describen la diversidad
genética inter e intrapoblacional y proporcionando todos los antecedentes para

entender los cambios evolutivos (Sosa, 2001).

La determinacion de la variabilidad de las poblaciones de una especie y los
parametros poblacionales que pueden ser estimados a partir de ella, como la
distancia génica, la identidad genética y el flujo génico son elementos que ayudan en
la determinacion de limites especificos, siendo asi esta determinacién un elemento
esencial para las estimaciones de la diversidad porque la especie es la unidad basica
de esta, y los limites especificos son un factor clave que mejoran la validez de las

estimaciones de la diversidad (Bafiares, 1994, citado por Almaraz-Abarca, 2011).

1.6.1 Marcadores moleculares

Los marcadores moleculares son herramientas que permiten identificar variaciones
directamente en el material genético de los organismos, provienen de diferentes
clases de mutaciones en el genoma, son practicamente ilimitados en niumero y una
de sus grandes ventajas es que no estan influenciados por factores ambientales, por
la edad o el estado fenoldgico del individuo. Estas variaciones genéticas pueden ser
visualizadas mediante técnicas electroforéticas, segun el método de deteccion usado
se pueden clasificar en: los detectados por hibridacion, por PCR y por secuenciacion
(Almaraz-Abarca, 2011).
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1.6.2 Marcadores ISTR

Uno de los marcadores moleculares usado para estudios de Hongos son los ISTR
(inverse sequence tagged repeat), ya que se basan en la deteccion del polimorfismo
asociado a la insercion de retrotransposones, lo que ha explicado algunas
variaciones morfoldgicas en estos individuos, los marcadores ISTR son detectadas
por medio de la amplificacion por PCR, de la variabilidad producida por la
acumulacion en el tiempo de inserciones de retrotransposones llamados copi-like.
Tienen la capacidad de detectar amplios niveles de polimorfismos sin digestion de
ADN, el uso de iniciadores universales, amplifican gran numero de loci, son
altamente reproducibles, no requieren gran cantidad ni calidad de ADN y son

aplicables a una amplia gama de organismos (Almaraz-Abarca, 2011).

Ya que estos marcadores presentan diferentes grados de heterogeneidad en sus
secuencias y de polimorfismo dado por su insercion aleatoria, o que les confiere una
gran capacidad de deteccidn de variabilidad tanto inter como intraespecifica y por lo
tanto, son capaces de diferenciar entre individuos y entre poblaciones (Almaraz-
Abarca, 2011).

Practicamente no se ha encontrado informacién sobre la variabilidad genética del
complejo Amanita caesarea, mexicano, basada en marcadores moleculares ISTR a
pesar de que es la especie silvestre de mayor consumo en México y del riesgo que

esta especie enfrenta debido al proceso de colecta al que ha estado sometido.

1.7 Conservacion de los recursos genéticos de hongo S

Los recursos genéticos de hongos no solo son de gran interés en areas tales como
agronomia, agricultura, alimentos y piensos, sino también para el descubrimiento y la
produccion de moléculas o componentes de alto valor afladido en las industrias
guimica y farmacéutica. La FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura) ha tenido éxito en la estimulacion de una serie de
actividades para el desarrollo de cultivo de hongos y de este modo promover

oportunidades de cooperacion entre los profesores, cientificos, tecnologos, politicos,
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gue participan en un gran campo de actividades tales como: micologia, industrias de
taxonomia, genética, biologia molecular, produccion de semilla, cultivo,
conservacion, alimentos, quimicos y farmacéuticos (Sanchez-Vazquez y Huerta,
2000).

El programa de la FAO sobre recursos genéticos de hongos puso en marcha un
boletin informativo sobre los recursos micogenéticos en el afio 1957. En 1963, la
FAO asigno a un grupo de expertos sobre exploracién fungica para establecer
directrices internacionales para la recopilacion, conservacion e intercambio de

germoplasma (Sanchez-Vazquez y Huerta, 2000).

La FAO promovié y cre6 oportunidades para la cooperacion y el intercambio
cientifico entre los paises interesados por la investigacién y el desarrollo de la
producciéon de setas, el resultado ha sido el establecimiento de la Red de setas en
1988, como un grupo de trabajo especial que cubre los paises de Europa, promovido
por la Oficina Regional. Esta red se amplié en 1991 para formar la Red Global de
Setas de Investigacion y Desarrollo, establecida bajo los auspicios de la FAO. La
Red Global también contribuird al Sistema de Alerta sobre los Recursos
Fitogenéticos de la FAO de Informacion Global y de la Agricultura y la Alimentacion
(Quimio et al., 1990).

El programa de la FAO para la conservacion de germoplasma de hongos y la
explotacion, se centrard en la organizacion de una gran red de cooperacion

multidisciplinar complementaria y coordinada (Sanchez-Vazquez y Huerta, 2000).
Tomando en cuenta:

» La colecta de los recursos fangicos.

» Colecciones coordinadas de germoplasma de hongos y la constitucion de
bancos de germoplasma y bases de datos internacionales.

» Caracterizacion taxondémica de los enfoques morfolégicos y moleculares, la
determinacion de la variabilidad genética de las poblaciones de hongos

silvestres para su posterior reproduccion.
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» Conservacion del Germoplasma: metodologias para la conservacion de
acuerdo con el nivel técnico de los paises que participan en el programa.

» La caracterizacion de las potencialidades de las cepas de acuerdo a los
sustratos sin valor disponible, las costumbres alimentarias, la micorrizacién,
productos metabdlicos, potencialidades para la proteccion del medio
ambiente, y para el control biolégico, etc.

> La identificacibn de los desechos sin valor para el cultivo de hongos
comestibles.

» La implantacion de las redes de familiares, la produccion de semilla semi-
industrial e industrial.

» Implantacion de redes para determinar las técnicas de cultivo

» Estudio de las posibilidades de patentar la explotaciéon comercial y/o industrial
del germoplasma, especialmente para las cepas que producen componentes
de alto valor afadido.

» Los cursos técnicos en la ciencia y el cultivo de setas.

A pesar de la abundancia de los recursos genéticos de hongos en México y la
extensa tradicion de consumo de setas en este pais. Se puede observar que los
vinculos entre la investigacion y la industria, los investigadores y los productores y
consumidores de setas silvestres son insuficientes, lo que implica un
desconocimiento parcial o total en relacibn con la problematica que se esta
enfrentando. Donde los esfuerzos de la investigacion bésica, se han resumido a la
parte taxonomica. Actualmente hay varios estudios en curso que se centran
principalmente en la taxonomia de las especies no comestibles. Se puede prever que
esta linea de investigacion se extenderad a los aspectos genéticos y en el futuro

abarcaré las especies comestibles de importancia comercial (Rambelli, 1985).

La FAO establece que, para planificar una estrategia de conservacion, es necesario
definir, registrar y evaluar los recursos genéticos que se hallen en peligro. Es
esencial, por lo tanto, una descripcion o caracterizacion completa de los mismos,

proponiéndose cuatro niveles de actuaciéon (Quimio et al., 1990).
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1.- Elaboracion de un inventario nacional de los recursos genéticos fungicos;

2.- Control del estado del conjunto de los recursos genéticos fungicos;

3.- Mayor conocimiento genético y econdmico de las cualidades Unicas de las
especies con objeto de desarrollar estrategias que hagan un mejor uso de estas
caracteristicas a corto y largo plazo;

4.- Descripcion molecular comparativa mediante marcadores moleculares para
establecer qué especies poseen una diversidad genética significativa para dirigir

mejor las acciones de conservacion.

La posibilidad de diferenciacién especifica con base genética ha tomado gran interés
en la gestion de especies locales. Para el estudio de esta diferenciacion especifica
es necesario estudiar la diversidad existente entre las especies. La FAO define la
biodiversidad como la variabilidad genética de los diferentes tipos de recursos
genéticos a nivel de especies, familias y genes, de los que se deben conservar
tantos alelos o variantes como sea posible (Crossa, 1993), (Smith, 1984). El objetivo
es mantener los recursos genéticos destacando que la variacidon genética en
caracteres, tanto conocidos como desconocidos, puede ser util para mantener las
caracteristicas productivas a pesar de los cambios del entorno. Esto implica que los
esfuerzos de conservacion se enfocaran hacia la diversidad genética de una especie

en conjunto, sin preferencias de ciertos caracteres sobre otros.

Aunque el hecho del estudio de las setas no se considera prioridad entre las politicas
de la nacidén, asi como la insuficiencia de recursos humanos y financieros, nos lleva a
predecir que los avances de la investigacion seguirdn fuera de proporcion con la
diversidad fungica de México (Smith, 1984).

1.8 Variabilidad quimica

La caracterizacion quimica es una herramienta importante con la cual se puede
lograr la tipificacion de especies con relativa facilidad y rapidez, haciendo uso de los

metabolitos secundarios como marcadores quimicos, ya que desempefan funciones
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muy diversas y fundamentales en los organismos que las producen (Almaraz-Abarca,
2011).

1.8.1 Metabolitos secundarios

Los hongos, al igual que las bacterias, las plantas, las algas e inclusive algunos
animales, sintetizan compuestos que han sido denominados como metabolitos
secundarios. Dichos compuestos son especialmente abundantes en organismos que
no cuentan con un sistema inmunolégico, también han sido considerados como
productos de desintoxicacion, sobre expresiones del metabolismo primario,
productos de degradacion y almacenamiento, sin que haya evidencias concretas de

gue desempefien esas funciones (Hadacek, 2002).

La gran diversidad estructural del metabolismo secundario fue reconocida a finales
del siglo XIX, Almaraz-Abarca (2011) menciona que el quimico Bu'Luck en 1961
describi6 la dimensién de la diversidad y a lo que se enfrentaban los investigadores
del metabolismo secundario de la siguiente manera: “Mientras el jardin de los
enzimologos es un suefio de uniformidad, un prado verde donde los ciclos de Calvin
y Krebs funcionan alrededor de un orden disciplinado, el quimico organico camina en
una jungla desordenada de extractos poco refinados, de arcoiris de pigmentos,
donde en cada arbustos se encuentran la acecho las formas desfiguradas de algunos
alcaloides, el perfume exoético de algun nuevo terpeno o algunos espantoso y

explosivos poliacetilenos”.

De forma muy general, los metabolitos secundarios se clasifican en funcién de su
origen biosintético en tres grupos principales: los fenoles, los terpenos y los

compuestos secundarios nitrogenados (Taiz y Zeiger, 1991).

Uno de los compuestos clave importante en la elaboracion de los metabolitos
secundarios, es el acido fosfoenolpiravico. A partir de este y por diversos procesos
se genera por un lado el acido shiquimico, cuyas posteriores transformaciones
produciran: los aceites esenciales del tipo arilpropanoide, los bisarilpropanoides, los
alcaloides derivados de aminoacidos arométicos, y una parte carbonada de la

estructura de los flavonoides. Por otra ruta, el acido fosfoenolpirdvico se convierte en
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acido piravico, cuya descarboxilacion enzimatica produce el acetil coenzima A,
sustancia que serd punto de partida para la biosintesis de estos metabolitos: los
aceites esenciales del tipo terpenoide, los acidos grasos, las cadenas policetidas y
algunos compuestos de tipo fendlico, los alcaloides originados en el ciclo del acido
citrico y una parte de la estructura de la gran diversidad de los flavonoides
(Geissman, 1969).

Dicha diversidad se da principalmente por diferencias en el nivel de oxidacion del
anillo heterociclico, lo que permite clasificar al grupo de los flavonoides en sus
diferentes tipos, esta diversidad también se da por los diferentes patrones de
hidroxilacion, glicosilacion, metilacion, metoxilacion y acilacion en los anillos A 'y B.
Dentro de las principales clases de flavonoides se encuentran las flavonas, los
flavonoles, los flavonoides, las antocianinas y los isoflavonoides, los compuestos no
flavonoides se dividen en acidos fendlicos (benzoicos y cindmicos) y en estilbenos
(resveratrol) (Valls et al., 2000).

Los aceites esenciales pueden tener dos origenes distintos; las que son del tipo
arilpropanoide, es decir C6-C3, se producen, obviamente, mediante la ruta del acido
shiquimico, y los que provienen del isoeugenol. Los aceites esenciales que son del
tipo terpenoide (mono y sesquiterpenos), se biosintetizan por la ruta del acido

aceético, en su forma activa Acetil Coenzima A (Geissman, 1969).

A nivel fisiologico participan ya sea formando parte de la estructura quimica de
sustancias del metabolismo primario o actuando como percusores de sustancias del
mismo, a nivel ecoldgico su participacion contribuye a garantizar la sobrevivencia de
los organismos productores de metabolitos secundarios como individuos y especie y
representa la base de un lenguaje quimico en el que se basa una parte importante
del equilibrio de los ecosistemas (Almaraz-Abarca, 2011).

Los metabolitos secundarios en su mayoria desempefian funciones de proteccion,

por ejemplo contra la radiacion ultravioleta, contra posibles dafios causados por
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factores ambientales, oxidativos y ataque contra microorganismos (Singsaas Yy
Sharkey, 2000).

Recientemente se ha demostrado que existe todo un lenguaje quimico, basado en
los compuestos secundarios, que implica tres de los niveles tréficos, en el que se
sustenta el equilibrio ecolégico de los ecosistemas (Almaraz-Abarca, 2011).

En el caso de los hongos y algunas plantas las relaciones simbiéticas estan basadas
en los compuestos secundarios, por ejemplo la interaccion aleloquimica puede
establecerse entre individuos de una misma especie o ente individuos de diferente
especie, considerando en ambas que los metabolitos secundarios son compuestos
gue puedan tener influencia sobre el crecimiento ectomicorricico (Almaraz-Abarca,
2011).

Sabiendo las diferentes funciones y la importancia que tienen los metabolitos
secundarios para los organismos que las producen y el valor que representan como
compuestos Utiles desde el punto de vista antropocéntrico, es importante mencionar
gue la composicién y distribucion de ciertas clases de compuestos secundarios han
sido investigadas en grupos particulares de plantas con el fin de encontrar relaciones
biolégicas (fenéticas, evolutivas o filogenéticas) que contribuyan a la delimitacion y a
la ubicacion de diferentes taxa en un sistema de clasificacién con resultados que
permitan considerar a los perfiles de metabolitos secundarios como caracteres

quimicos valiosos en taxonomia (Almaraz-Abarca, 2011).

1.8.2 Metabolitos secundarios en basidiomicetos

Dentro de los hongos reportados como productores de metabolitos biolégicamente
activos (metabolitos secundarios), los basidiomicetos constituyen una clase de
hongos representada por mas de 30,000 especies, las cuales producen una amplia
gama de productos naturales que abarca desde componentes estructurales con

actividad antitumoral inmunolégicamente activos, hasta agentes antimicrobianos,
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antifingicos, antivirales, citostaticos, enzimas reguladoras de crecimiento y aromas
(Brizuela et al., 1998).

Es conocido que ciertos componentes macromoleculares aislados de hongos
superiores, tales como polisacaridos, glicoproteinas, acidos nucleicos, etc., poseen
actividad antitumoral, relacionada esta con la activacibn que provocan dichas

sustancias de la respuesta inmunologica del hospedero (Manitto, 1981)

Dentro de los fungimetabolitos se encuentran desde compuestos apreciados por su
valor nutricional (proteinas, aminoacidos esenciales, etc.) hasta aquellos con
excelentes acciones biologicas (triterpenoides, esteroles, acidos triterpenoidales,
etc.) (Huie, 2004).

Los polisacaridos antitumorales producidos por basidiomicetos han ido recibiendo en
los ultimos afios una creciente atencion, sobre la obtencién de B -glucanos solubles
en agua y en alcali, polisacaridos antitumorales aislados a partir de hongos
comestibles o medicinales tales como Lentinula edodes, Grifola frondosa, Amanita

caesarea y Trametes versicolor (Brizuela et al., 1998).

25



Laura Anabel Paez Olivan CIIDIR-IPN-DURANGO Maestria en Gestion Ambiental

Il.- JUSTIFICACION

Amanita caesarea es la especie silvestre comestible de mayor consumo nacional y
local, es de gran importancia para los habitantes del lugar, quienes de la recoleccion

obtienen beneficios econdémicos y nutrimentales.

En la actualidad no existe un plan de manejo para la extraccion de esta especie, y su
explotacion desmedida la ha colocado en la NOM-059-ECOL-1994, norma que
incluye a todos los miembros del complejo como una sola especie, situacion que
estaria dejando desprotegidas a las demds, sin mencionar cual de ellas esta
sufriendo una mayor presion, de continuar con estas colectas exhaustivas sin
conocer que especies se estan colectando, llevaria a la perdida de la diversidad de
este recurso, por ello es necesario desarrollar planes de manejo para su
aprovechamiento sustentable, pero es preciso estimar la variabilidad de dicha

especie.

Existe una controversia taxonémica relativa a la delimitacién especifica del complejo
Amanita caesarea, debido a las diferencias morfolégicas entre las especies que lo
integran. Se han presentado avances respecto a la identificacion basada en
caracteres morfolégicos para poder ubicar a las especies de éste complejo, pero al
tratarse de un complejo criptico de especies se deberia hacer uso de herramientas
mas especificas para estimar la variabilidad, basadas en marcadores moleculares y
guimicos, marcadores que han aportado informacion muy valiosa para estudios
taxondmicos y de variabilidad, por lo que su posible aplicacion podria ayudar a

discernir sobre las especies que conforman el complejo Amanita caesarea.
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[ll.- OBJETIVO

Determinar la variabilidad genética de las especies pertenecientes al complejo
Amanita caesarea encontradas en la regiéon de El Salto, Pueblo Nuevo, Durango,
mediante marcadores micoquimicos (perfiles polifendlicos, terpénicos y &cidos
grasos por HPLC-DAD-ESI/MS y CG-MS) y marcadores moleculares (ISTR
determinados por PCR), para aportar nuevos caracteres de interés taxonomico que

ayuden a la delimitacion del complejo Amanita caesarea.

3.1 Objetivos especificos

» Colectar los ejemplares pertenecientes al complejo Amanita caesarea en el
periodo julio- septiembre de 2013, presentes en la region de El Salto, Pueblo

Nuevo, Durango.
» Realizar la identificacion taxondmica de las especies colectadas.

» Determinar los compuestos micoquimicos (perfiles polifendlicos, terpénicos y
acidos grasos por HPLC-DAD-ESI/IMS y CG-MS) de las especies

colectadas.

» Realizar un andlisis molecular (usando marcadores ISTR) de las especies

colectadas.

IV.- HIPOTESIS

Los metabolitos secundarios y marcadores moleculares pueden ser caracteristicas
gue proporcionen informacion para encontrar relaciones biolégicas (fenéticas,
evolutivas o filogenéticas) que contribuyan a la delimitacion y la ubicacion

taxondmica de las especies del complejo Amanita caesarea.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Descripcién de la zona de colecta

Localizacion.- Parte sureste del estado de Durango, colinda: al norte con el municipio
de Tayoltita y el municipio de Durango; al suroeste con el Estado de Sinaloa y
Nayarit; y al este con el municipio del Mezquital. Su ubicacién geogréfica
corresponde a los 23° 44’ de latitud norte y 105° 22’ de longitud oeste, con una altitud
de 2,560 metro sobre el nivel del mar (INEGI, 1997).

Geologia.- La Sierra Madre Occidental, en donde esta asegurada la regién de El
salto pertenece a la era cenozoica, del periodo terciario y con roca o suelo

constituido por material igneo extrusivo (INEGI, 1997).

Fisiografia.- La Sierra Madre Occidental es una de las cuatro provincias fisiogréaficas
mas importantes del pais, con una subprovincia la cual es la Gran Meseta y cafiones
duranguenses, mesetas y cafiones del sur que es donde se encuentra el sitio de
recoleccion (INEGI, 1997).

Clima.- Es de tipo o subtipo semifrio, subhimedo con lluvias en verano. Con una
temperatura media anual de 11.5°C. La precipitacion promedio anual es de 936.2
milimetros. Los dias con heladas se presentan de manera decreciente; donde los
meses de enero, febrero, marzo, abril, noviembre y diciembre son los meses que
presenta mas dias con heladas; después siguen mayo y octubre; en tercer lugar
Junio y septiembre; En cuarto lugar agosto y en ultimo lugar julio que no presenta
dias con heladas (INEGI, 1997).

Vegetacion.- La region de El Salto presenta un tipo de vegetacién boscosa, con
masas arboladas de Pinus spp (pino) y Quercus spp (encino), la mayor parte de ellas
estan dominadas por pinos y por comunidades mixtas de pinos y encinos (INEGI,
1997).
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Suelo.- Es el denominado litosol, el cual puede sustentar cualquier tipo de vegetacion
segun el clima, predominando la vegetacion forestal. El litosol es un suelo muy
delgado, su espesor es menor de 10 cm, descansa sobre un estrato duro y continuo,
tal como roca, tepetate o caliche (INEGI, 1997).

En la figura 4 se muestra la ubicacion geografica de las localidades pertenecientes a
la region de El Salto, Pueblo Nuevo, Durango, donde se realizaron las colectas y en
la tabla 2 se presentan sus coordenadas geograficas.

LOCALIDADES
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Figura 4. Mapa de la zona de colecta
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Tabla 2.- Coordenadas geogréficas de las localidades de colecta.

Localidad Coordenadas
N w

La Herradura 23°75'28” 105°34'75"
Las Rusias 23°44'A7” 105°32'14"
La Campana 23°45'11" 105°31°'09"
Las Adjuntas 23°39' 17" 105° 44' 16”
Chavarria 23°42'5” 105°43' 45”
Puentecillas 23°39'88” 105°27'82"
La Pefa 23°39' 88” 105° 27’ 82”
Cebollas 23°37'28” 105°24'41"

5.1.2 Colecta de hongos del Complejo Amanita caesarea

La colecta del complejo A. caesarea se realizo en el periodo de méxima produccién
de fructificaciones (julio a septiembre del afio 2013) en la region de El Salto, Pueblo
Nuevo, Durango, el tipo de muestreo fue guiado, y las recomendaciones que se
tomaron en cuenta fureon las siguientes; (Zamora-Martinez, 2001):

1. Se localizaron las fructificaciones mediante recorridos por el bosque, buscando

monticulos de hojarasca en el piso forestal.

2. La busqueda se realizd siguiendo una direccion circular alrededor de los arboles

hospederos.

3. Una vez ubicado el hongo, se procedié a remover la hojarasca con movimientos
suaves de la mano con la finalidad de maltratar lo menos posible el sombrero. Solo
se recolectaron los individuos mayores a 7 cm de longitud, no muy maduros, ni con el

sombrero muy abierto, o los incompletos (rotos, mordidos, larvas, etc.)
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4.- La extraccion del esporoma se realizo con una pala pequefa tratando de extraer

todo el cuerpo fructifero sin dafar la volva.

5. Una vez que se extraia el cuerpo fructifero se cubria con hojarasca el hueco

dejado al extraer el hongo.

6. Las fructificaciones recolectadas fueron previamente etiquetadas y fotografiadas
para su identificacion y se transportaron en una canasta ancha y de 20-30 cm de

profundidad, colocandolas con el sombrero invertido.

5.2 Conservacion y preparacion de la muestra

Las muestras colectadas, se limpiaron quitando hojarasca, tierra e insectos.
Enseguida se registro el peso en fresco de cada uno de los hongos. Posteriormente
a todas las muestras se les extrajo aproximadamente un gramo de basidio fresco
para el andlisis molecular dicha porcién se puso en congelacién a -20° C para el
analisis molecular. Una vez tomada dicha muestra el cuerpo fructifero restante de
cada individuo se puso a secar a 55 °C durante 48 horas, transcurrido ese tiempo las
muestras se guardaron en cajas de cartdn para enviarlas a su posterior identificacion
taxondmica al Instituto de Ecologia (INECOL), en Xalapa, Veracruz. Una vez que
todos los ejemplares fueron identificados se prosiguio a triturarlos en un mortero
hasta obtener un polvo fino, el cual fue colocado en bolsas de papel previamente
etiquetadas con el correspondiente nUmero de muestra, para una facil identificacion,

de ahi se tomé la cantidad requerida para los diferentes andlisis micoquimicos.

5.3 Caracterizacion Micoquimica
5.3.1Extraccién de polifenoles

Se pesaron de forma individual tres gramos de muestra perteneciente al carpéforo
seco y molido, los cuales se pusieron a macerar durante 6 horas en 40 mL de una
mezcla de acetona/agua 80:20 a una temperatura de -4° C. Transcurrido dicho

tiempo las muestras fueron colocadas en un bafio ultrasénico durante 15 minutos,
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después las muestras fueron centrifugadas a 4000 g durante 10 minutos,
posteriormente se recuperé el sobrenadante y el residuo se extrajo con tres lavados
de 40 mL adicionales de la mezcla de acetona/agua. Una vez que se obtuvieron
todos los lavados se combinaron y se evaporaron a 30° C para eliminar la acetona.
A continuacién la fase acuosa se lavdo con 40 mL de n-hexano, enseguida las
muestras fueron sometidas a una extraccion liquido-liquido con tres lavados de 40
mL de éter dietilico, a continuacién las fases organicas se evaporaron a 30 ° C hasta
sequedad y después las muestras fueron resuspendidas en 2mL de una mezcla de
metanol/agua 80:20 y posteriormente fueron filtradas con un disco de filtro de 0.22

micras desechable para anélisis HPLC (Markham y Campos, 1996).

5.3.2 Extraccién de terpenos y acidos grasos

Se pesaron 2 g de hongo seco molido y se le agregaron 50 mL de diclorometano,
enseguida se puso en agitacion en el Shaker por una hora a temperatura ambiente,
se dejo reposar un dia. Posteriormente se filtrd la solucion con papel Whatman # 1y
el filtrado se puso a secar en oscuridad obteniendo F1. La parte sélida del filtrado se
puso a macerar con 50 mL acetato de etilo en agitacion en el Shaker por una hora a
temperatura ambiente después se dejo reposar un dia. Enseguida se filtrd
nuevamente la solucién con papel Whatman # 1 y el filtrado se puso a secar en

oscuridad obteniendo F2.

Para obtener las fracciones restantes se pesaron 6 gramos de hongo seco y molido
luego se le adicionaron 250 mL de NaOH 0.1 M y posteriormente se puso en
agitacion constante en el Shaker por 2 horas a temperatura ambiente. Enseguida se
filtré la solucion con papel Whatman 1, la fase liquida llamada F3 se guardé y a la
fase solida se le adicionaron 250 mL de NaOH 0.5 M y se colocé en agitacion
constante en el Shaker por 2hrs a temperatura ambiente. A continuacién se filtré la
solucién con papel Whatman 1 obteniendo la fase liquida F4 y a la fase sdlida se le
adicionaron 250 mL de cloroformo para después colocarla en el Shaker por 30 min a

temperatura ambiente. Posteriormente se filtrd la solucién con papel Whatman # 1
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obteniendo la fase liquida F5 y a la fase solida se le adicion6 una solucion de
cloroformo/metanol 2:1 colocandolo después en agitacion constante en el Shaker por
30 min a temperatura ambiente. Después se filtr6 la solucion y se guardd para
andlisis posteriores la fase solida junto con la fase liquida llamada F6. Por ultimo
todas las fracciones F1, F2, F5 y F6 se dejaron secar en oscuridad para usarse en el
andlisis de cromatografia en capa fina, donde se utiliz6 como fase estacionaria silica
y como fase movil tolueno/etilmetilcetona (9:1). Luego se revelaron las placas
aplicando una mezcla de MnCl2/ MeOH/ H2SO4 (revelador de terpenos) y después
la placa fue calentada a 60 °C en la estufa. A continuacion se observaron bajo luz
UV (254/365 nm onda corta y larga y respectivamente) antes y después de ser

reveladas.

5.3.3 - Analisis HPLC-DAD-ESI/MS

El andlisis HPLC-DAD-ESI/MS se realiz6 en el Laboratorio de Micologia del Instituto
de Investigaciones Biotecnoldgicas (lIB-INTECH), de la Universidad de San Martin,

Chascomus, Argentina.

Los extractos polifendlicos se analizaron en un cromatégrafo de liquidos Hewlett-
Packard 1100 series (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania). La separacion se
llevd a cabo en una columna de fase inversa Spherisorb C18 (3x 150 mm, x4.6 ym) a
25°C.

Los disolventes utilizados fueron: 2.5 % de &acido acético en agua (A), acido acético
2.5 % / acetonitrilo (90:10) (B), y acetonitrilo grado HPLC 100 %(C). El gradiente
empleado fue: isocrético 100 % de A durante 10 min , 50 % de Ay 50 % de B
durante 10 min , isocratico 100 % de B durante 15 min, 90 % de B y 10 % C durante
10 min, 70 % de B y 30 % C durante 10 min, 50 % de B y 50 % C durante 5 min, 20
% de B y 80 % C durante 5 min, 100 % de A durante 5 min, a una velocidad de flujo
de 0.5 mL / min . La deteccion se llevo a cabo en un detector de matriz de diodos
(DAD), usando 280 nm como longitud de onda preferida, y en un espectrometro de

masas (MS) acoplado al sistema de HPLC.
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El analisis LC-MS se realiz6 utilizando un detector FinninganTM LCQ MS
(Thermoquest, San José, CA, EE.UU.) equipado con una fuente de API, utilizando
una interface ESI (ionizacion por electrospray ) . Tanto el gas envolvente y el gas
auxiliar eran de nitrégeno a velocidades de flujo de 1.2 y 6 L / minuto,
respectivamente. La tension capilar y fuente de voltaje eran 10 V y 3,5 kV,
respectivamente, y la temperatura del capilar fue de 175 © C. Los espectros se
registraron en el modo de iones negativos entre 80y 620 m/ z.

El cromatografo de MS fue programado para llevar a cabo una serie de tres
exploraciones consecutivas: una masa total de 150-1500 amu, una exploracion de
zoom del ion mas abundante en un rango de +5 amu , y una exploraciéon de MS-MS
del ion mas abundante en la masa completa usando una energia normalizada de

colisién de 45 % .

5.3.4 Andlisis de cromatografia de gases acoplada a  espectrometria de masas
CG-EM

Los andlisis por CG-EM se realizaron en un cromatégrafo marca Hewlett Packard
6890 con las siguientes caracteristicas: columna capilar HP-5 de 30m, 0.33 mm de
diametro interno y 25um de espesor; gas de arrastre Helio 4.5 a 1ml/min; modo split
1:10, temperatura del inyector 300° C, programa de temperatura desde 70° C hasta
300° C a 7.4°C/min para el analisis de los acidos grasos. Este cromatografo, esta
acoplado a un espectrometro de masas 5973 con una fuente de ionizacién de 70eV.
Los espectros fueron adquiridos en modo SCAN.

Para el analisis de los compuestos polifendlicos se emplearon las condiciones
descritas por Juarez, et al. (2008): temperatura del inyector 250° C, y el programa de
temperatura: 90° C por 1 min, se incrementé a 220° C a 6° C/min, y hasta 290° C a
10° C/min durante 1,23 min y finalmente se elevd hasta 310° C a 40°C/min y se

mantuvo dicha temperatura durante 7.5 min.
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5.3.5 Andlisis de datos

Los datos de la masa exacta de los iones moleculares se analizaron mediante el
software Data Analysis 4.0 (Bruker Daltonics, Bremen, Alemania), el cual provee una
lista de posibles férmulas y estructuras quimicas de los compuestos mediante un

editor de formulas inteligentes (Smart Formula Editor).

Una vez que se obtuvieron todos los compuestos micoquimicos con el software antes
mencionado se considerd cada uno de ellos como un caracter quimico individual.
Después se construy6é una matriz de presencia ausencia formada por las muestras
individuales contra todos los compuestos resueltos. La matriz de presencia ausencia

se sometié a un andlisis de cluster en el programa PAST3.
5.4 Caracterizacion molecular
5.4.1 Extraccién de DNA en hongos.

El DNA gendomico se aislo con el kit comercial DNAzol® en el laboratorio de
Biotecnologia del Centro Interdisciplinario de Investigacion para el Desarrollo Integral
Regional, del Instituto Politécnico Nacional, Unidad Durango (CIIDIR IPN Durango),

siguiendo el protocolo del fabricante:

Se pesaron 0.5g de la muestra de basidioma congelado y se colocaron en un tubo
eppendorf, enseguida se le afiadieron 400 pl del reactivo DNAzol®, después se
prosiguio a triturar la muestra con un pistilo estéril, enseguida se mezclé la solucién en
vortex y posteriormente se dejé reposar durante 5 min a temperatura ambiente.
Transcurrido dicho tiempo se centrifugo la muestra a 12,000 g durante 10 min y se

transfiere el sobrenadante o fase acuosa, en un tubo eppendorf nuevo de 1.5 ml.

Después se precipitd el ADN adicionando a la fase acuosa 500 ul de alcohol etilico
absoluto y mezclando las muestras por inversion de los tubos 8 veces, enseguida las
muestras se dejaron reposar 5 min a temperatura ambiente durante 5 min y por dltimo se
centrifugaron a 5,000 g por 4 min. A continuacion se preparé una solucion de lavado con

DNAzol®-etanol mezclando 1mL de DNAzol® con 750 pl de etanol absoluto. Después
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se decantaron las muestras y enseguida se les agregaron 600 pl de la solucién anterior
con el ADN precipitado, dejandolas reposar durante 5 min seguida de otra centrifugacion
a 5,000 g por 4 min. Después se removié la solucién de lavado y se lavo la pastilla de
DNA mezclando vigorosamente con 500 uyl de etanol al 80% seguido por una
centrifugacion de 5,000 g durante 4 min. Por Ultimo se removio el etanol por decantacion
y se colocaron los tubos invertidos en posicion vertical por 1-2 min para secar la pastilla
de ADN. Enseguida se disolvi6 la pastilla de ADN en 25 pl de buffer TE (pH 8.0) y se

almaceno a -20°C hasta su utilizacion.

La cuantificacion y la pureza del ADN obtenido de cada una de las muestras, se realizé
mediante métodos espectrométricos estandares (Sambrook et al., 1989), a una
absorbancia de 260-280 nm de las soluciones de ADN. La integridad y el tamafio
molecular del ADN obtenido se apreciaron por electroforesis en geles de agarosa al 2%
de acuerdo a protocolos estandar propuestos por Sambrook y Russell en el 2001. Las
soluciones de ADN se prepararon a una concentracion de 100 ng/uL y de 25 ng/uL para
su posterior utilizacion en la amplificacion de marcadores ISTR por medio de la técnica
de PCR.

5.4.2 Amplificacion de marcadores ISTR

Se realizé la amplificacion por PCR de dos combinaciones de marcadores ISTR,
siguiendo el protocolo reportado por Osorio et al., (2006) para los marcadores ISTR,
en un volumen final de mezcla de reaccion de 20 pl, utilizando regulador PCR 1X,
MgCl, 3mM, 0.3 uM de cada iniciador, dNTPs 0.25 mM, y 0.25Mm de ADN de cada

muestra.
Las secuencias de los iniciadores ISTR empleados se indican en la Tabla 3.

Tabla 3. Secuencias de los iniciadores ISTR

INICIADOR SECUENCIA 5 -3
F1 GCA CTC CACCAAGAATACC
Bl ATC AGG AAG GTC TGT AAA GC
B8 ATA CCT TTC AGG GGG ATG
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Las condiciones para la amplificacion fueron: el primer ciclo de desnaturalizacion de
95°C durante 3 min, seguido de 40 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 seg; el
proceso de alineacion se realizo a 45°C por 1 min y la fase final de extension a 72°C

durante 10 min la temperatura de almacenamiento fue de 4°C.

La separacion de los diferentes fragmentos de DNA amplificados se efectud por la
técnica de electroforesis propuesta por Sambrook et al., (1989) en geles de agarosa
al 1%, la visualizaciéon, se realizd6 con SyberGreen (invitrogen), siguiendo las

indicaciones del protocolo del fabricante.

5.4.3 Andlisis de datos

El perfil de amplificacion por PCR de cada muestra se construydé con todos los
fragmentos resueltos en los respectivos electroferogramas. Cada fragmentdé se
consideré un caracter molecular individual. Se construyd una matriz binaria de
presencia/ausencia de bandas (1. presencia, 0: ausencia) formada por todas las
muestras individuales (fragmentos vs individuos), que se sometid a un analisis

fenético usando el programa de computo Popgene 1.32.

Se realiz6é un analisis de similitud basado en los marcadores ISTR entre las especies
pertenecientes al complejo Amanita caesarea, donde cada loci amplificado se
consider6 como un caracter molecular individual. Después se construyé una matriz
binaria de presencia/ausencia de bandas formada por cada una de las muestras
contra el fragmento amplificado, enseguida haciendo uso de paquetes de computo,
software y programas como Popgene 1.32 y Past 3, se calcularon directamente los
diversos indices y parametros necesarios para realizar la caracterizacion y
estimacion de la variabilidad genética de las especies a partir de los resultados

obtenidos del analisis molecular (Hammer et al., 2001).

Los pardmetros que se calcularon para el andlisis de similitud basado en los
marcadores ISTR fueron. Porcentaje de bandas polimoérficas (P), numero observado

de alelos por locus (na), numero efectivo de alelos por locus (ne), diversidad genética
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(He), indice de diversidad de Shannon (l), diversidad génica de Nei (h), identidad
génica de Nei (Gl), distancia genética (GD), flujo génico (Nm), y coeficiente de
diferenciacion génica (GsT). Estos parametros y el analisis de cluster basado en la
matriz de distancias génicas y el dendrograma correspondiente se realizaron con el
programa Popgene 1.32. La similitud genética entre poblaciones (coeficiente de
Jaccard), basada en los datos de los marcadores ISTR, se calcularon usando el
programa Past 1.43 (Almaraz-Abarca, 2011) y los datos obtenidos se presentaron en

un dendrograma.

Con los datos de distancias génicas se elaboré una matriz para realizar el andlisis de
cluster con el que se obtuvo el dendrograma que reveld el grado de diferencias

génicas entre especies (Almaraz-Abarca, 2011).

5.5 Identificacion taxondmica del Complejo  Amanita caesarea

Los ejemplares colectados fueron identificados por Gaston Guzman, Florencia
Ramirez Guillén y Alonso Cortés Pérez en el Laboratorio de micologia del Instituto
de Ecologia (INECOL), en Xalapa, Veracruz siguiendo las claves del complejo
Amanita caesarea elaboradas por Gaston Guzméan en The Amanita caesarea-

complex.
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VI RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Identificacidon taxondmica

Dentro de las especies colectadas pertenecientes al complejo Amanita caesarea
encontradas en la region de El Salto, Pueblo Nuevo, Durango, se identific6 a Amanita
basii Guzman y Ramirez-Guillén (Figura 5), especie previamente registrada en 1982
en una colecta en La Reserva de la Biosfera. La Michilia, Durango. En cuanto a los
registros de A. caesarea (Scop.: Fr.) Pers. (Figura 6) fueron realizados previamente
en la Region de El Salto, Pueblo Nuevo, Durango, en 1995 y en 1982 se registro
esta especie en una colecta de La Reserva de la Biosfera La Michilia. Amanita
laurae Guzméan y Ramirez-Guillén (Figura 7) solamente era conocida en Chiapas y
Jalisco por lo que se reporta el primer registro para Durango al igual que A.
tullosii Guzman y Ramirez-Guillén (Figura 8), aunque 4 de estos individuos
presentan una volva irregular, muy corta, quizd por mala formacion
o normalmente es asi en la Figura 9 se muestra dicha volva encerrada por un circulo
rojo. De ser éste ultimo el caso, seria una especie nueva, pero se necesita colectar
mas ejemplares, para corroborarlo. Se considera por ahora tentativamente A.
tullosii, ya que los demés caracteres macro y microscopicos concuerdan con dicha

especie.

Figura 5. Amanita basii Guzman y Ramirez-Guillén
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Figura 9. Amanita tullosii irregular Guzman y Ramirez-Guillén, los circulos rojos

muestran la volva irregular.
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En la Tabla 4 se presenta la clasificacion taxonOmica que se le asigno a cada uno de
los 82 individuos colectados pertenecientes al complejo Amanita caesarea.

Tabla 4. Clasificacién taxonémica de los individuos colectados

Sub- especie No. de individuos
Amanita caesarea 11
Amanita basii 13
Amanita laurae 25
Amanita tullosii 33

6.2 Perfiles ISTR

Las combinaciones de iniciadores ISTR empleados en la caracterizacion molecular
de 82 individuos pertenecientes al complejo Amanita caesarea (Tabla 4) produjeron
un total de 79 secuencias amplificadas (loci), que se consideran suficientes para la
estimacion adecuada de distancias génicas, de acuerdo con Keim et al., (1992)
qguienes establecieron que un numero entre 65 y 90 marcadores es adecuado para
estimaciones precisas. De los 79 loci amplificados, 41 pertenecen a la combinacion
F1/B8, y 39 provienen del par F1/B1, con un promedio de 39.5 loci por primer. El
tamano estimado de las secciones amplificadas varié de 70 (locus amplificado con el
par F1/Bl) a 2570 bp (locus amplificado con el par F1/B8). En la Figura 10 se
muestra un ejemplo de algunos patrones de amplificacion de loci usando el iniciador
F1/B8.
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Figura 10. Patrones de amplificacién utilizando el primer ISTR F1/B8

Los valores calculados de Gl de cada par de iniciadores se muestran en la tabla 5.
Los altos valores de indice de genotipificacion (0.93-0.90) revelan que ambas
combinaciones de primers pueden ser Utiles para estudios de variabilidad genética
de poblaciones de especies pertenecientes al complejo Amanita caesarea cabe
resaltar que es la primera vez que se usan este tipo de marcadores en hongos
basidiomicetos, aun asi los valores de Gl son mayores a los reportados para
Ustiliago maydis (Zambino, 1997 y Valverde et al., 2000). Cada una de las especies
de Amanita caesarea analizadas mostré un perfil ISTR tipico: caesarea 39 loci,
basii 39, laurae 47, mientras que el perfil de tullosii se conform6 por 70 loci. Los
primers ISTR usados en este estudio detectaron altos niveles de polimorfismo
(100%, tabla 5). Segun Almaraz-Abarca en el 2011 y Montalvo en el 2010 mencionan
gue algunos autores han reportado niveles similares de polimorfismo quienes
sugieren gue estos marcadores tienen una alta capacidad para cuantificar diversidad

genética y una alta capacidad discriminatoria a nivel especifico.
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Tabla 5. Porcentaje de polimorfismo (P), e indice de genotipificacion (Gl)

para iniciadores ISTR en el complejo Amanita caesarea.

Combinacion de iniciadores

F1/B8 F1/B1
Numero total de bandas 41 39
Bandas polimorficas 41 39
P 100 100
Perfiles ISTR diferentes 76 63
Perfiles ISTR Unicos 71 57
Gl 0.93 0.90

6.2.1 Variacion Genética Intrapoblacional

Se detectaron altos niveles de variabilidad genética en las especies de Amanita
caesarea. Los pardmetros manejados para la evaluacién de la variacion dentro de
poblaciones (Tabla 6) indican que la diversidad fue mas alta en la poblacién de

Amanita tullosii.

Una de las explicaciones de los altos niveles de variabilidad genética del complejo
Amanita caesarea, podria ser la alta presion ambiental a la que han estado
sometidas aunada a la recoleccidn exhaustiva, que ha favorecido de alguna forma la
ocurrencia de procesos de retrotransposicion y por ende la acumulacion progresiva
de mutaciones y variaciones genéticas, incrementando la variabilidad de estas
especies, variaciones que han sido reportadas como consecuencia de este tipo de
elementos moviles retrotransposones (Bennetzen, 2000), pudiendo ser esta la causa

probable de las variaciones morfolégicas que presenta dicho complejo.

Estos altos niveles de variabilidad concuerdan con los trabajos de (Valverde et al.,
2000) y (Zambino, 1997) en hongos basidiomicetos como el Ustiliago maydis. Los

resultados en el presente trabajo son mas altos en cuanto a diversidad genética y
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polimorfismo comparado con el trabajo de (Shale et al., 2006) esto también podria
sugerir que los marcadores ISTR son mas informativos para este tipo de analisis en

hongos basidiomicetos que los ITS usados en dicho estudio.

Tabla 6. Diversidad genética de las especies pertenecientes al complejo

Amanita caesarea encontradas en la Region de El Salto P.N. Dgo.

Poblacion P Na Ne I H
Amanita caesarea 0.4937 1.4937 1.2128 0.2139 0.1347
0.5032 0.3056 0.2448 0.1667
Amanita basii 0.4937 1.4937 1.2128 0.2139 0.1347
0.5032 0.3056 0.2448 0.1667
Amanita tullosii 0.8861 1.8861 1.2435 0.2957 0.1739
0.3197 0.2207 0.1811 0.1273
Amanita laurae 0.5949 1.5949 1.2146 0.2337 0.1429
0.4940 0.2756 0.2273 0.1539

P= polimorfismo; Na= numero medio de alelos por locus; Ne= nimero medio
efectivo de alelos por locus; I= diversidad de Shannon; h= diversidad de Nei. Los

valores representan la media y la desviacion estandar.

El siguiente dendrograma (Figura 11) resultante de un analisis de similitud entre los
82 individuos pertenecientes a las cuatro especies analizadas, se bas6 en dos
combinaciones de marcadores ISTR, donde se aprecian dos grupos separados a un
valor cercano al 6% de similitud. El primer grupo formado por los individuos de la
especie A. caesarea y A. basii, y el segundo formado por los individuos

pertenecientes al grupo de A. laurae y A. tullosii, respectivamente.
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Figura 11. Dendrograma del andlisis de similitud intrapoblacional.

6.2.2 Variacion Genética Interpoblacional

Se obtuvo un coeficiente de diferenciacion genética (Gst) de 0.0739 y un flujo génico

(Nm) de 6.2699, que indica una fuerte migracion genética entre las especies

analizadas.

Los valores de identidad genética y distancia genética entre las especies analizadas

se muestran en la tabla 7. La mayor distancia genética se encontré entre Amanita

caesarea y Amanita tullosii y la mas baja entre Amanita caesarea y Amanita basii.
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Tabla 7. ldentidad genética de Nei (arriba de la diagonal) y distancia genética

(debajo de la diagonal).

Especie caesarea Basii tullosii laurae
caesarea = ----- 1.0000 0.9797 0.9727
Basii 0.0000 0.9797 0.9797
Tullosii 0.0205 0.0205 0.9863
Laurae 0.0277 0.0277 0.0138

El dendrograma que se obtuvo del analisis de cluster basado en una matriz de
distancias genéticas se muestra en la figura 12. Las distancias genéticas entre las
especies de Amanita caesarea permiten distinguir dos grupos, uno formado por A.
caesarea y A. basii donde se obtuvo un valor de Nm > 1, que indica un flujo génico
continuo el cual es un factor muy importante ya que promueve similitudes genéticas
entre grupos y por lo tanto ellos deberian considerarse como una sola especie (Sites
y Marshall, 2004), ya que el flujo génico es una caracteristica que define a las
especies (Petit y Excoffier, 2009) y ocurre constantemente como un importante
proceso entre esas dos sub-especies hibridas. El otro grupo integrado por A. laurae
y A. tullosii obtuvieron un valor de N>0.15, donde Highton (1990) menciona que
grupos con esos valores deberian considerarse como especies distintas. Estas
propuestas se ven apoyadas por los valores calculados en la tabla 7, de identidad
genética de Nei, debido a que estos valores representan el grado de similitud
genética entre poblaciones (Nei, 1987); debajo de 0.85 corresponde a especies bien

definidas.
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A. coesarea

A. basii

A. laurae

A. tullosii

Figura 12. Dendrograma del analisis de similitud intrapoblacional

Tulloss (2005) consideré a A. basii y A. caesarea como la misma especie durante
mucho tiempo. Pero en el 2001 Guzman y Ramirez-Guillén mostraron que la Unica
diferencia morfologica entre A. caesarea y A. basii, era el tamafio de esporas,
indicando que la segunda presenta basiodiosporas mas pequefias en un rango de 1-
2 micrones. Los resultados generados por los perfiles ISTR muestran una

congruencia con la delimitacién propuesta por Tulloss.

En cuanto a Amanita laurae Sanchez-Ramirez (2011) sugiri6 que debian hacerse
analisis mas profundos a dicha especie para comprobar que efectivamente se
trataba de una especie real, ya que Guzman y Ramirez-Guillén no aportaban
evidencia molecular que respaldara tal delimitacion ya que estas muestras segun su
investigacion resultaron ya sea en los clados de A. basii o de A .jacksonii, por lo tanto
con los resultados demostrados en el presente andlisis se aporta evidencia
respaldando la teoria de Guzman y Ramirez-Guillén donde Amanita laurae se

delimita como una especie totalmente distinta a Amanita basii.
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6.3 Identificacion cualitativa de compuestos terpén icos

Respecto al analisis quimico cualitativo para identificar terpenoides, preliminarmente
se realizd una cromatografia de capa fina (TLC), que al ser revelada se evidenciaron
manchas de color morado y verdes (Figura 13), tipicas de estructuras triterpénicas,
pero que bajo el efecto de la luz UV en onda larga se evidencian colores rojizo
marron que se atribuyen a lactonas sesquiterpénicas que formarian parte de la
coloracién rojiza de la seta, la coloracion de fluorescencia verde corresponde a
estructuras triterpénicas junto con la coloracion morada que presume también posible
causa de las coloraciones cobrizas en la seta (mono-, di-, tri- y sesquiterpenos)
(Bruneton, 2001).

Figura 13. Cromatografia de capa fina de terpenos obtenidos de cuerpos fructiferos
de especies del complejo A. caesarea. A = observado en onda larga (UV); B =
observado en onda corta (UV); C = observado en onda larga, luego de aplicar

revelador especifico para terpenos.
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6.4 Determinacion estructural de los metabolitos secu ndarios presentes en
cuerpos fructiferos de las especies pertenecientes al complejo Amanita

caesarea.

Los metabolitos secundarios de las especies pertenecientes al complejo en cuestion,
no han sido investigados, a continuacion se muestran los resultados de cuatro de las
especies pertenecientes al complejo basados en la composicion quimica del cuerpo
fructifero, que podrian ser Utiles para sugerir la variabilidad que puede ser
encontrada en dichas especies. Se identificaron un total de 23 metabolitos
secundarios, en la tabla 8, 9 y 10 se muestra la relacion de los compuestos indicando
el nombre del posible compuesto, la formula molecular, tiempo de retenciéon en
minutos (Tr), pico del ion molecular (M+), indice de deficiencia de hidrogeno (IDH),
los fragmentos caracteristicos (intensidad relativa en porcentaje), la masa calculada
(m/z) y la estructura quimica respectivamente. De los 23 compuestos identificados
11 corresponden a triterpenoides, 9 se identificaron como acidos grasos no estéricos

y tres como polifenoles.
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Tabla 8.- Compuestos triterpenoidales

No. Posible Compuesto Formula Tr.(min) | M+ | IDH | Fragmentos (IR%)
compuesto molecular
1 Ergosta-7,22-dien- 3 - | C28H440 35.132 | 395 |7 396(7,9); 381(2,5); 353(4,5); 325(1,2);
ona 298(15,7); 271(25); 269(100); 246(10,8);
229(14,1); 175(7,9); 161(15,2); 147(22,3)
2 Lanosta-2,5,7,24- C30H46 36.602 | 406 |8 406(100); 391(82,8); 363(24); 335(7,6);
tetraeno 309(62,9); 295(26,7); 281(25,4); 267(66,8);
253(3,2); 225(10,4); 185(19,7);
157(27,1);129(18,3)
3 4,16-dimetilergosta- C30H46 32.782 | 406 |8 406(64,9); 391(100); 301(21); 281(11,4);
3,5,7,22-tetraeno 266(3,6); 239(4,9); 223(8,9); 189(3,7);178(9,8);
149(10,3); 125(6,4); 105(58)
4 Lanosta-5,7,24-trien- | C30H480 36.770 | 424 |7 424(22,2); 409(16,5); 355(7,3); 341(9,1);
B -ol 313(26); 271(6,3); 253(5,3); 245(29,5);
205(100); 191(35,2); 188(73,8);
175(33);121(72,2); 95(90,3)
5 4,4-dimetil-colesta- C29H440 36.109 | 408 |8 408(72,5); 393(86,7); 390(27,9); 375(21,9);
5,7,14,22-tetraen-3 365(16,7); 325(20,7); 311(52,7);
-ol 297(12,2);281(100); 271(14,4); 253(46,3);
239(10,4);191(32,8); 185(21,6); 159(27,6)
6 Ergosta-5,7,9(11),22- | C28H420 34.080 |394 |8 394(13); 376(12,2); 361(6,5); 269(9,5);
tetraen-3 3 -ol 251(100); 209(31,2); 179(13,6); 157(13,3);
141(9,1); 135(10,9); 69(43,1).
7 Ergosta-5,7,22-trien- | C28H440 34.602 | 396 |7 396(58,2); 378(5,4); 363(100); 337(42,5);

3p3-ol

271(12,2); 253(51,7); 229(7); 211(42,2); 171
(28,8); 143(67,3); 119(30,7); 69(80,1).
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8 4-metil-ergosta-5, C29H460 38.112 | 410 |7 410(18,4); 395(11,5); 392(7,5); 377(41,5);
7,24-trien-3 3 -ol. 327(8,1); 285(21,9); 267(40,2); 253(34,2);
225(24,6); 191(36); 158(13,7); 135(30,4);
109(35,6); 91(41,8); 69(100).
9 Ergosta- C28H38 32.312 | 376 |9 376(40,7); 361(3,7); 251(100); 236(19,2);
2,5,7,9(11),22- 209(8,6); 197(36,1); 157(11,2); 141(18);
pentaeno 129(9,8); 105(22,1); 69(19,5).
10 Ergosta—4, 6,15(16) C28H400 36.892 392 |9 392(10,7); 341(5,4); 327(6,4); 281(25,2);
,22—tetraen—3—-ona 268(100); 267(64,2); 253(30,2); 251(5,6);
240(6,8); 225(7,4); 173(17,5); 155(10,1);
129(8,9); 109(13,6); 69(26,5).
Tabla 9.- Acidos grasos no esterdlicos
No. de Posible Compuesto Tr. IDH | M+ FRAGMENTOS (IR%)
compuesto
(min)
11 9-octadecenoico 23.742 2 282 | 282(2,3); 264(10,3); 221(2,6); 207(2,8); 193(1,7); 179(3,4);
165(4,7); 151(6,4): 137(8,6); 123(12,4); 111(23,2); 97(46,7);
(ac. oléico) 83(56,1); 69(74); 60(12,1); 55(100); 41(68,9).
12 Acido9-Octadecenoico | 23.738 | 2 282 | 282(2,3); 264(10,3); 221(2,6); 207(2,8); 193(1,7);179(3,4);
165(4,7); 151(6,4): 137(8,6); 123(12,4);
111(23,2); 97(46,7); 83(56,1); 69(74); 60(12,1); 55(100);
41(68,9).
13 Eicosano 21908 | O 282 | 282(2); 241(0,9); 211(1); 197(0,9); 183(1,5);
169(1,8);155(2,4); 141(3,5); 127(5,6); 113(7,9); 99(13,1);
85(47,5); 71(64,8); 57(100); 43(66,8).
14 Hexadecano 16.287 | O 226 | 226(2,6); 197(0,4); 183(0,8); 169(1,1); 155(1,6);141(2,3);
127(2,6); 113(5,3); 99(11); 85(46,4);
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71(66,7); 57(100).

15 Octadecano 19.538 254 | 254(2,5); 210(0,4); 197(1,2); 183(1,4); 169(2);155(2,7);
141(2,6); 127(3,8); 113(9,1); 99(11,8);
85(47,8); 71(68,1); 57(100).
16 9,12-octadecadienoato | 23.408 294 | 294(35,7); 263(30,9); 220(9,1); 178(10,1); 164(17); 150(24,9);
de Metilo 136(21,3); 123(24,4); 109(43,9); 95(81,2); 88(10); 81(100);
74(11,8); 67(92,6).
17 4cido 9,12 21.938 280 | 280(33,5); 264(28,8); 222(10,1); 172(9,1); 134(19,2);
octadecadiendico 121(22,4); 107(41,9); 92(78,2); 86(9); 74(11,8); 64(91,4).
(acido linoléico)
18 9-hexadecenoato de 20.685 268 | 268(4,6); 226(2,6); 210(0,4); 197(1,2); 183(1,4); 151(6,4):
metilo 137(8,6); 123(12,4); 71(66,7); 54(98).
19 heptadecanoato de 22.223 284 | 284(36,5); 262(26,6); 229(7); 209(8,6); 197( 36,1); 157(11,2);
metilo 141(18);129(9,8);
20 Octadecanoato de 23.486 298 | 298(28,9); 281(25,4); 266(64,7);

metilo

252(3,2); 228(8,4); 185(19,7); 152(25,1);121(16,3)
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No. de | Posible Familia Tr. (min) | m/z Calculada Estructura
compuesto Compuesto
21 Ac. Galico Acido fentlico | 20.553 | 458
. -\"TMS CDUH
(C19H3805Si4)- .
tetrametilsilil T o
Tu_gu HO OF
OH
22 Apigenin-7-O- Flavona 19.016 579 we Ha O on
rutinosido glicosilada “OIHOQ:C’m"
(C27H3OO 14) apigenin-7-O-rutinosido
23 7-0-B-D- Flavona 19.566 563 ™3
glucopiranosil-6- glicosilada

fucopiranosilcrisina

T-O-B-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina
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6.4.1 Compuestos triterpenoidales

La tabla 8 recopila los metabolitos triterpenoidales propuestos en la fraccion en
diclorometano del extracto metandlico crudo obtenido del cuerpo fructifero de los
basidiomicetos antes mencionados. Dado que es el primer estudio sobre la
composicion micoquimica de éste complejo, todos los metabolitos son reportados

por primera vez para dichas especies.

El compuesto Ergosta—7,22—dien—3—ona, metabolito también fue identificado en
los basidiomicetos G. applanatum, Lentinula edodes (Gan et al., 1998) y Fomes
fomentarius (Cole, et al., 2003). En cuanto al 4,16—dimetil-ergosta—3, 5, 7, 22—
tetraeno, fue reportado previamente en el basidiomiceto Lycoperdon sp.
(Hernandez, 2007). El compuesto Ergosta—5,7, 9(11) ,22—tetraen—3p—ol, coincide
totalmente con el reportado previamente en los Basidiomicetos Pleurotus ostreatus
y Ganoderma lucidum (Chegwin, 2007; Jaramillo, 2009).

El triterpenoide Ergosta-5, 7,22-trien—3B3-ol (Ergosterol), es el esterol mas
abundante en hongos superiores. 4-metil-ergosta-5, 7,24-trien-33 —ol, metabolito
también identificado en los hongos basidiomicetos Ganoderma applanatum
(Valencia, 2002), Lentinula edodes (Benavides, 2004), Lycoperdon sp.
(Hernandez, 2007), Suillus Iluteus (Avila, 2007), Auricularia auricula-judae
(Serrano, 2009) y Ganoderma lucidum (Jaramillo, 2009). El metabolito Ergosta—4,
6,15(16) ,22-tetraen—3—ona, fue también aislado en Pleurotus sajor-caju
(Chegwin, 2005) y P. ostreatus (Chegwin, 2007).

Por dltimo el Ergosta—2, 5, 7,9(11), 22—pentaeno, fue reportado previamente para
Ganoderma lucidum (Jaramillo, 2006), Pleurotus ostreatus (Chegwin, 2007),
Lycoperdon sp. (Hernandez, 2007) y Auricularia auricula-judae (Serrano, 2009).
Los compuestos que aparecen en la tabla 8 y que no fueron mencionados no se
encontré0 ningun reporte de su existencia en el material consultado hasta el
momento.

Como se puede ver, las estructuras dadas a los compuestos triterpenoidales
presentes en las fructificaciones silvestres del complejo estudiado corresponden al

ndcleo Lanosta y Ergosta, en contraste con lo encontrado para especies
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cultivables como Ganoderma lucidum y Lentinula edodes, en las cuales los
componentes mayoritarios corresponden a nucleos Ergosta y Colesta (Jaramillo,
20009).

6.4.2 Acidos grasos no esterolicos

De acuerdo con los resultados obtenidos Tabla 9, los componentes grasos no
esterdlicos mayoritarios del extracto metandlico de los hongos pertenecientes al
complejo Amanita caesarea son esteres metilicos de acidos grasos saturados,
monoinsaturados y diinsaturados, lo cual es concordante con los estudios
realizados sobre basidiomicetos silvestres o cultivados, los mismos que reportan a
estos compuestos como los componentes mayoritarios y mas comunes presentes
en basidiomicetos (Cucaita, 2007, Chegwin ,2007, Jaramillo, 2009, Serrano
,2009).

La presencia de acidos grasos insaturados como el acido oléico y linoléico se
constituyen en una caracteristica nutricional favorable, puesto que este tipo
compuestos son esenciales en una dieta sana (Miles, 1999), ya que brindan
proteccion frente a enfermedades cardiovasculares y arterioesclerosis producida
por el colesterol (Xiao et al., 2009). Lo que permitiria recomendar su consumo,

como un alimento nutracéutico.

Dentro del analisis micoquimico del complejo Amanita caesarea se identificaron
algunos hidrocarburos, aunque no han sido reportados éste tipo de
fungimetabolitos para dichas especies, Xiao et al., 2009 encontraron ésta clase de
hidrocarburos en la fraccion volatil de tres especies pertenecientes al género
Cordyceps, por otro lado Wu et al., 2005 y de D’armas et al., en el mismo afo,
reportaron dichos compuestos provenientes del cuerpo fructifero del hongo
macromiceto silvestre Polyporus sulphureus (hongo comestible) y en micromiceto
marino Aspergillus ochraceus aislado de raices de Rhizophora mangle,
respectivamente. Asi mismo, el hexadecano fue identificado en la fraccion volatil

del hongo micromiceto enddfito Gliocladium roseum (Strobel et al., 2008).
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Entonces tales compuestos al tener una aparicion tan restringida en los
basidiomicetos se podrian convertir en quimiomarcadores, como sucede con
algunas cianobacterias del suelo, especificamente Microcoleus vaginatus (Brocks
et al., 2003). Ladygina et al., 2006, reportaron que este tipo de compuestos se

encuentran en las paredes de las esporas fungales y tienen funciones protectoras.

6.4.3 Compuestos polifendlicos

El acido galico es un é&cido fendlico simple, ampliamente distribuido en los
productos naturales vegetales, como es el caso de las angiospermas y que se ha
encontrado también en algunas algas verdes (Chanwitheesuk et al., 2007). En
cuanto a su presencia en hongos solo se encuentra reportado en el Zigomiceto
Phycomyces blakesleeanus (Barrero et al., 1996) y en el hongo basidiomiceto
medicinal Inonotus obliquus el cual se ha empleado ampliamente en la medicina
tradicional de Rusia y del este de Europa (Zheng et al., 2009). La presencia de
este metabolito dentro de los compuestos extraidos del carpoforo del hongo puede
deberse a su biosintesis por parte del mismo, lo cual estad en total concordancia
con las rutas biosintéticas (Figura 14) de los hongos basidiomicetos en general,
las cuales permiten producir metabolitos provenientes del &cido Shiquimico
(Rivera, 1998), como seria el caso del &cido galico.

OOH COOH OOH
/@\ NADP+

OH

Acido Shikimico Acido dehidroshikimico Acido Acido Galico
Dehidroshikimico
Forma endlica

o
I

1. Shikimato: NADP™ : oxidoreductasa 2 Dehidroshikimato deshidrogenasa

Figura 14.- Ruta biosintetica del acido galico

Dentro de las pocas investigaciones sobre el tema en macrohongos solamente se

ha reportado un flavonoide glicosilado, siendo la presencia de un posible glicésido,
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un hallazgo novedoso para el reino fungi. En los hongos sélo han sido
identificados dos flavonoides en la seta Fistulina hepatica (lengua de buey)
(Ribeiro et al., 2007): el hiperosido y la quercetina, los cuales son un glicésido y un
flavonoide respectivamente. Sin embargo teniendo en cuenta que dicho hongo
pertenece al orden de los Agaricales al igual que el complejo en estudio, es de
esperarse que produzcan metabolitos similarmente estructurales.

Respecto al compuesto 7-O-3-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina al parecer es
un metabolito muy poco comun, incluso en el reino plantae, pues solo se
encontraron dos reportes en literatura donde se aisl0 este compuesto en
Cyclanthera pedata (Caigua), una fruta peruana, perteneciente a la familia de las
Cucurbitaceae (Carbone et al., 2004) y otro para el hongo Lentinula edodes que se
encuentra dentro del orden de los Agaricales al igual que el complejo Amanita

caesarea (Jaramillo, 2009).

Para el analisis fenético de cluster se elaboré una matriz binaria de datos (Tabla
11) considerando la presencia/ausencia de cada uno de los 23 compuestos

identificados contra cada una de las especies del complejo Amanita caesarea.
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Tabla 11.- Matriz binaria de los compuestos identificados en el complejo A.

caesarea

A. A. A. A.
No. Nombre del compuesto caesarea basii laurae tullosii
1 Ergosta-7,22-dien-3-ona 1 1 1 1
2 Lanosta-2,5,7,24-tetraeno 1 1 0 0
3 4,16-dimetilergosta-3,5,7,22-tetraeno 0 0 0 1
4 Lanosta-5,7,24-trien- 3 -ol 0 0 0 1
5 4,4-dimetil-colesta-5,7,14,22-tetraen-3[3-ol 1 1 1 1
6 Ergosta-5,7,9(11),22-tetraen-33 —ol 0 0 1 1
7 Ergosta-5,7,22-trien-3p —ol 0 0 1 0
8 4-metil-ergosta-5, 7,24-trien-3p —ol. 1 0 1 0
9 Ergosta-2,5,7,9(11),22-pentaeno 0 0 0 1
10 Ergosta—4, 6,15(16) ,22—-tetraen—3—-ona 0 0 1 1
11 9-octadecenoico (ac. oléico) 1 1 1 1
12 Acido 9-Octadecenoico 0 0 0 1
13 Eicosano 1 1 0 0
14 Hexadecano 0 0 1 0
15 Octadecano 0 0 0 1
16 9,12-octadecadienoato de metilo 1 1 0 0

acido 9,12-octadecadiendico (acido

17 linoléico) 1 1 1 1
18 9-hexadecenoato de metilo 0 0 1 1
19 heptadecanoato de metilo 0 0 1 0
20 Octadecanoato de metilo 0 0 0 1
21 Ac. Galico 1 1 1 1
22 Apigenin-7-O-rutinosido 0 0 1 1
23 7-0-B-D-glucopiranosil-6-fucopiranosilcrisina 0 0 0 1

En el dendrograma obtenido a partir de la tabla anterior se obtuvo un coeficiente
de correlacion de 0.99 (figura 15). En él se observan dos grupos, uno formado con
por A. caesarea, A. basii y A. laurae donde se observa que quimicamente son
especies muy similares y en el otro grupo se encuentra A. tullosii donde se
aprecia que es una especie que se separa del resto. Estos resultados no
corresponden a la clasificacion propuesta por Guzman y Ramirez (2001) en The
Amanita caesarea complex, donde identifica al primer grupo como especies

distintas, los resultados en el presente trabajo concuerdan con los resultados de
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Tulloss, 2005, en el que se establece que A. caesarea y A. basii son la misma

especie.

Los perfiles de los compuestos triterpenoidales y acidos grasos no esterdlicos
pueden llegar a diferenciar taxa a nivel especifico con un alto nivel de correlacion
(r=0.98), en cambio los perfiles polifendlicos pueden usarse también aunque

tomando en cuenta que estos arrojan un nivel de correlaciéon menor (r=0.93).

A. tullosii A. laurae A. basiiy A. coesarea

|
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Figura 15 .-Dendrograma correspondiente al analisis micoquimico del complejo A.

caesarea
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VII CONCLUSIONES

Se obtuvo el primer registro para Durango de las especies A. laurae y A. tullosii.

Los marcadores ISTR representan una buena opcién para el andlisis de la
variabilidad genética de Basidiomicetos son faciles de usar y son accesibles en

términos econdmicos.

El nimero de secuencias amplificadas (79) con los marcadores ISTR fueron todas

polimorficas.

Los perfiles de amplificacion ISTR para el estudio en cuestion permitieron

discriminar a nivel tanto itra como interespecifico.

Tomando en cuenta los datos de colecta que muestran que la especie mas
abundante es Amanita tullosii y comparando esto con los altos valores de
variabilidad genética y quimica que se observaron, se podria decir que esto es un
reflejo de un proceso actual de evolucion dentro de la misma, la cual al ser la
especie mas abundante se encuentra bajo una fuerte presién ambiental debido a

las actividades antrépicas de sobreexplotacion.

Los cuerpos fructiferos de los hongos analizados cuentan con una gran
variabilidad de compuestos micoquimicos, entre los que tuvieron en comun todos
ellos se encuentran el Ergosta-7,22-dien-3-ona, 4,4-dimetil-colesta-5, 7,14, 22-
tetraen-33-ol, acido 9-Octadecenoico (acido oléico), acido 9,12-octadecadiendico

(acido linoléico) y el acido galico.

Entre otra de las particularidades micoquimicas del complejo se encontré que las
especies A. laurae y A. tullosii cuentan con hidrocarburos, compuestos que ya han

sido reportados como marcadores quimicos.

A. tullosii presentd la mayor variabilidad quimica albergando a 16 de los 23
compuestos identificados, seguido por A. laurae con 13 metabolitos, 9 para A.

caesarea Yy por ultimo 8 para A. basii.
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Los perfiles de compuestos triterpenoides y acidos grasos no estéricos por tener
una mayor variabilidad quimica pueden utilizarse como marcadores

micoquimiotaxonomicos para especies de este genero.

Se comprobd con un andlisis micoquimico que Amanita caesarea, Amanita basii y

Amanita laurae molecular son especies muy cercanas.

El andlisis molecular basado en perfiles ISTR mostro que Amanita caesarea y

Amanita basii son especies muy similares.

Con la informacion creada en el presente trabajo se generaron nuevas
herramientas taxonomicas para el discernimiento de la situacion actual del

complejo Amanita caesarea mexicano.

Es el primer trabajo donde se usan marcadores ISTR para estimar la variabilidad

genética en hongos basidiomicetos.

Primer reporte del uso de metabolitos secundarios en hongos basidiomicetos

como quimiomarcadores.
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IX RECOMENDACIONES Y SUGERENCIAS

Con la presente investigacion se han generado herramientas que puedan ayudar
a problematicas taxondmicas de otras especies de basidiomicetos que se
encuentren en situaciones similares, esperando que esta informacion sea util para

proponer un plan de manejo en el futuro.

Los hidrocarburos encontrados en las fructificaciones del complejo Amanita
caesarea posiblemente son biosintetizados por el hongo y se podria estar frente a
nuevos quimiomarcadores para este geénero en particular, se sugeriria aislar el
micelio de cada una de las especies y con este realizar nuevamente un analisis
micoquimico para asegurarse que dichos compuestos sean sintetizados por el

hongo y no absorbidos del medio.

Los hongos cuentan con una gran cantidad de metabolitos secundarios con
actividad biolégica importante, que aun no han sido estudiados por lo que se

recomendaria hacer estudios mas profundos sobre éstos.

El uso de otro tipo de marcadores moleculares también seria importante para
estandarizar un mayor niamero de técnicas, probar con otras especies ya que
algunas cuentan con cuticulas muy cerosas que causan problemas en la

extraccion del material genético.

Realizar estudios de variabilidad genética en las poblaciones donde las colectas
son més exhaustivas y compararlas con sitios donde las colectas son ocasionales
y de este modo ver como afectan las colectas a la perdida de variabilidad

genética.
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IX ANEXOS
a) Cromatogramas de los compuestos acidos grasos no esterdlicos
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b) Cromatogramas de los compuestos terpénicos
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c) Cromatogramas de los compuestos polifenolicos
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