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RESUMEN GENERAL

El consumo de hongos silvestres en México requiere de una adecuada identificacion para
evitar intoxicaciones. Desafortunadamente, la mayoria de los micetismos se presentan por
la inexperiencia de los colectores y creencias equivocadas sobre la manera "“tradicional™ de
eleccion de los hongos comestibles. Ademas, el uso de claves taxondmicas basadas en
descripciones de hongos europeos, la posible contaminacién cruzada y la ausencia de
ensayos toxicoldgicos incrementan el riesgo de micetismo por parte de los consumidores.
Por lo anterior, en este trabajo se realizd una caracterizacion genética, morfologica y
citotoxica de hongos identificados previamente como Amanita rubescens, especie
considerada comestible en Europa y que presenta un consumo tradicional en la regién
central del estado de Hidalgo.

Los resultados mostraron que la especie consumida en la region central de México y
comercializada en los mercados tradicionales no corresponde con Amanita rubescens sensu
stricto, por lo que se describe como una nueva especie denominada Amanita
rubosporeaspera. El nuevo taxa presenta genes asociados con la produccion de amatoxinas
y falotoxinas propias de la seccion Vallidae a la que pertenece, los extractos de estos
hongos destinados al consumo humano son capaces de inhibir la divisién celular en
radiculas de haba, aquellos hongos con un perfil genotoxico completo presentan una
coloracion mas rojiza pudiéndose identificar esta nueva especie porgque sus esporas
presentan rugosidades, caracter ausente en A. rubescens. Por todo lo anterior, no se
recomienda el consumo de esta especie pues algunos genotipos resultan téxicos y

corresponde a un taxa previamente no caracterizado.



CAPITULO 1: INTRODUCCION GENERAL

1.1 Resumen

Los Hongos Comestibles Silvestres constituyen un producto forestal no maderable de
importancia alimenticia, ecoldgica, cultural y econdmica para las comunidades rurales.
México tiene una alta diversidad de estos hongos, aunque existen problemas de micetismo
(intoxicacién por consumo) debido a confusion, desconocimiento y variacion natural dentro
de las especies. Ademas, son pocos los estudios tanto bioquimicos, genéticos vy
taxondmicos que ayudan a definir que especies son potencialmente comestibles.

El complejo Amanita rubescens es considerado comestible en Europa, Estados
Unidos, México y algunas regiones de Africa y Asia, aunque se ha identificado la presencia
de Rubescenslisina, una toxina termolabil. En México, hay regiones donde se consume y
otras en donde lo consideran toxico. Por lo anterior, es necesario determinar si la especie
mexicana es la misma que se consume en Europa, Estados Unidos y dentro del Estado de
Hidalgo. En caso contrario, es necesario determinar las causas del consumo diferencial
entre regiones, ya sean morfoldgicas (confusion con otras especies), citotoxicas y genéticas
(variacion intraespecifica). El presente trabajo contribuird al conocimiento de las
limitaciones al consumo de lo que se asocia como el complejo Amanita rubescens en
México; considerando la variacion morfoldgica, genética y toxicoldgica de localidades bajo

aprovechamiento.



1.2 Introduccion

Los Productos Forestales No Maderables (PFNM) se definen como los bienes de origen
bioldgico distintos a la madera, la lefia y el carbon vegetal; asi como los servicios brindados
por los ecosistemas. Los Hongos Comestibles Silvestres (HCS) representan un PFNM por
su importancia alimenticia, ecolégica, cultural y econdémica para las comunidades rurales,
ya que a partir de su recoleccion y comercializacién se obtienen ingresos y alimentos
cuando son destinados para el autoconsumo (Bandala et al., 1997; Montoya et al., 2003,
2004; Garibay-Orijel et al., 2006; Ruan-Soto et al., 2006; SEMARNAT, 2008).

La diversidad de hongos en México es alta; se estima que en el pais hay entre
90,000 y 110,000 especies de macromicetos (Aguirre-Acosta et al., 2014), aunque sélo 350
son considerados comestibles (Garibay-Orijel y Ruan-Soto, 2014). No obstante, el consumo
es elevado, particularmente entre grupos étnicos con un amplio conocimiento de las
caracteristicas morfologicas que distinguen a las especies, 1o que evita intoxicaciones u
otros efectos nocivos para la salud (Vasquez-Zarate, 2007; Rodriguez-Mufioz et al., 2012).
Cuando se ingieren hongos toxicos se generan efectos nocivos en el organismo que reciben
el nombre de micetismo, las toxinas no son degradadas durante la digestion, y al ser
absorbidas provocan reacciones adversas (Ruiz-Sanchez et al., 1999; Herrera-Suérez,
2003). Algunos micetismos se pueden presentar porque los hongos son capaces de captar y
acumular metales pesados tales como cadmio, plomo y mercurio; por lo que son un
problema toxicologico y/o genotdxico para el consumo (Alonso et al., 2010).

Por otro lado, Chapela y Garbelotto (2004) reportaron variantes alélicas que
manifiestan diferencias en la toxicidad de las poblaciones del hongo Matsutake

(Tricholoma matsutake). La expresion diferencial de los alelos depende de requerimientos
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ambientales como la necesidad de una asociacion micorrizica especifica (seleccion natural),
procesos de colonizacion aleatoria con individuos portadores de alelos con expresion méas o
menos toxicos (efecto fundador), endogamia, flujo génico, aspectos historicos etc. No
obstante, algunos rasgos, como la presencia de amatoxinas y falotoxinas, constituyen un
rasgo sinapomorfico, lo que sugiere un origen Unico en el grupo (Cai et al., 2014),
invariable ante el ambiente.

En resumen, se puede inferir que los micetismos dependen de: a) las especies de
hongos que se consumen pueden ser confundidos con otras especies comestibles, b)
procesos evolutivos asociados a la distribucion diferencial de alelos toxicos y no toxicos
entre las poblaciones y c) variacion debida al ambiente. Por lo tanto, es importante
establecer la relacion genética, morfoldgica y toxicolégica para comprender mejor el perfil
metabdlico de estos organismos (Rihling y Tyler, 1990; Deja et al., 2014), y los procesos

implicados en el micetismo.

1.3 Antecedentes

1.3.1 Consumo Tradicional de Hongos en México

Los HCS forman parte de la diversidad biocultural de Meéxico, ya que representan una
fuente de ingresos alternativa o Unica para los habitantes de las comunidades rurales y su
venta se realiza entre los vecinos de la misma localidad o regiones aledafias por lo que es
una de las pocas actividades que permiten generar un ingreso adicional en comunidades
marginales, ya que no demanda de inversiones ni herramientas. Esta actividad se ha llevado
a cabo desde épocas prehispanicas asociando importantes elementos culturales

determinados por el género, origen, ocupacion y grupo étnico; asi como una extensa



comprensién sobre su ingestion, propiedades medicinales y uso ritual (Villarreal y Pérez-
Moreno, 1989; Guzmaén, 1994, Alvarado-Castillo y Benitez, 2009; Garibay-Orijel et al.,
2012; Ruan-Soto et al., 2013). Varias etnias de nuestro pais, por ejemplo los Purépechas en
Michoacéan, Nahuatl y Totonacas en Veracruz, Zapotecos en Oaxaca, Tzeltales en Chiapas,
Néhuatl y Otomi en Hidalgo, Mestiza en Tlaxcala, tienen bastante arraigo en el consumo
tradicional de hongos (Ruan-Soto et al., 2004; Moreno-Fuentes y Bautista-Nava, 2006;
Guzmén, 2007; Bautista-Nava y Moreno-Fuentes, 2009; Herndndez-Rico y Moreno-
Fuentes, 2010; Ruan-Soto et al., 2013; Alonso-Aguilar et al., 2014; Hunn et al., 2015;
Ruan-Soto y Ordaz-Velazquez, 2015). EI consumo de los hongos en el pais depende
principalmente del conocimiento con respecto a una especie, conocimiento que puede
variar de una regién a otra, debido a que su sustento es de caracter empirico y no cientifico.
Por ejemplo, lo diversos pueblos mayas cuentan con criterios para reconocer y evitar las
especies toxicas, entre los criterios mas comunes para identificarlos se mencionan las
caracteristicas morfoldgicas y el sustrato sobre el que crecen (Morales et al., 2002;
Lampman, 2007; Robles et al., 2007; Ruan-Soto et al., 2009; Alvarado-Rodriguez, 2010).
Para los pueblos indigenas, la toxicidad de los hongos se basa en aspectos
morfoldgicos y por su coloracion (Hernandez-Rico y Moreno-Fuentes, 2010). Los pocos
trabajos que se generan con relacion a las toxinas en México se enfocan solo a las especies
reconocidas como peligrosas para los consumidores, abarcando: Amanita virosa, A. verna,
A. phalloides, A. bisporigera y A. muscaria; esta Ultima como la méas conocida y
mencionada en la mayor parte de los reportes por Ruan-Soto y Garcia-Santiago (2013). Sin
embargo, a pesar de su relevancia, los estudios ecoldgicos, toxicologicos, genéticos y

biotecnoldgicos de este importante recurso, se encuentran en etapas tempranas de



desarrollo, son puntuales y la informacion se encuentra dispersa (Alvarado-Castillo et al.,

2015).

1.3.2 Complejo Amanita rubescens

El género Amanita Pers.: Fr., actualmente es uno de los mas conocidos y caracteristicos
dentro del Orden Agaricales Clem. Comprende hongos tanto comestibles como venenosos
distribuidos en todo el mundo (Villanueva-Jiménez et al., 2006; Moreno et al., 2008). En
México, se comercializan en diferentes regiones, principalmente en Hidalgo, Tlaxcala,
Puebla y en el Estado de México (Morales-Torres, 1997; Mariaca-Méndez et al., 2001;
Montoya-Esquivel et al., 2008; Estrada-Martinez et al., 2009; Hernandez-Rico y Moreno-
Fuentes, 2010). Se encuentra dentro del Phyllum Basidiomycota, Clase Agaricomycetes,
Orden Agaricales y Familia Amanitaceae (Kirk et al., 2008); se caracterizan por presentar
un desarrollo hemiangiocarpico (la estructura sexual parte de una estructura primaria
Illamada velo), porque el primordio de dicho esporoma presenta tanto un velo universal
como velo interno (Largent y Baroni, 1988; Pérez-Silva y Herrera-Suarez, 1991). Este
género se ha estudiado extensamente a nivel morfolégico y molecular, no obstante, existen
problemas de agrupacion taxondémica aun sin resolver (Villanueva-Jiménez et al., 2006;
Moreno et al., 2008). Esté género comprende dos subgéneros: Amanita y Lepidella Corner
y Bas, teniendo el primero las secciones: Amanita (Fr.), Vaginatae (Fr.) Quél y Caesareae
Singer, el segundo comprende las secciones: Amidellae (Gilbert) Konr et al., Maubl.,
Lepidella (Gilbert) Vesely, Phalloideae (Fr.) Quél., y Validae (Fr.) Quél. En la seccion
Validae del subgénero Lepidella se encuentra la especie A. rubescens Pers., (Pérez-Silva y

Herrera-Suarez, 1991; Tulloss, 2016).



Género Amanita

N N

Subgénero Amanita Subgénero Lepidella ¢

Seccion Lepidella
A. smithiana IE—
A. abrupta

Seccidon Amanita
A. muscaria
A. pantherina

Seccidn Validae

Seccién Vaginatae A. flavoconia —
— A. ceciliae Complejo A. rubescens
A. vaginatae

Seccion Caesarea
A. caesarea

Seccidn Phalloides
A. phalloides
A. virosa

Secciéon Amidella
Amanita proxima

Figura 1.1. Diagrama de la organizacion del género Amanita y algunos ejemplos de
especie de cada seccion (Modificado de Pérez-Silva y Herrera-Suérez, 1991; Méndez-
Navarro et al., 2011).

Esta especie presenta la misma problematica taxonémica del complejo Caesareae,
en la cual hay una confusion de especies con caracteristicas morfologicas similares aun
cuando se encuentran en localidades alejadas (Figura 1.1). Desde hace mas de 25 afios, el
complejo Caesareae ha sido estudiado por varios micdlogos como Pérez-Silva y Herrera-
Suérez (1991), Tulloss (1994), Morales-Torres (1997), Guzman y Ramirez-Guillén (2001)
y Sanchez-Ramirez et al., (2014). En cuanto al complejo A. rubescens, se cuenta con pocos
estudios genéticos para caracterizar a las especies (eg. Vargas et al., 2017; Mehmood et al.,
2018). Tulloss (2016) menciona que las especies de América Central y Sudamérica deben
ser estudiadas con mas cuidado ya que es posible que se registren hongos similares a los
que se encuentran en Europa, EE.UU. y en Asia; sin ser necesariamente las mismas

especies. Aungue se sabe que los hongos tienen una gran capacidad de dispersion puesto



que el transporte de esporas e hifas depende de los hospederos con los que estdn asociados
(Wolfe et al., 2010; Sanchez-Ramirez et al., 2015).

Por otro lado, se ha reportado que la toxicidad de Amanita rubescens depende de la
coccion; ademas se puede confundir con especies tdxicas como A. pantherina (Cuadro 1.1),
ya que en estado crudo presenta toxinas que pueden ocasionar malestares intestinales
(Tulloss y Rodriguez-Caycedo, 2011; Piqueras-Carrasco, 2014) (Figura 1.2). Por otro lado,
se ha detectado la presencia de Rubescenslisina, particularmente en el complejo A.
rubescens (Cuadro 1.1), una proteina tdxica termolabil con un peso molecular de 35.000
daltons, que interviene como un detergente, debido a que tiene interaccion con los
fosfolipidos de la membrana celular generando hemolisis intravascular, cardiotoxicidad y
efectos del sistema nervioso central (Odenthal et al., 1982; Seeger, 1980a; 1980b; Seeger y
Bunsen, 1980; Segger et al., 1981; Seeger y Wachter, 1981; Chu, 2006) no hay reportes
con respecto a la estructura molecular para poder identificar este compuesto en el complejo
A. rubescens o en otros hongos. Ademas, no existen reportes donde se haya identificado
una region del genoma de las amanitas asociada a la expresion de la toxina
Rubescenslisina, por lo que no se cuenta con marcadores moleculares apropiados.

No obstante, mediante inmunodeteccion se ha identificado la presencia de bajas
cantidades de amatoxinas en A. rubescens, encontrando entre 6.5 a 7.5ng/g de tejido fresco;
cantidades consideradas no letales para el consumo (Faulstich y Cochet-Meilhac, 1976),
aunque no se determind si la expresion de estas toxinas es dependiente del ambiente o si
existen alelos con diferente capacidad toxica en su expresion. Por otro lado, Mullersman y
Preston (1982) y Vargas et al., (2011), encontraron una presencia minima de amatoxinas y
falotoxinas en la misma especie usando HPLC (los ejemplares utilizados fueron de

Gainesville, Florida y Provincias de Colombia, respectivamente). Sin embargo, Clarke y
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colaboradores (2012), no encontraron amatoxinas en muestras de A. rubescens procedentes

de cinco regiones de Reino Unido. En principio se utilizdé una técnica distinta

(Espectrometria de Masa de Tiempo de Real-ToF-MS), capaz de identificar tanto

amatoxinas como falotoxinas en A. phalloides, considerada como control positivo. La

variacion encontrada entre los estudios mencionados sugiere que la expresion de las toxinas

se encuentra bajo regulacion genética o pueden ser diferentes especies o poblaciones,

ademas que la concentracion absoluta podria ser variable en respuesta a las condiciones

ambientales.

Cuadro 1.1. Estudios
rubescens.

toxicoldgicos y taxondmicos realizados en el complejo Amanita

Autor (es)

Considerada
comestible

Considerada
toxica

Estudio
taxondmico

Toxina presente

Concentracion

Alonso-Aguilar et al., 2014 (México).

X

Arrillaga-Anabitarte  y  Laskibar-

Urkiola, 2006 (Espafia).

X
Aconseja bien
cocida

Arteaga-Martinez y Moreno-Zarate,
2006 (México).

X

Bhatt et al., 2003 (India).

Chu, 2006 (China).

Rubescenslisina

0.15-0.31 mg/Kg
en ratones

Cordova-Chavez et al, 2014
(México).

X

Estrada-Martinez et al.,, 2009
(México).

Feregrino-Feregrino et al,, 2013
(México).

Garibay-Orijel et al., 2010 (México).

Gry y Andersson, 2014 (Paises
Nordicos).

X|X| X | X

Aconseja bien
cocida

Hallen et al., 2002 (Africa).

X

No encontraron
toxinas

Hernandez-Rico, 2008 (México).

Hernandez-Rico, 2011 (México).

Hernandez-Velazquez, 2007 (México).

Herrera-Fonseca et al., 2002 (México).

Jarvis et al., 2004 (México).

X

Kim et al., 2013 (Corea).

Lara-Vazquez et al., 2013 (México).

Mariaca-Méndez et al., 2001
(México).

Montoya et al., 2004 (México).

Montoya et al., 2012 (México).

XIX[X| X X

Montoya et al., 2014 (México).

Odenthal et al., 1982 (Europa).

Rubescenslisina

0.25-1 UH/min
(corazén); 0.2-3.3
UH/ml (musculo)

Pardavé-Diaz et al., 2007 (México).

Pérez Silva et al., 2006 (México).

Pérez Silva et al., 2011 (México).

X|X| X




Ribeiro et al., 2006 (Portugal). X Acidos Organicos 91 g/Kg
Rodriguez et al., 2010 (México).
Sanchez-Rodriguez et al,, 1991
(Espana).
Seeger, 1980a (Alemania). X Rubescenslisina 1.4 mg/Kg en ratas
Seeger, 1980b (Alemania). X Rubescenslisina d0.'8-5'2 UH/ml en
iferentes especies
0.15 UH/Kg (rata)
Seeger et al., 1981 (Alemania). X Rubescenslisina y 0.31 UH/Kg
(ratén)
. - 1 UH (hombre)
Seeger y Bunsen, 1980 (Alemania). X Rubescenslisina 1.5 UH (ratas)
Seeger y Wachter, 1981 (Alemania). X Rubescenslisina 0.5-1 UH/ml
X en crudo causa
Tulloss y Smullen, 2006 (U.S.A). sindrome

gastrointestinal

Winterstein, 2000 (Alemania).

Rubescenslisina

Figura 1.2. a) Amanita aff rubescens, b) A. aff rubescens, ¢) A. aff rubescens, bosque de
pino (Pinus patula) en las Lajas, Puebla y d) A. aff rubescens, bosque de encino (Quercus)
San Jeronimo, El Arenal, Hidalgo (Fotos: Hernandez-Rico, 2011; Hernandez-Rico, 2008).

1.3.3 Toxinas en los Hongos

Existen diversos mitos en torno a la toxicidad de los hongos, tal es el caso de lo descrito por

Ruan-Soto et al., (2004) para la planicie del Golfo de México, en donde se dice que todos

10




los hongos toxicos que crecen sobre el suelo estdn contaminados, en cambio aquéllos que
se desarrollan sobre madera o troncos son comestibles. Si bien estas observaciones podrian
considerarse mitos, se han realizado trabajos que soportan la posible toxicidad de los
hongos del suelo. Por ejemplo, Melgar et al., (2009) analizaron la cantidad de selenio que
se acumula en los esporomas de especies comestibles como Boletus pinicola, Boletus
edulis, Hydnum repandum y Lactarius deliciosus; en todos los casos la cantidad del metal
dependia directamente del sustrato donde se encontraban los hongos. Ademas, existe la
posibilidad que la capacidad de captacion de algunos metales dependa de la especie, sobre
todo en funcion de la presencia de proteinas y otras moléculas. Por ejemplo, Agaricus
urinascens, acumula cadmio debido a la presencia de una fosfogluco-proteina Ilamada
cadmio-micofosfatina (Meisch y Schmitt, 1986), incluso cuando crece en terrenos con muy
bajos niveles de este metal (Alonso et al., 2010).

Las estrategias evolutivas de los organismos, incluidos los hongos, los llevan a
desarrollar diferentes habilidades adaptativas como respuesta a cambios climaticos de la
region donde se desarrollan, depredacion, asociaciones, etc. Algunas de estas estrategias
implican el modo de dispersion, ya sea por el viento o por medio de algin portador,
permitiéndoles colonizar diferentes regiones, especificas o generalizadas. Esto es comun en
hongos ya que las esporas se adhieren a las semillas de los hospederos asociados,
llevandolas consigo en eventos de colonizacion (Geml et al., 2008; Justo et al., 2010;
Hughes et al., 2013, Cai et al., 2014). No obstante, el area a la que llegan para desarrollarse
podria condicionar su capacidad de colonizacidn-radiacion por particulares como los
contaminantes. Esto modifica los patrones adaptativos constituyendo una presion de
seleccidn sobre la variabilidad genética, dejando solo aquellos alelos aptos, lo que depura la

diversidad. De esta forma, algunas especies comestibles, al colonizar ambientes
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contaminados con metales pesados, adquieren cierta toxicidad que modificaria el patron de
aprovechamiento a nivel regional. Sin embargo, cabe aclarar que esta toxicidad no
dependeré de la expresion genética asociada con amatoxinas o falotoxinas, sino con genes
que faciliten la absorcién y metabolismo de los metales pesados, constituyendo un buen
indicador sobre el origen de la toxicidad (genético vs ambiental) (Pringle et al., 2009).

Por otro lado, se tiene una idea de que existen especies cosmopolitas con poca
variacion morfolégica y con distribuciones disyuntas incluso a nivel continental. La idea de
esta unidad taxonémica poco relacionada con la conectividad geogréafica se basa en la
capacidad de dispersiébn mencionada en el parrafo anterior. Sin embargo, estudios
filogenéticos con datos moleculares muestran que los endemismos en realidad son comunes
debido a una estructuracién geogréfica y a la adaptacion local (Vilgalys y Sun, 1994; Wu et
al., 2000; Coetzee et al., 2000; James et al., 2001; Chapela y Garbelotto, 2004; Geml et al.,
2008, 2010; Hughes et al., 2007). Anteriormente, se utilizaban nombres de especies de
Amanita descritas en Europa para nombrar hongos en otros continentes basados en la
similitud morfologica y a la idea de unidad taxondmica, aunado al hecho de que estas
colecciones no son revisadas por micologos especializados (Tulloss, 2005; Guzman, 2008).
Sin embargo, los estudios moleculares demuestran que esta aproximacion es errada.

En particular, Hallen y colaboradores (2002) encontraron que diferentes especies de
Amanita lograron la colonizacion de distintos ambientes gracias a la asociacion micorrizica
con arboles hospederos introducidos en Africa desde zonas mas septentrionales. Sin
embargo, esta asociacion no favorece de forma particular a especies toxicas (Amanita
reidii, A. phalloides var. phalloides, A. phalloides f. alba Britzelm y A. phalloides f.
umbrina) que poseen o- y B-amanitina, faloidina y falacidina; ni tampoco a especies

comestibles, incluida A. rubescens, por lo que la toxicidad no es un rasgo adaptativo que se
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pierda ante la colonizacién o que se adquiera de manera local, sino méas bien constituye un
arrastre filogenético fijo ancestralmente en las especies tdxicas que permite diferenciar
claramente entre especies similares morfoldgicamente pero con una base genética distinta
(Fraiture et al., 2019).

Se desconocen las propiedades de muchos macromicetos, debido a que la mayoria de
los estudios al respecto se han enfocado en las especies mas abundantes, o bien, en aquellas
a las que se ha atribuido algun caso de micetismo (Ruiz-Gonzélez, 2014). Como los que se
han presentado por consumir accidentalmente especies toxicas pertenecientes a Amanita
(Heuhs et al., 1994; Lima et al., 2012; Parnmen et al., 2016). Se han dividido en ocho
grupos para su identificacion (Kendrick, 2000).

A) Grupo | Ciclopéptidos: se encuentran en las especies mas peligrosas ya que
constituyen toxinas termoestables.
i) Amatoxinas (Figura 1.3a) con ocho compuestos: a-amanitina y la -amanitina son
las més abundantes y las principales causantes de la toxicidad, y-amanitina, e-
amanitina, proamanulina, amanulina, acido amanulico y amanina. Bloquean la
trascripcion de las RNA polimerasa | y 11, es decir, bloquea la sintesis proteica en las
células.
i) Falotoxinas (Figura 1.3b) con siete compuestos: faloidina, faloina, profaloina,
falisina, falacina, falacidina y falisaroidina. Causan vomito, dolor abdominal
epigastrico, diarrea fétida y en ocasiones sanguinolentas. Puede haber calambres
musculares, sed intensa y signos de deshidratacion (Ruiz-Sanchez et al., 1999).
iii) Virotoxinas (Figura 1.3c) con cuatro compuestos: Viridina, desoxiviroidina, o-
viroidina y viroisina. Las dos ultimas son hepatotdxicas y causan destruccion celular en

el higado y rifidn. Especies responsables: Amanita bisporigera, A. ocreata, A. verna y
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A. phalloides (Kostansek et al., 1977; Kendrick, 2000; Pérez-Silva et al., 2008;
Piqueras-Carrasco, 2014).
B) Grupo V variantes del acido iboténico: muscimol, muscarina, muscazona, 4cido
tricolémico, acidos estizolébico y estizolobinico, las especies responsables son Amanita
muscaria, A. cokeri, A. gemmata y A. pantherina. Afectan directamente al sistema nervioso
central ocasionando efectos de alucinaciones, delirio, éxtasis y suefio progresivo, en

ocasiones es mortal (Kendrick, 2000; Pérez-Silva et al., 2008; Piqueras-Carrasco, 2014).
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Figura 1.3. a) Estructura quimica de falotoxinas; b) Estructura quimica de amatoxinas
(Fuente: Anderl et al., 2012) y c¢) Estructura quimica de virotoxinas (Fuente: Wong y Ng,
2006).

Las toxinas responsables del dafio muestran diferentes modos de accion. Las

amatoxinas son inhibidores especificos de la RNA polimerasa que reducen la sintesis de
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proteinas; mientras que el complejo de falotoxinas acttan sobre la actina, produciendo dafio

en las células hepéticas y musculares que requieren la actividad de estas fibras (Hallen et

al., 2007; Kaya et al., 2012). En este trabajo solo nos enfocaremos a los grupos de toxinas

encontradas en el género Amanita (Cuadrol.2).

Cuadro 1.2. Compuestos toxicos identificados en las diferentes secciones del género
Amanita (tomado de http://enhancedwiki.altervista.org/en.php?title=Amanita_rubescens).

Seccion Especie Compuestos Otros
compuestos
A. albocreata
A. crenulata
A. farinosa
A. frostiana
A. gemmata .
. P Muscarina
. A. multisquamosa Acido iboténico
Amanita . . Muscazona
A. muscaria Muscimol .
. Amavadina
A. pantherina
A. porphyria
A. regalis
A. strobiliformis
A. xanthocephala
A. bls_p_or_lgera Amanitina -alfa, beta, gamma,
A. exitialis .
A. magnivelaris ep5|lon- - -
' Amanulina, Acido amanulinica,
A. ocreata . . . .
_ A verna Amanlnam_lda, An_wanlna _ y Antar_n(_amlda
Phalloidea to Proamanulina, Falacidina, Falacina, | Falolisina
A. virosa N .. - .
.. . Falisacina, Falisina, Faloidina, | Toxopalina
A. virosiformis . . L
Faloina y Profaloina, Alaviroidina,
A. arocheae . o
; Viroisina, Deoxoviroisina,
A. phalloides L A
. ; Viroidina y Deoxoviroidina
A. subjunquilea
A. nauseosa
A. proxima Norleucinaaleni
Lepidella | A. smithiana Oreuc.'ln"’;‘f"?n'ca y
A. sphaerobulbosa propargtigficina
A. thiersii
Validae A. rubescens (A. Rubescenslisina

amerirubescens nom. Prov.)
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1.3.4 Marcadores Moleculares para Toxinas

La diversidad y la historia evolutiva de los hongos letales o tdxicos es poco conocida
debido a limitaciones en los marcadores moleculares disponibles para los analisis
filogenéticos. Cai et al., (2014) utilizaron cinco loci de genes conservados
filogenéticamente (nrLSU, ITS, rpb2, efl-a y B-tubulina) para el estudio de las Amanitas
letales, tomando muestras en el Este y Sur de Asia, Europa, América del Norte y Central,
Africa del Sur y Australia. También realizaron analisis bioquimicos con la intencion de
detectar amatoxinas y faloidinas. Sus resultados sugieren que las especies de Amanita que
se consideran letales, probablemente se originaron en la zona paleotrdpical en Africa hace
unos 64.92 Ma, en el Paleoceno temprano, constituyendo un grupo monofilético,
corroborando la afirmacion de que la toxicidad por amatoxinas y falotoxinas constituye una
sinapomorfia que permite separar claramente a las especies toxicas de las no toxicas. En las
regiones holarticas disjuntas del Este de Asia, Este de América del Norte y Eurasia
(Sanchez-Ramirez et al., 2014), las poblaciones probablemente se establecieron durante el
Oligoceno medio al Mioceno. Los autores reconocen la necesidad de mas estudios
filogenéticos moleculares en los tropicos y en el hemisferio sur, brindando informacion
relevante sobre el uso y eficacia de los marcadores moleculares utilizados para detectar
variacion intra e interespecifica.

Se han realizado algunos estudios en los cuales han encontrado que la mayoria de
estas toxinas se encuentran codificadas por genes especificos, AMA1 codifica a una pro-
proteina de 35 aminoacidos, cuya region activa en la toxicidad se restringe a un dominio
conservado de ocho  aminodcidos  (IWGIGCNP) con  secuencia 5-

ATCTGGGGTATCGGTTGCAACCCG-3"; este gen es identificado gracias al juego de
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iniciadores AMAILF:. 5-CCATCTGGGGTATCGGTTGC-3* y AMAILR: 5-
TTGGGATTGTGAGGTTTAGAGGTC-3". Por otro lado, el gen PHAL codifica para una
pro-proteina de 34 aminoécidos con un domino téxico conservado de siete amino&cidos
(AWLATCP) con secuencia 5'-GCTTGGCTTGTAGATTGCCCA-3’, identificado con el
juego de iniciadores PHALlF: 5-CGTCAACCGTCTCCTC-3* y PHAILR: 5'-
ACGCATGGGCAGTCTAC-3". Estas dos proteinas constituyen las toxinas mas frecuentes
en el grupo, propios de las especies europeas toxicas (Amanita seccion Phalloideae), pero
estan ausentes en especies no toxicas de otras secciones (Walton et al., 2004; Hallen et al.,
2007). Las sintesis de las toxinas han sido relacionadas con la expresion de proteinas Prolil-
oligopeptidasas (POP), necesarias para convertir la pro-proteina en su forma activa, por lo
que la sola presencia de AMAL y PHAL no hacen a una especie toxica. Los genes POP se
han encontrado en especies tdxicas y no toxicas fuera del grupo, tales como Galerina
marginata, Conocybe apala y Pleurotus cystidiosus; conformando una "“familia” de genes
AbPOPA, AbPOPB en Amanita y GmPOPA en Galerina (Luo et al., 2010, 2012). Llama la
atencion que las toxinas son compartamentalizadas en grupos de celulas especializadas que
caracterizan a las especies, por lo que no todas las estructuras resultan toxicas y debe existir
expresion diferencial de los genes asociados a tejidos especificos. Los marcadores
utilizados para la identificacion de los genes de la familia POP son POP1F. 5°-
GAAACGAGAGGCGAAGTCAAGGTG-3 y POP1R: 5-
AAGTGGATGACGATTATGCGG CAG-3; ademas de POP2F: 5-
TCAAATGAAGTAGACGAATGGAC-3y POP2R: 5-
CACACGGATGAGCAATGGATGAG-3" (Luo et al., 2010). Para facilitar Ia
identificacidn de genes asociados a toxicidad, Hallen y colaboradores (2007), desarrollaron

iniciadores degenerados capaces de identificar los genes para las amatoxinas del género:
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AMAF: 5-ATGTCNGAYATYAAYGCNACNCG-3’ y AMAR: 5-
AAGGSYCTCGCCACGAGTGAGGAGWSKRKTGAC-3", mismos que se probaron con
un marcador de expresion positivo (B-tubulina). Actualmente, se cuenta con herramientas
para diagndstico molecular que utilizan secuencias ITS y de tubulina, las que permiten

identificar relaciones entre especies (Parnmen et al., 2016).

1.4 Hipdtesis

No obstante, la amplia capacidad de dispersion de los hongos, dada por la facilidad con que
sus esporas e hifas se asocian a las raices de los hospederos; la distancia geografica entre
las poblaciones europeas, asidticas y norteamericanas del hongo comestible Amanita
rubescens condicionan el intercambio genético, por lo que las taxas mexicanas identificadas
como Amanita rubescens podrian no ser la misma especie descrita en otras latitudes. En
caso de que esta divergencia fuese cierta, la falta de informacion sobre la toxicidad de la
especie mexicana, dada principalmente por amatoxinas y falatoxinas propias de la seccién

Validae; podria condicionar su consumo en diferentes localidades.

1.5 Justificacién

Este trabajo permitird determinar si la especie que se conoce en México realmente
corresponde al complejo Amanita rubescens o se trata de diferentes especies parecidas
morfoldgicamente a la europea. Debido a que en este género hay problematicas de
agrupacion, asi como el surgimiento de especies nuevas y la progresiva busqueda de
resolver los grupos filogenéticos (Tang et al., 2015; Tulloss et al., 2015; Tulloss et al.,
2016). A pesar de su ubicuidad, su riqueza taxonémica y su diversidad ecoldgica, los

estudios biogeograficos y evolutivos globales siguen siendo escasos (Geml et al., 2010;
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Sanchez-Ramirez et al.,, 2015). Ademas, se ha estudiado la introduccion de hongos
ectomicorrizicos asociados a las raices de plantas exdgenas, como algunas especies de este
género; pero aun falta por conocer bien los rangos de distribucion que pueden alcanzar, asi
como la influencia que el ambiente pueda tener sobre la expresion genética de los hongos,
la interaccidn con los arboles hospederos, asi como la dispersion a grandes distancias que
puedan tener debido a la intervencion antropogénica, la cual ha facilitado la propagacion de
hongos patégenos y simbidticos con la importacion de productos forestales y el
establecimiento de plantaciones forestales exdticas (Tedersoo et al., 2007; Wolfe et al.,
2010). Lo anterior es relevante, ya que se ha reportado que cuando una especie nueva de
hongo se establece, tiene efectos sobre la biogeoquimica de los bosques, 1o que ocasiona
cambios considerables en las cantidades de carbono fijados (Hogberg y Hogberg, 2002;
Wolfe et al., 2010). Ademas, las diferencias en la expresion de las toxinas, como por
ejemplo las Amatoxinas; depende de variantes alélicas (B y a-amanitina) distribuidas de
manera diferencial en los ambientes, generando variacion dependiente de la procedencia,
aspectos no evaluados en México ni en el complejo rubescens. Ademas, este tipo de
investigaciones ayudan a delimitar zonas de consumo aceptables y descartar posibles
intoxicaciones ya sea por confusion o por variacion bioquimica. Finalmente, este trabajo
permitird establecer las causas, si es que existen, de toxicidad en la especie.
Adicionalmente, puede ser usada como referencia para otras especies que presenten la

misma problematica.

1.6 Objetivo General

Determinar la variacion morfoldgica, citotoxica y genética del complejo Amanita rubescens

en la zona centro de México; mediante herramientas moleculares, comparaciones
19



morfologicas y bioensayos de citotoxicidad; para contribuir al conocimiento en las
relaciones intraespecificas del complejo, asi como identificar la presencia de toxinas, o

efectos nocivos de los ejemplares mexicanos.

1.7 Objetivos Particulares

e Determinar la variacion morfoldgica intraespecifica del complejo A. rubescens en
México.

e Determinar si la especie identificada dentro del complejo Amanita rubescens que se
encuentra en México es la misma que la reconocida como A. rubescens sensu stricto
en otras regiones del mundo.

e Identificar la presencia de los genes AMAL, PHAL y POP en los hongos.

e Evaluar la capacidad citotoxica de extractos de A. rubescens s.l. para asociarla con
las caracteristicas genéticas y morfoldgicas que permitan una separacion efectiva de

las accesiones toxicas y no toxicas.

1.8 Materiales y Métodos

Se colectaron muestras de esporomas del complejo Amanita rubescens provenientes de
distintas regiones de México. Se contdé con 16 muestras del mercado de Pachuca, 14
muestras provenientes de los bosques de Hidalgo (seis de Omitlan, cuatro de Acaxochitlan,
dos de Mineral del Chico y dos de Huasca) y 63 muestras de la Coleccién de la Universidad
Autonoma de Tlaxcala (UAT) de las cuales ocho muestras son de Chihuahua, ocho de
Chiapas y el resto de Tlaxcala. Se describieron morfolégicamente las muestras de Hidalgo
para hacer las comparaciones taxondmicas y se tomaron datos adicionales como localidad,

coordenadas, tipo de vegetacidn asociada, entre otros. Los materiales recolectados fueron
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depositados en la Coleccién de Hongos del Herbario Nacional de México (MEXU-
UNAM), después de ser analizados.

Se realizaron secuencias ribosomales de las muestras procedentes de Hidalgo
(Omitléan, Acaxochitlan, Mineral del Chico, Huasca y de mercados en San Miguel el
Cerezo); Ciudad de México: Tlalpan (Volcéan pelado, ex-estacion de ferrocarril y Volcan
Ajusco Ladera Norte); Edo. De México: Amanalco (San Juan y Corral de piedra); Coatepec
Harinas (Agua Blanca); Temascaltepec (ElI Varal); Zinacantepec (Raices, Buenavista y
Agua Blanca); Atlautla (Popocatépetl); Jalisco: Tuxpan (Nevado de Colima) y Michoacén:
Morelia (Cerro el Remolino), las muestras se encuentran depositadas en la Coleccion de

Hongos del Herbario Nacional de México (MEXU-UNAM) (Figural.4).

180 360 Kilometros
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1:6.178.673

Figura 1.4. Mapa donde se muestran los sitios de colecta de ejemplares del complejo de A.
rubescens. 1) Hidalgo, 2) Tlaxcala, 3) Ciudad de México, 4) Edo de México, 5) Michoacan
y 6) Jalisco (ArcGIS 10.3, elaboracion: Hernandez-Rico).

1.8.1 Extraccion de DNA, Protocolos de PCR y Secuenciacion

Para la extraccion de DNA de las muestras procedentes del mercado de Pachuca, de los

bosques y ejemplares de la Coleccidn de Tlaxcala se llevo a cabo el siguiente protocolo:
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Protocolo de extraccion orgéanico (fenol-cloroformo): Cuando las muestras de tejido se
prepararon en campo, se tomo una pequefia porcién del pileo (contexto y laminas) y se
coloco en un tubo de 1.5 pl con alcohol al 96° (Se conserva méaximo 4 semanas despues de
la colecta). Cuando el tejido se obtuvo de hongos deshidratados, las muestras se procesaron
dentro de una campana de flujo para evitar la contaminacion de esporas del ambiente y de
las otras muestras, de igual manera se colocaron en tubos de 1.5 pl y se rotularon. Los
tubos se sumergieron en nitrégeno liquido para que se congelaran las muestras. El
macerado se hizo con asas de siembra microbioldgica dentro del tubo y se resupendieron en
800 nul de 2x CTAB para colocarlos posteriormente en bafio maria a 65°C, invirtiendo los
tubos cada 20 min, por 1 hora.

Posteriormente, se afiadieron 600 ul de cloroformo: isoamilico (24:1) mezclando en
vortex por ~30 seg., se centrifugd por 10 min, a 13,000 rpm. Después se tomo el
sobrenadante (~550-800 ul) y se coloco en un tubo nuevo. Se afiadio 0.6 X de volumen frio
de isopropanol (800 ul de sobrenadante y 480 ul de isopropanol) y se mezcl6 suavemente
durante 1 min; después se centrifugaron por 10 min, a 13,000 rpm. Se eliminé todo el
liquido posible con cuidado para no perder la pastilla. Se afiadieron 500 ul de etanol al 70%
y se centrifugd a 6,000 rpm por 5 min, se retird el sobrenadante con cuidado tirando la
mayor cantidad de liquido posible, los tubos se llevaron a una centrifuga de vacio para
secar la pastilla. Por dltimo, el DNA se resuspendi6 en 60 ul dH2O y se guardaron a -50°C.
(Modificado de Gardes y Bruns, 1993; Bruns, 2014).

Una vez realizada la extraccion, se midié la concentracion de DNA de cada muestra,
con un espectrofotometro BioSpectrometer Basic®. El cual calcula los niveles de proteinas,

sales y la pureza del DNA para evaluar la eficiencia de la extraccion (Anexo 1).
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El par de primers (iniciadores) que se utiliz6 para la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) fue: ITS1 e ITS4 (Gardes y Bruns, 1993) para la region ITS1-5.8S-1TS2
(Anexo 2).

Para obtener bandas definidas y realizar la secuenciacion, se realiz6 un PCR y una
electroforesis para observar las bandas (Anexo 3). Las reacciones se realizaron con un
volumen total de 25 pl: 17.32 ul de dH20O (agua estéril), 2.5 ul de Buffer 10x PCR (200
mM Tris—HCI, pH 8.4, KCI 500 mM y MgCl. 50 mM), 2.5 pl de dNTPs (2mM), 1 ul de
MgCl2 (50mM), 0.25 ul de cada primer (50mM), 0.18 pl de Taq polimerasa (Invitrogen™)
y 1 ul del DNA muestra (diluido 1:100). El protocolo para las condiciones del
termociclador PTC-100™ Programmable Thermal Controller, consistié en un ciclo a 94°C
por 1 min; 38 ciclos a 94°C por 1 min; 51°C por 1 min; 72°C por 1 min; un ciclo a 72°C
por 8 min, y 4°C por 5 min.

Una vez obtenidos los productos de PCR, se llevo a cabo la electroforesis en un gel de
agarosa al 1% con 1 ul de RedGel, para observar la calidad de los fragmentos amplificados.
Se coloc6 5 ul de LB buffer y 5 ul de DNA (PCR) en el gel que se corrié a 90 V, por 50
min. Las muestras que se utilizaron corresponden a las de Hidalgo y la coleccion de
Tlaxcala (Anexo 4). Todos los productos de PCR fueron "limpiados” o purificados a través
de un método enzimatico que digiere DNA de cadena sencilla (iniciadores) y dimeros. El
método se conoce como Exo-Sap y consiste en el uso de dos enzimas una exonucleasa y
una fosfatasa. Después se colocaron en el termociclador 2720 Thermal Cycler Applied

Biosystems a 37°C por 45 min y 80°Cpor 15 min (Dentinger et al., 2010).
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2.1 Abstract Wild mushrooms are important to the nutritional health and economic subsistence
of rural populations in Mexico, but inaccurate identification of mushrooms has led to reported
cases of poisoning. The aim of this study is to establish genotoxic profiles of mushrooms of the
putative Amanita rubescens complex and to link those profiles with morphological attributes that
suggest a correct identification of mushrooms, in order to prevent poisoning. Several
combinations of amplification products (AMA, PHA, POP1, and POP2 genes) were identified in
A. rubescens fungi sold in traditional markets; these genes are related to the presence of toxic
polypeptides and its enzymatic regulators. The sequences correspond to a previously reported
toxic gene family (MSDIM). All samples with the complete toxic gene profile presented reddish
to dark-brown sporomes; this is the only attribute that visually distinguishes samples with toxic
potential. Our results suggest that the mushrooms sold in traditional Mexican markets do not
correspond to the A. rubescens complex. We conclude that morphological variability allows for
identification of edible and inedible mushrooms.

Keywords Ethnomycology, Genotoxic profile, Edible mushrooms, a-Amanitin, Phallacidin

2.2 Introduction

Mushrooms are outstanding for their diversity and traditional uses that provide economic,
cultural, and nutritional benefits. As a result, there is abundant traditional knowledge concerning
mushrooms’ nomenclature, ecology, management, use, conservation, and identification (Bandala
et al. 2014; Gry and Anderson 2014; Mariaca-Méndez et al. 2001). Mushroom consumption in
Mexico is regionally variable with preferences for some local species that are found in traditional
markets: Amanita aff. caesarea, A. rubescens, Boletus edulis, Cantharellus cibarius, Lactarius
indigo, Morchella esculenta, Ramaria sp., Russula brevipes, and Ustilago maydis, among others
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(Bandala et al. 1997; Estrada-Martinez et al. 2009; Herrera and Guzman 1961; Mariaca-Méndez
et al. 2001; Montoya et al. 2003, 2014).

Traditional collectors’ criteria for identification of edible mushrooms are based on form,
color, consistency, habitat, developmental stage, and season (Guzman 1999; Hernandez-Rico
2011; Hung et al. 2015; Jiménez-Gonzalez et al. 2013; Montoya et al. 2003; Romero-Bautista
2007). However, there have been reported cases of poisoning associated with misidentification by
inexpert consumers, who possess inaccurate or insufficient knowledge (Hernandez-Rico 2011).
In general, identification criteria to distinguish edible from poisonous species seem to rest not on
detailed recognition of the second set but precise knowledge of the first (Ruan-Soto 2018).

Some authors suggest that edible mushrooms in the Amanita rubescens complex in North
America constitute different taxa than the European species or cryptic (morphologically similar
but genetically distinct) species (Tulloss and Lindgren 1994), which probably have different toxic
profiles. Most of the toxins in Amanita have been studied and described, with a-amanitin (blocks
protein synthesis) and phallacidin (hepato- and nephrotoxic), which are both in the MSDIM toxic
gene family (Anderl et al. 2012), as identified by their effects and general location at the genus
level. However, it is unknown whether the edible amanitas, such as those belonging to the A.
rubescens complex, have genes associated with the expression of a-amanitin and phallacidin but
less toxic allelic variants that make them safe to consume after cooking. In addition, the
activation of toxic genes requires the presence of enzymatic regulators (POP1 and POP2) that
transform the protoxin into its active form (Luo et al. 2010).

Genetic variation, including toxic genes, usually causes phenotypic changes that can be
appreciated at a glance; identifying morphological features that allow the discrimination of toxic
and non-toxic genotypes should help to prevent poisoning (Anderl et al. 2012; Cai et al. 2014;
Feregrino et al. 2013; Hallen et al. 2007; Kendrick 2000; Lima et al. 2012; Luo et al. 2010). The
aim of this research was to identify the presence of genes associated with toxicity in mushrooms
of the A. rubescens complex sold for human consumption and to associate genotoxic profiles
with morphological variation to establish a putative diagnostic attribute that can be used for safe
consumption.

2.3 Materials and Methods

2.3.1 Sampling

Thirty sporocarps (i.e., the fruiting body of the fungi) of A. rubescens specimens were collected
from five regions of Hidalgo, Mexico (Acaxochitlan, Huasca, Mineral del Chico, Pachuca, and
Omitlan), which include places with and without traditional consumption of these mushrooms
(Table 1; Figure 1). The samples were described, and locality, associated vegetation type, and
other data were recorded. The biological material was kept in the mushroom collection of the
Autonomous National University of Mexico (UNAM).
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Table 2.1. Sample sites description and its traditional use of the A. rubescens complex.

Municipality Locality Vegetation  Edible Common name
Acaxochitlan La Montafia Viviente and Las Pine-oak No Crazy fungus
Terrazas
Huasca Cerro del Zembo Oak Sometimes Unnamed
Mineral del Chico Mineral del Chico Cedar No Unnamed
Pachuca San Miguel Cerezo market Pine-oak Yes Chiquita  brisket or
small cake
Omitlan Omitlan Oak Yes Chiquita brisket
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Figure 2.1. Geographic locations of the sampling sites of A. rubescens complex mushrooms.

2.3.2 DNA Extraction

The standardized system of phenol-chloroform extraction, based on a modification of Gardes and
Bruns' (1993) method, was used. Dry samples were processed in a laminar flow hood. A 3 mm?
tissue fragment was put in a 1.5 pl microcentrifuge tube, submerged in liquid nitrogen, and
macerated with a microbiological handgrip inside the tube. The macerate was suspended in 800
ul of CTAB 2x and incubated in a water bath at 65°C for one hour, moving the tubes every 20
minutes. Six hundred ul of chloroform-isoamyl alcohol (24:1) was added, mixed, and centrifuged
at 13,000 rpm for ten minutes. Cold isopropanol (0.6x) was added to the supernatant, mixed
gently for a minute, and centrifuged as above. The pellet was cleaned with 500 pl 70% ethanol,
dried, resuspended in 60 ul of dH-0, and stored at -20°C. The quality and concentration of DNA
was assayed by spectrophometry (Bio Spectrometer Basic®).

47



2.3.3 Amplification

Markers specific to a-amanitin (Walton et al. 2004), phallacidin (Hallen et al. 2007), and two
regulatory genes named POP (Luo et al. 2010) were used. As positive controls of the
amplification, ITS1F, ITS4, and B-tubulin markers were used (White et al. 1990). Total reaction
volume was 15 ul, consisting of 8.84 ul of dH20, 2.5 pl of 10x buffer (200 mM Tris—HCI, pH
8.4, KCI 500 mM), 0.16 ul of dNTPs (2 mM), 0.3 ul of MgClz (50 mM), 1 ul of each primer (50
mM), 0.75 U of Tag polymerase (Promega®), and 1 ul of DNA sample. The amplification
conditions were 94°C for 8 minutes of initial denaturation, 35 cycles at 94°C for 30 seconds,
57°C for 30 seconds, 72°C for 1 minute, and 72°C for final amplification. The product evaluation
was made by electrophoresis on acrylamide gels at 15%, over 50 minutes at 90 V. PCR products
were used for two subsequent rounds of nested PCR with the primers proposed by Hallen et al.
(2007; Supplementary File 1). Final PCR products of the six samples with a complete genotoxic
profile and two probed toxic fungi (Amanita aff. verna and A. aff. virosa) were sequenced
(Macrogen®), aligned (MEGA 7.0.26; Kumar et al. 2015), and compared with the GenBank
database (BLAST-NCBI).

2.3.4 Morphological Analysis

Macro- and micromorphological attributes were described, with continuous (data that can take
any value) and discontinuous (variation that can fall into a number of categories or classes)
morphological data separated (Table 2). The macromorphological data were 1) pileus (cap):
form, color, ornamentation, color of ornamentation, texture (discontinuous data), thickness of the
context, diameter, and number of grooves (continuous data); 2) stipe (stem): form, color,
ornamentation, color of ornamentation, texture (discontinuous data), thickness of the context, and
length and width of the stipe (continuous data); 3) lamella (gills): color, frequency, and edge type
(discontinuous data); and 4) ring: form, color, and position (discontinuous data). The
micromorphological data were: 1) Melzer’s reaction (amyloid or inamyloid); 2) spore size (length
and width); and 3) basidia size (length and width), which are attributes for taxonomic description
of mushrooms according to Largent and Baroni (1988).

Table 2.2. Categorical traits of the groups formed by the simple linkage agglomerative method of
Mexican A. rubescens complex. All genotoxic profiles are included in the group 2.

Group 1 Group 2 Group 3 Group 4
Pileus color Brown Reddish-brown | Brown Brown
Pileus form Convex Convex Convex Depressed
Pileus Fibrillas Verruca Verruca Without
ornamentation ornamentation
Color of the | Reddish-brown | Reddish-brown | Dark brown Without
pileus ornamentation
ornamentation
Color of the | Pink Beige Beige Pink
pileus context
Texture of the | Spongy Fleshy Fleshy Spongy
pileus context
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Stipe color Pink Cream Cream Pink
Stipe form Claviform Cylindrical Claviform Cylindrical
Stipe Fibrillas Fibrillas Fibrillas Fibrillas
ornamentation

Color of the stipe | Pink Reddish* Pink Pink
ornamentation

Color of the stipe | Without color Pink Pink Pink
context

Texture of the | Fibrous Spongy Spongy Fibrous
stipe context

Lamella color Beige Cream Cream Cream

Frequency of the
sheets

Close together

Close together

Close together

Close together

Edge of the | Sawing Sawing Fimbriated Fimbriated
lamella

Ring form Fragile Membranous Membranous Membranous
Ring color Beige Cream Cream Beige

Ring position Subapical Apical Subapical Apical
Spores form Ellipsoids Ellipsoids Ellipsoids Ellipsoids
Spores  staining | Amyloid Amyloid Inamyloid Amyloid
(Melzer's

reaction)

*Exclusive characteristic of Group 2.

2.3.5 Analysis

Continuous morphological attributes were used to group the samples based on Ward’s method of
amalgamation with Euclidean distances. Discontinuous morphological attributes were grouped by
simple linkage with Gower’s distances, specific to the diverse nature of attributes. The genetic
matrix with a specific amplification of genes related to toxicological profile was grouped by
UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) clustering based on Jaccard’s
distances (amplified presence-absence data set; LIoyd 2016). For all generated trees, the standard
number of groups was obtained by the bootstrap method at 10,000 steps. Paired distance matrix
(genetic with Jaccard’s distances, morphological by Euclidean distance for continuous data and
Gower’s distances for discontinuous data) were correlated with a Mantel test to establish a
correspondence between the genetic profile and morphological traits, following transformation of
the data with the formula z = (x - p)/o, where x is the original distance between individual, p is
the average distance, and o is the deviation of the distance. This transformation was used to
orthogonalize the magnitude of the distances.

2.4 Results

Molecular analysis grouped the mushrooms in two clades and one isolated individual from
Pachuca de Soto with ITS1F as the unique amplified gene (Figure 2a). Individuals in the first
group mostly amplified only to the control genes (seven individuals in black ¥), while some
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individuals presented one or two toxic profile genes (three individuals in orange ). The second
group consisted of six individuals from the Pachuca market that amplified to all toxic profile
genes and controls (AMA, PHA, POP1, POP2, ITS 1F, and B-tubulin) (red ), as well as some
individuals with black (¥ four individuals) and orange (} nine individuals) profiles as described
above.

Jaccard’s distance Gower’s distance b

GNHR-3 Pachuca de Soto

Euclidean's distance

Group3

Figure 2.2. A) Molecular grouping using the UPGMA method, B) simple linkage grouping with
Gower’s distance of morphological discontinuous data, C) ward grouping with Euclidian
distances of continuous morphological variables. Red samples (i) showed all molecular amplifies
including genotoxic and positive controls of A. rubescens complex in Hidalgo, orange samples
() showed one to three genotoxic markers, black samples (¥) only showed positive control
amplifies.

A partial fragment of DNA flanked by the nested primers was obtained for a-amanitin (268.9
+ 17.25, rank 236-287 bp) and phallacidin (96.75 = 2.94, rank 96-98 bp, Supplementary File 2)
in the six samples with the complete genotoxic profile from Pachuca de Soto (red group) and
positive controls (A. aff. verna and A. aff. virosa). The first amplified sequence in the red group
of A. rubescens corresponds to A. pallidorosea a-amanitin gene cds (84%, KC778580.1), A.
exitialis a-amanitin gene cds (71%, KF813063.1), and A. fulginea a-amanitin gene cds (71%,
KC778575.1). Positive controls (A. aff. verna and A. aff. virosa respectively) amplified
correspond to the a-amanitin gene from A. pallidorosea (84% and 82% identity, KC778580.1), A.
phaloides (both 79%, KC778577.1), A. fulginea (78% and 79%, KF552088.1), and A. exitabilis
(68% and 79%, KF813063.1).
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The second amplified sequence of the red group corresponds to phallacidin (PHA1) partial
genes from A. biosporigera (identity 86%, EU196141.1), A. virosa (84% FN555144.1), and A.
exitalis (84% KC778564.1). Controls (A. aff. vernaand A. aff. virosa respectively) correspond to
partial phallacidin genes from A. biosporigera (82% and 81%, EU196143.1), A. virosa (80% and
79%, FN555144.1), and A. exitalis (78% and 76%, KF813064.1), all of them poisonous.

The grouping by simple linkage with Gower’s distances showed four groups (Figure 2b). All
individuals with the complete genotoxic profile are included in the second group. The distinctive
feature of the group was the reddish color of the stipe ornamentation. In general, all individuals
with complete or partial genotoxic profile had a darker reddish coloration (Table 2; Figure 3).

e [ %
¥ i |

Figure 2.3. Samples of A. rubescens complex with reddish color detail. A GNHR-1 (AMA, PHA
positive), B GNHR-4 (AMA, PHA positive), C GNHR-9 (complete genotoxic profile), D GNHR-
16 (only POP1 negative), E GNHR-18 (only PHA negative) and F GNHR-29 (no toxic profile).
The reddish color of the sample with the complete profile is highlighted (c), the brown color of
the samples with a partial genotoxic profile (a, b, d, €) and the light color of the negative sample

(f).

The Ward’s grouping showed three morphological groups associated with sporome size
(Figure 2c¢). The smaller mushrooms are grouped in the third group, although they have wide
stretch marks on the pileus; the largest mushrooms are grouped in the second group, and do not
have stretch marks on the pileus. The first group is made up by medium size mushrooms (Table
3). However, none of these morphological groups are related to the genotoxic profile. Finally, the
Mantel test showed no correlation between genetic and morphological distances.

Table 3.3. Description of the groups formed with Euclidean distances obtained from continuous
traits of the A. rubescens complex.

Group 1 Group 2 Group 3
Macromorphology ~ Minimum 48.2 £16.22 78 +24.97 6.94 + 20.2
diameter of the
pileus (mm)
Maximum 81.8+27.2 102.5 + 19.89 80.67 + 23.1

diameter of the
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pileus (mm)
Stretch
(mm)
Context of the
pileus (mm)
Minimum
longitude of the
stipe (mm)
Maximum
longitude of the
stipe (mm)
Minimum  width
of the stipe (mm)
Maximum  width
of the stipe (mm)
Context of the
stipe (mm)

length

0.8+2.04

6+1.79

91.5+39.24

1142 £ 32.3

13.2+3.71

13.8 +10.09

16 + 4.69

0

5.67 +0.52

0

92.5 + 18.06

0

14+2.1

14+2.1

1.06+1.9

6.11+3.4

0

705+42.1

0.72+3.1

13.22+5

13.22 +5

Micromorphology

Minimum
longitude of the
spore (u)
Maximum
longitude of the
spore (L)
Minimum  width
of the spore ()
Maximum  width
of the spore ()
Minimum
longitude of the
basidia (1)
Maximum
longitude of the
basidia (l)
Minimum  width
of the basidia (L)
Maximum  width
of the basidia (L)

7.4+0.92

10.4 +1.07

5.9+0.46

8+0.84

25.7£2.31

35.3+2.55

9+0.49

11.7+0.84

7.33+0.5

9.73+0.25

5.72 +0.44

7.92+0.48

22.57 +1.76

32.87+2.37

7.58 £1.45

10.28 +1.32

74%0.5

1043 +1

5.64+0.5

7.81+0.8

21.22+6

31.16 £ 8.7

7.27+72

10.07 £ 2.7

2.5 Discussion

Our results show that edible fungi from Hidalgo markets are different from the European A.
rubescens complex because they show high variability in the presence or absence of genes
associated with toxicity, which are totally absent in A. rubescens sensu stricto as defined based
on the European taxa. One group from Pachuca was positive for all analyzed genes (AMA, PHA,
POP1, POP2, and the positive controls ITS 1F and B-tubulin) that correspond to the sequenced
toxic genes in other Amanita species of the section Phalloidae. Several samples have different
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combinations of analyzed genes, but these genotypes showed no clear relationship with
morphological variation. However, qualitative morphological analysis showed that the reddish to
dark-brown color of sporomes is a possible attribute associated with a partial or complete
genotoxic profile.

The presence of genes responsible for the expression of toxins in the A. rubescens complex
suggests that they are potentially dangerous; the complex is accordingly assigned to section
Phalloidae, where most species are toxic (Cai et al. 2014). The variability of combinations in
genotoxic profiles could relate to deletions and/or duplications in the copy number of the
sequences AMA and PHA, which give rise to hypervariable regions that code for different
peptides of between seven to ten amino acids (Hallen et al. 2007). However, we cannot assume
that the fungi really are toxic, as it is unknown which genes are expressed and to what extent. To
elucidate toxicity, assays by liquid chromatography mass-spectrometry (Parnmen et al. 2016) for
the detection of expression products are necessary.

The fact that the AMA and PHA genes are absent in non-toxic fungi in section Phalloidae
(Hallen et al. 2007) suggests that the mushrooms consumed in Hidalgo are mistakenly identified
as species within the A. rubescens complex, or that some edible non-toxic mushrooms in section
Phalloideae conserve the potential to express toxicity. In addition, fungi can have other
compounds that result in poisoning in combination with alcoholic beverages or some foods. For
example, Coprinus atramentarius has coprine, which in combination with alcohol causes pain
and sickness (Graeme 2014; Gry and Andersoon 2014; Jo et al. 2014). In particular, A. rubescens
presents a thermolabile toxin called rubescenslysin, which interacts with phospholipids in cell
membranes, generating intracellular hemolysis, cardiotoxicity, and adverse effects in the central
nervous system. The sequence of genes associated with this toxin is not yet known, so no
appropriate molecular markers are available (Odenthal et al. 1982; Seeger and Wachter 1980).

With respect to the categorical traits associated with the presence of AMA, PHA, POP1, and
POP2 genes; the distinctive attribute for recognizing a potentially toxic mushroom is the dark
reddish stipe ornamentation (Table 2; Figure 2b). The other five recorded traits are shared
between groups that present partial genotoxic profiles. However, in general, it could be said that
more intense reddish-brown-colored mushrooms tend to have more genes associated with
toxicity.

On the other hand, morphological variation of the continuous characteristics did not show any
structure that would allow for the identification of toxicity. Traditional sellers group mushroom
according to size for pricing; attributes such as size, width, and weight that are traditional criteria
of the vendors do not appear to be related to toxicity (Burrola-Aguilar et al. 2012; Hernandez-
Rico 2011; Rodriguez-Mufioz et al. 2012).

2.6 Conclusion

Women are the main fungal collectors in the central mountainous region of Hidalgo. In general,
the criteria for choosing edible fungi vary across regions, so some cases of mycetism in
Acaxochitlan and Real del Monte have removed A. rubescens from local diet. Our results suggest
modifying the traditional criteria for the selection of edible fungi, those like A. rubescens, by
considering the color intensity. In addition, the possibility of horizontal transfer of MSDIM genes
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and/or the preservation of toxic potential in the genome of A. rubescens (from Hidalgo, at least),
brings into question the viability of continuing consume this fungus.

In conclusion, these results show that a macromorphological characteristic, color, is
associated with a complete or partial genotoxic profile among edible fungi identified as A.
rubescens. This is not yet a solid guideline for the collection of guaranteed edible mushrooms. In
order to develop more conclusive recommendations for traditional mushroom collectors and
vendors, these results must be replicated using a larger sample size, and the evaluation of toxicity
must considerer traditional collectors’ criteria used to form morphological groups. However,
these results are a significant contribution to developing restrictive criteria (intense reddish-
brown-colored mushrooms) for the avoidance of potentially toxic fungi.
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3.1 ABSTRACT

Anatomical and morphological descriptions of Eurasian fungi have been used to identify
American taxa. However, in most ectomycorrhizal species, molecular tools show a
paraphyletic origin of cosmopolitan species. The aim of this work was to contrast the
phylogenetic origin of Amanita rubescens complex in central Mexico respect accessions
from Europe, America and Asia. 56 sequences of the ITS regions, from America, Asia and
Europe, were used in a phylogenetic Bayesian analysis. Our results suggest a monophyletic
intercontinental origin but with a strong biogeographic component with higher divergences
between American taxa respect European and Asiatic accessions identified as Amanita
rubescens. Two independent Mexican subgroups, close to A. brunneolocularis from
Colombia were identified. Both are strongly influenced by habitat disjunctions and
geographic isolation in central Mexico. However, exist some reports in the same region,
that identified similarities of singular reports with Northamerican accessions. The
American fungi, particularly the Central Mexican taxa, could be considered as an
Independent and cryptic entity within the complex. Based on its morphological and
anatomical variation we propose a new species named Amanita rubosporeaspera

considering the reddish-brown color of the pileus and its rough spores.
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Amanita rubosporeaspera.

3.2 INTRODUCTION

The speciation of several fungi has been associated with high levels of genetic diversity and
posterior differentiation, but with a unique ancestral origin for many geographically
isolated species (Vilgalys and Lin-Sun, 1994). However, wrong assignation is common,
because some taxonomic studies are based on macro and micromorphological data, with
partial descriptions of incomplete individuals (Morales et al., 1999; Davison, 2011).
Currently, the combined use of molecular tools and morphological approaches distinguish
several confused or hidden species in synonyms or incorrect assignments, even in the
description of new taxa (Nguyen et al., 2013).

The genus Amanita is a monophyletic group with a wide distribution. Traditional
taxonomy divides the genus into two subgenera: 1) Amanita Pers., with inamylod
basidiospores and 2) Lepidella Corner and Bas., with amyloid basidiospores (Kim et al.,
2013). Amanita includes edible and poisonous mushrooms with mycorrhizal habit.
Although there are many morphological and molecular studies, the taxonomy of species
complexes remains unresolved (Villanueva et al., 2006; Moreno et al., 2008).

In particular, the Amanita rubescens complex (Tullos, 2016) presents inconsistent
species assignment of geographically isolated species in the same taxa. Another reason of
similarity could be the dispersion strategies of fungi by association with external hosts, that
facilitate the colonization events on distant sites provided that there are optimal
environmental conditions or similar to those of their origin, which allow them to prosper
(Geml et al., 2008; Hughes et al., 2013).

A. rubescens was originally described on Europe and count with reports from Asia,
Africa and North America, from both coasts, and some reports from North of Mexico, and
some distant accessions from southern Mexico on Chiapas and Oaxaca. Given this
distribution, it is possible to find morphological similitude but with different genetic basis
(Pérez and Herrera, 1991; Sanchez et al., 1991; Montoya et al., 2004; Zamora et al., 2013,
Tulloss, 2015).
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Several phylogenetic studies within the genus in the world, have been conducted
with the ITS region of the ribosomal RNA gene (Sanchez, 2011), but in Mexico most of the
jobs have been focused on morphological characteristics (Varela and Cifuentes, 1979;
Herrera et al, 2002; Rodriguez et al., 2010; Pérez et al., 2011; Cordova et al., 2014) or
ethnomycological approaches (Mariaca et al., 2001; Jarvis et al., 2004; Moreno et al., 2004;
Villanueva et al., 2006; Estrada et al., 2009; Lara et al., 2013).

Feregrino et al found considerable genetic variation in the Amanita caesarea
complex in the center of Mexico. However, they identified all the samples as A. rubescens
(Feregrino et al., 2013). Tullos (2015) reported integrated results of molecular, taxonomical
and biogeographic studies and proposed a subspecies in Valideae section. All this variation
on nomenclature, focus on necessity of stronger and robust systematic studies with more
molecular markers that include the major possible variation in the more extensive
geographical distribution (Tullos and Rodriguez, 2011). The aim of this work was to
elucidate the genetic diversity of the Amanita rubescens complex in Mexico and make

preliminary phylogenetic inferences.

3.3 MATERIALS AND METHODS

22 sporomes from Hidalgo and Mexico State were analyzed, all of them morphologically
identified as A. rubescens. We included in the analysis 20 A. rubescens accessions from
Europe, Asia and North America. We considered 14 Amanita external species: A.
brunnescens, A. brunneolocularis, A. flavipes, A. flavoconia, A. flavorubescens, A.
franchetii, A. frutillaria, A. morrisii, A. novinupta, A. orsonii, A. porphyria and A. spissa;

all of them previously considered in the A. rubescens complex (Table 3.1)

60



Table 3.1 List of collections used, with origin and GenBank accession numbers.

Species GenBank
accession no.
Specimen voucher Country ITS
A. rubescens Canada KJ638284
Canada JN020972
USA EU819464
USA JF313654
Brazil KF248918
Italia JF907760
Netherlands KU973872
Poland KM409441
Denmark AJB89922
Denmark AMO087243
Germany EU346872
Russia JF313653
Russia JF313651
Japan AB015682
Korea KU139514
Korea KP004965
Korea AF085484
Korea KU139515
Korea KT779089
Korea KF245919
A. brunnescens Canada KJ638286
A. brunneolocularis | Colombia FJ890032
Colombia FJ890033
A. flavipes Korea KT894854
Japan AB015696
China AY 436455
A. flavoconia Canada KJ638283
USA EU819463
A. flavorubescens USA JF313650
USA GQ166902
A. franchetii USA DQ822790
A. frutillaria China AY 436457
A. morrisii USA KR919762
A. novinupta USA DQ974690
A. orsonii India KX270327
Pakistan KU248132
Pakistan KU248133
A. porphyria Canada EU597069
A. spissa Korea KF245910
Sweden EF493271

3.3.1 Molecular Analysis

DNA extraction was performed from dry fruit bodies with XNAP kit (Sigma Aldrich).
Approximate 2 mm? of hymenium was put on a microtube with 20 ul of extraction solution

and heated to 65°C by 10 min and after to 95°C by 10 min on a thermocycler (Bio-Rad
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T100). 20 pl of dilution solution were added and incubated at room temperature (Garibay-
Orijel et al., 2013). For samples from Hidalgo an organic extraction was carried out. A
small portion of the pileus (context and gills) was taken and placed in 1.5 pl tubes that were
submerged in liquid nitrogen until to frozen, then were macerated with microbiological
seeding handles inside the tube and were suspended in 800 pl of 2x CTAB to place them
later in a water bath at 65 °C, inverting the tubes every 20 minutes for one hour.
Subsequently, 600 ul of chloroform: isoamyl alcohol (24:1) were added by mixing in
vortex for 30 sec and centrifuged for 10 min at 13,000 rpm. The supernatant was then taken
(500 to 800 pl) and placed in a new tube. 0.6 X cold volume of isopropanol (800 pl of
supernatant and 480 ul of isopropanol) was added and mixed gently for 1 min; after they
were centrifuged for 10 min at 13,000 rpm. Dry pellet was cleaned with 500 ul of 70%
ethanol and was centrifuged at 6,000 rpm by 5 min, the tubes were taken to a vacuum
centrifuge to dry pellet. Finally, the DNA was resuspended in 60 pl dH20 and stored at -50
°C (Gardes and Bruns, 1993; Bruns, 2014).

The ITS region was amplified with ITS1F and 1TS4 primers (Gardes and Bruns,
1993). Thermocycler program was 94 °C by 4 min, 34 cycles at 94 °C by 1 min, 51 °C by 1
min, 72 °C by 1 min, with a final extension at 72 °C by 8 min. PCR products were checked
by agarose electrophoresis at 1% on TBE. Good PCR products were cleaned by EXoSAP-IT
(USB-Affimetrix) with 1 pl of sterile water, 1 ul of ExoSAP-IT and 3.5 pl of PCR product.
Sequencing was made with Big Dye Terminator 3.1 chemistry (Applied Biosystems) in an
ABI 3100 genetic analyzer (Applied Biosystems) in both directions with PCR primers in
the Laboratorio de Secuenciacion Gendmica de la Biodiversidad y de la Salud, Instituto de
Biologia-UNAM.

GeneBank sequences identified as Amanita rubescens were obtained and aligned
with MEGAY software (Kumar et al., 2016). We made a phylogenetic bayesian analysis,
based on Gamma variation with a substitution model T92 in four simultaneous Monte
Carlo's chains (MCMC), considering a Metropolis resampling by 50,000,000 generations,
with a depuration of the first 100,000 and an oversampled each 400,000. These analyses
were made in MrBayes 3.0 (Huelsenbeck and Ronquist, 2001) only using over 95% of
posterior probability.
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3.4 RESULTS

Nine monophyletic clusters were formed with A. porphyria, A. brunnescens, and A.
silvicola as external groups, all of them from North America. A. rubescens was a congruent
group formed by accessions from Asia and Europe, but some accessions from Asia, Europe
and North America were assigned to other clusters, suggesting a polyphyletic species
complex with cryptic species and miss assignations. The complex includes A. flavipes, A.
flavoconia, A. franchetii, A. fritillaria, A. excelsa, A. morrissi, A. novinupta, and A. spissa.
Amanita orsonii was a sister group of A. rubescens from Europe, while A. novinupta and A.
flavorubescens formed an external related group in the same clade.

In Latin America, three clades were formed, one from Hidalgo, sister to A.
brunneolocularis from Colombia, and one from Mexico State, related with North America
and Eurasian accessions identified as A. rubescens (Figure 3.1). Hidalgo accessions came
from three sites: Omitlan, Acaxochitlan and Pachuca market, separated by more than 50
km, but some accessions were collected from unknown sites been sold in the market.
Morphological description of these samples showed a reddish-brown color of the pileus and
a unique-specific trait of its basidiospores, a rough surface. Based on these attributes we

propose a new species and a complete morphological description is made below.

63



0.77]

0.64

97069 , Amanita porphyria, Canada
638286 Amanita brunnéscens , Canada

1JSA

manita fritillaria, China
KJ638284 | Amanita rubescens Canada
KF245910, Amanita spissa , South Korea
JF313654 " Amanita rubescens , Sweden
JF313653 , Amanita rubescens , Russia
EF493271, Amanita spissa , Sweden
KR919762, Amanita morrisii, USA
KJ638283 , Amanita flavoconia , Canada
KT894854 , Amanita flavipes , Republlc of Korea
AB015696 , Amanita flavipes , aP
JF907760 ," Amanita rubescens taly
AY436453", Amanita excelsa ermany
EU819463 , Amanita flavoconia , USA
A\é%36455 Amanita flavipes , China

manita rubescens, Republic of Korea
KP004965 Amanita rubescens , Republic of Korea
5682 ubesc

R-1/.3, IVIEXICO:
R-18.2, Mexico: I-
R-14.2 exico: H
R-25", Mexico:
R-20 , Mexico:

??

7
urd
[o0]
-
o
X,
Ay Q-
=]
-
oo a0

=22
®
X
Q
o

exico: g0
Mexico: Hldalgo
Mexico: Hidalgo
, Mexico: Hidalgo

Mexico: Hidalgo
M exico: Hidalgo
Mexico: Hidalgo

Mexico: Hidalgo
H . "Mexico: Hidalao

, Amanita sp. , Lolomoid .

FJ890033 Amanita brunneolocularis . Colombia
FJ890032 . Amanita so. . Colombia

g
ENUE R

=

-
H
H
P
)...
H
}-
H
H
}-.
}-
—
H
H
}-
o

RN
BO. (OO NWONC

-

1N OabOOanLLLLN

N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N
N

Z 0OOOOOOOOOOOOOOOOGOGE
g;u)u/uu VDDV DVDDDD

=

ECMAMTZT, €O: EAO. de Mexico
ECMMX139, Mexico: Edo. de Mexico
068 . Mexico: Edo

lllllll

CcO
UZUY/2, Amanita rupescens , Lanada
EU819464 Amanita rubescens’, USA

KU973872 " Amanita rubescens, Tunisia

EU346872
M409441 |
AJ 89922 ,

Amanita rubescens , Germany
Amanita rubescens , Poland
" Amanita rubescens ,” Denmark
, Amanita rubescens , Russia
. Amanita rubescens , Denmark
manita rubescens , South Korea
, Amanita rubescens , Republic of Korea

manita rubescens , South Korea

(U32/ , Amanita orsonii , India
KU248132 , Amanita orsonii , Pakistan
48133 . Amanita orsonii . Pakistan
] ¢ : , USA I

A
= manita flavorubescens ,” USA
GQ166902 , Amanita flavorubescens , USA

0.04

Figure 3.1 Phylogeny of Amanita rubescens complex based on ITS sequences with a

bayesian model.

Amanita rubosporeaspera Hernandez-Rico, Garibay-Orijel, Romero-Bautista, Gaytan-
Oyarzun & Octavio-Aguilar.
Holotype: MEXICO, HIDALGO: Acaxochitlan, La Montafia Viviente (GNHR-446).

Habitat: Pinus-Quecus forest, elevation 2237 m asl.
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Examined material: May 1 market in Pachuca de Soto, June 28™, 2016, sample GNHR-
429 collected in Omitlan. Miguel Hidalgo market in Pachuca de Soto, June 24™, 2016,
samples GNHR-430, GNHR-431, GNHR-432, GNHR-433, GNHR-434, GNHR-435,
GNHR -437, GNHR-438, GNHR-439, GNHR-441, collected in San Miguel Cerezo,
Pachuca de Soto, Hidalgo (Figure 3. 2a). Assignation numbers are ID of the collection.
Basidiome: medium size. Pileus: 64 mm of diameter in adult stage, flat-convex,
slightly depressed at the centre, viscose to moist surface, dark brown at the center to
reddish-brown around, incurved margin; with velum rest reddish-brown patches, not
striated, context of 5 mm, fleshy, cream to pink. Gills: free, cream colored, serrated edge,
joints; uniform lamelulle at middle of the pileus. Stipe: 104 x 11 mm, cream to pink on
contact, cylindrical to claviform; surface with reddish fibrils, reddish color to the
mistreatment; context cream to reddish at cut; with subglobose bulb and margin. Partial
veil: apical, membranous, pint and striated. Odor: not distinctive (Figure 3. 2a-b).
Pileipellis: Long, lax, and filamentous hyphae of 15-19 um; matrix with gelatinized
hyphae, arrangement type skin. Pileus context: interlaced and elongated hyphae with thin-
walled and inflated at the end, of 5-10 um, between elongated and inflated in a range of
117.5-142.5 x 22.5-27.5 um. Lamella trama: bilateral, wide, interlaced, and partially
gelatinized hyphae with thin wall. Subhymenium: Branched cell intertwined, basidia arise
from inflated cells, without fibulas, with a distance from the centre of 27-38 um and with a
distance from the stratum close to the basidia of 12-15 um. Lamella edge tissue: inflated
subglobose or spherocytes cells of (12) 55 x (20) 62 um. Stipe trama: filamentous hyphae
with thin and thick walls, terminated in acrofisalids ranging 82.5-250 x 15-45 pum. Stipe
context: hyphae arranged longitudinally; filamentous and undifferentiated of 5-10 um to
wide, thin to slightly thickened walls, acropisalides 142.5-250 x 25-42.5 um. Pilei veil:
Formed by subglobose to globose hyphae of 30-70 x 32.5-72.5 pum, with brown walls as a
whole, thin, grouped on the skin. Partial veil: filamentous hyphae 5-7.5 um to wide,
gelatinized, branched, hyaline, terminal cells inflated 22.5-75 x 15-55 pm, thin walls, light
brown. Basidia: 24.7 - 38.7 X 7.9 - 11.1 um, thin wall, sterigmata 1.9 - 3.6 um long, nailed,
4-sterigmas. Basidiospores: (6.6-) 6.9 - 9.0 (-9.4) x (5.8-) 6.2 - 7.4 (-7.6) um, (L= 7.8 -8.7
um, L'=8.2 um, W=6.2 - 7.4 um; W'=6.8 um, Q = 8.1 - 6.7, Q' = 7.4), hyaline, ellipsoid,
amyloid, monogutulate, thin wall, smooth and large during growth when mature the surface
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becomes rough with small bumps and the size is decreased; the roughness is a stable

condition independent of the preparation method (Figure 3. 2 c-g).

Figure 3.2 a-b) Mature basidiome of Amanita rubosporeaspera; c¢) mature (left-down) and
juveniles (right-up) basidiospores in its basidies; d) basidiospores in the basidies with KOH
5%; e) mature basidiospore showing the roughness, f-g) basidiospores with KOH 5%
showing the roughness (scale bars: a-b = 1 cm; c-d = 10 um; e-g = 4 um).

3.5 DISCUSSION

The presence of Amanita rubescens in Mexico was considered by several years, based only
in morphological descriptions (Coetzee et al., 2000; Guzman and Ramirez 2001; Chapela et
al., 2004; Sanchez 2011; Sanchez et al., 2014; Tulloss 2015, 2016). In contrast, some
Amanita species of sections Caesarea, Vaginatae, Validae, Phalloideae and Amidella;
recognized by its disjunction distribution; do not showed monophylectic conditions in
molecular analysis even when they were similar in anatomic and morphological
comparisons, so the global distribution of these species were not recognized (Weiss et al.,
1998; Zhang et al., 2004). Our results support the Mexican divergence, consistent with a
biogeographic isolation in central Mexico, like the propose of Feregrino et al. (2013). In
our study we identified a clear relationship with the Colombian A. brunneolocularis, that

suggest a tropical divergence, possible associated with natural selection processes.
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However, a robust assignment of mixed accessions from Europe, Asia and North
America collections in a single clade identified as A. rubescens, suggest a global
distribution or a polytomial grouping without real relationship. For example, Laccaria
amethystina (Vincenot et al., 2012), A. phalloides (Pringle et al., 2009) and A. muscaria
(Geml et al, 2005, 2008); have a disjunctive and global distribution but mixed with related
species in the same distribution. Such amplitude responds to the broad radiation capacity
due to its spore dispersion by wind and mycorrhizal associations of cosmopolitan hosts
(Kennedy et al., 2011). However, the mixture of some A. rubescens accessions, suggesting
a misidentification and possible cryptic species related with A. flavipes, A. flavoconia, A.
franchetii, A. fritillaria, A. excelsa, A. morrissi, A. novinupta, and A. spissa. More strict
systematic analysis based on several nuclear and mitochondrial sequences is required to
clarify the taxonomic complex and the possible description of new cryptic species.

According to a parsimony analysis proposed by Drehmely et al. (1999), A.
rubescens is a sister group of A. flavoconia and A. flavorubescens and formed an
unresolved clade with A. franchetii. Our results show relation with A. flavorubescens and A.
novinupta as external clades of the new A. rubosporeaspera; A. brunneolocularis, A.
orsonii, A. rubescens, and Amanita sp from Mexico State, increasing the number of
subclades unresolved in the phylogeny, but generating an integrate complex of American

species.
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4.1 Resumen

Los hongos silvestres del género Amanita son ampliamente comercializados en varias
regiones del mundo. Sin embargo, debido a que hay pocas diferencias macroscopicas entre
especies comestibles y toxicas, se han generado confusiones con graves consecuencias. Por
lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar si extractos del complejo A. rubescens
procedente de Pachuca, Hidalgo, ocasionan un efecto citotoxico en células radiculares de
Vicia faba (haba). Los resultados, con extractos crudos y cocidos de A. rubescens que
presentaban un perfil genotoxico completo y/o parcial (presencia de genes para amatoxinas,
falotoxinas y enzimas POP, precursoras de las toxinas), mostraron un efecto positivo para
la inhibicion de la division celular con relacion al control positivo A. aff virosa y A. aff
verna, con un indice mitotico de 4.69 £ 7.23 % células en division. Independientemente de
la forma en que se prepararon las extracciones (cruda o cocida), la reduccién de la division
celular fue conspicua (indice mitético extracto crudo: 5.08 = 4.82 %; indice mitdtico

cocido: 5.3 + 6.12 %). En conclusion, los hongos evaluados son citotdxicos y
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genototoxicos, pues disminuyeron considerablemente la actividad celular y generaron
dafios al genoma (micronucleos).

Palabras clave: Hongos comestibles, Vicia faba, toxinas, Amatoxinas, Amanita virosa.

4.2 Abstract

The wild mushrooms of Amanita’s genus, are widely commercialized in several regions of
the world. However, as toxic and edible mushrooms have several similarities; confusions
are common causing important health consequences. Therefore, the aim of this work was to
evaluate whether extracts of A. rubescens complex from Pachuca, Hidalgo, caused
toxicological damage to the root’s cells of Vicia faba (bean). The results showed damage
caused by the crude and cooked extracts of A. rubescens s.l. that presented a complete or
partial genotoxic profile (presence of genes for amatoxins, phalotoxin and POP enzymes,
precursor of the toxins) inhibiting cell division, which support by the positive controls A.
aff virosa and A. aff verna (mitotic index 4.69 + 7.23 cell by slice). No matter the way in
which the extractions are prepared (crude or cooked), the reduction of the cell division is
conspicuous (mitotic index of crude extracts: 5.08 + 4.82, mitotic index of cooked extracts:
5.3 = 6.12). In conclusion, fungi are if they are geno and citotoxic, because decreased
considerably the cellular activity and generates damage to the genome (micronuclei).

Keywords: Edible mushrooms, Vicia faba, toxins, amanotoxins, Amanita virosa.

4.3 Introduccion

Los hongos silvestres son recursos no maderables de uso libre, ya que pueden utilizarse con
fines alimenticios, econdmicos, ceremoniales, medicinales, como insecticidas, combustible

entre otros. Sin embargo, en cuanto a su uso alimenticio, existen reportes de casos de
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intoxicacion debido a la confusion entre hongos toxicos y comestibles, ya que muchas de
sus caracteristicas macroscopicas son similares (Ruiz et al., 1999; Pérez-Silva y Herrera,
1991; Ruan-Soto y Garcia-Santiago, 2013; Sailatha et al., 2014). Por ello, los métodos para
la discriminacién entre hongos basados en la experiencia (conocimiento empirico), no son
efectivos a menos que sean aplicados por conocedores versados Yy entrenados,
preferentemente procedentes de comunidades indigenas con conocimientos ancestrales en
la materia. Desafortunadamente, la mayoria del conocimiento documentado de
intoxicaciones se refiere a casos en especies abundantes de alto consumo, por ejemplo,
Boletus sp., pero que no de aquellos hongos que solo constituyen una fuente de alimento

local (Mufioz Dominguez, 2007; LApez-Sanchez et al., 2016; Ruiz-Gonzélez et al., 2017).

El consumo e intoxicacion ocasional han generado diversos mitos y/o falsas
premisas. Por ejemplo, se dice que el oscurecimiento de una moneda de plata o un ajo al ser
hervido con cierto tipo de hongos es indicador de toxicidad, lo cual es falso en casos como
Cantharellus cibarius que ennegrece monedas, pero es comestible; o por el contrario
Amanita phalloides que no lo hace y es mortal. Otro mito es que los hongos que coagulan
la leche son venenosos o si estdn mordisqueados por algun mamifero son comestibles

(Arrillaga-Anabitarte y Laskibar-Urkiola, 2006; Ruiz-Gonzélez et al., 2017).

En Meéxico, los trabajos toxicoldgicos del género Amanita se han enfocado a
especies peligrosas para los consumidores como A. virosa, A. verna, A. phalloides, A.
bisporigera y A. muscaria; esta Gltima es la que cuenta con més reportes de micetismos,
diagnosticados por los sintomas después de la ingesta (entre 30 minutos a cuatro horas).
Suelen ser intoxicaciones leves, aunque, cuando superan las 12 o 15 horas, se consideran

graves (Ruan-Soto y Garcia-Santiago, 2013; Piqueras-Carrasco, 2014). Los estudios
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toxicologicos en el género son importantes, pues entre sus metabolitos se encuentran las
amatoxinas y falotoxinas (Wieland, 1986; Bresinsky y Besl, 1990), dos de las sustancias
méas toxicas reportadas en hongos. No obstante, algunas especies del género son
consideradas comestibles; por ejemplo, Amanita rubescens, comercializada en México y
Europa a pesar de que se han reportado intoxicaciones hemoliticas ocasionales cuando es
consumida cruda o poco cocinada (Arrillaga-Anabitarte y Laskibar-Urkiola, 2006; Tulloss
y Rodriguez-Caycedo, 2011; Piqueras-Carrasco, 2014, Montoya et al., 2014). En el Estado
de Hidalgo, del 2007 a 2017 se han registrado un total de 64 reportes de intoxicaciones, por
lo que se sugiere a los pobladores comprar solo con quien tiene conocimiento tradicional de
la recolecta de hongos. Los municipios donde se comercializan son Acaxochitlan,
Huehuetla, Cuautepec de Hinojosa, Tulancingo, Apan, Mineral del Monte, Mineral de la
Reforma y Pachuca (Criterio Hidalgo, 2017). Por otra parte, es importante mencionar que
este hongo es considerado comestible, aun cuando previamente algunos individuos fueron
caracterizados molecularmente con perfiles genotoxicos positivos (Hernandez-Rico et al.,
2019). Estas observaciones justifican la necesidad de evaluar la toxicidad de los hongos

destinados al consumo humano mediante el uso de bioensayos.

Un bioensayo se realiza sobre un tejido vivo, un organismo o0 un grupo de
organismos, expuestos a un agente para determinar el efecto de sustancias fisiolégicamente
activas (Villamarin-Jiménez et al., 2013). Su uso permite determinar la gravedad de los
sintomas y la dosis activa de alguna toxina y/o contaminante bajo condiciones
experimentales especificas y controladas, asi como cuantificar su efecto en la variacion del
biomarcador a evaluar (fisioldgico y/o morfoldgico) (Ronco et al., 2004; Ramirez-Romero

y Mendoza-Cantd, 2008; Sobrero, 2010). En particular, la toxicidad de extractos flngicos
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procedentes de especies comestibles ya ha sido probada con bioensayos por Nieto y
colaboradores (2008), quienes estudiaron toxinas en especies comestibles como Pleurotus
ostreatus (Jacq.) P. Kumm., y P. pulmonarius (Fr.) Quél., ambos inocuos sobre Artemia
salina en concentraciones de < 1.000 pg/ml, aunque Paxillus involutus (Batsch) Fr.,
(considerada comestible), presentd un CLso = 94,4 pg/ml, lo que indica toxicidad en el

mismo animal.

Otros ejemplos son los estudios realizados por Vega-Villasante y colaboradores
(2013) quienes probaron extractos de Psilocybe cubensis, que resultaron toxicos para
nauplios de Artemia franciscana en concentraciones de CL50=135 pg/ml, mientras que en
adultos de la misma especie, la CL50 fue de 172 pug/ml. Ruiz-Gonzélez y colaboradores
(2017), observaron que Amanita virosa (venenosa), Leucopaxillus amarus (no comestible)
y Tylopilus violatinctus (desconocido) produjeron el 100% de mortalidad de quistes de
Artemia franciscana; mientras que el hongo comestible Macrolepiota mastoidea, produjo la
inhibicion en la eclosion de huevos de A. franciscana, aungue no provoc6 mortalidad en

adultos.

En cuanto a otros bioensayos, las células meristeméticas de la raiz de Vicia faba
(haba) son ampliamente usadas para evaluar dafios toxicolGgicos por ser versatiles,
eficientes, de facil manejo, mantenimiento econémico y posee 12 cromosomas con buen
tamafio para distinguirse a 100X. Otra ventaja es que se conoce perfectamente el tiempo
que dura cada etapa de su ciclo celular, que varia entre 30 minutos a 19 horas. Ademas, en
los meristemos apicales de su radicula hay una gran cantidad de células en division
indiferenciadas, lo que facilita estudios toxicoldgicos, por lo que ayuda a obtener una

respuesta adecuada a los macerados de los ejemplares del complejo A. rubescens y observar
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si es que causan dafios a las células (Prieto-Garcia et al., 2006, Sanchez-Zepeda et al.,
2019). Por todo lo anterior, el objetivo del presente trabajo fue evaluar la toxicidad de
extractos crudos y cocidos de Amanita rubescens s.l. sobre células radiculares de Vicia

faba.

4.4 Material y Método

Se utilizaron seis muestras de esporomas identificados como Amanita rubescens s.l., en el
estado de Hidalgo, por ser ejemplares que presentaron un perfil genético asociado a la
produccion de toxinas (perfil genotoxico completo) en un estudio previo (Capitulo 2).
Todas las muestras se adquirieron en el Mercado de Pachuca (Miguel Hidalgo), pero

proceden de la localidad San Miguel Cerezo (Tabla 4.1).

Tabla 4.1. Zona de muestreo y tipo de vegetacion donde se colectaron los ejemplares.

Municipio Localidad Vegetacion | Comestible Nom'bre
comun
Pachuca (mercado) San Miguel Pino-Encino Si Pechugglta
Cerezo 0 pastelito

4.4.1 Germinacion

Las semillas fueron lavadas durante 1 hora en agua corriente, posteriormente fueron
sumergidas en agua durante 24 horas en oscuridad. Posteriormente, las semillas remojadas
se lavaron nuevamente durante 10 minutos. Se colocaron entre dos capas de algodon
humedecido y se mantuvieron en oscuridad hasta que aparecieron las radiculas de 2 a 3 cm

de longitud (Gaytan-Oyarzun, 2006) (Figura 4.1).
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Figura 4.1 Proceso de germinacion de Vicia faba, distribuidas sobre cama de algodén.

4.4.2 Obtencion de Macerados Fungicos

Para la preparacion de los macerados se pesaron los seis ejemplares con el perfil genotoxico
completo, se tomd el de menor peso (0.56 gr) y se obtuvieron las equivalencias para las
demas muestras. Para los macerados cocidos el material se calentd a punto de ebullicion.
Para los extractos crudos, el macerado se sumergié en 0.72 ml de agua a temperatura
ambiente. Ambos extractos se colocaron en microtubos de 1.5 ml de capacidad, donde se

sumergieron los meristemos de haba previamente germinada.

4.4.3 Tratamientos

Los meristemos fueron expuestos durante 12 horas en condiciones de oscuridad a los
macerados con seis réplicas por tratamiento (tres crudos, tres cocidos). Se utilizd6 como
control positivo extractos de A. aff virosa y A. aff verna (seis réplicas por especie, tres

cocidos y tres crudos) por poseer amatoxinas y falotoxinas (Walton, 2018). Como controles
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negativos se utiliz6 agua salina para el tratamiento de meristemos (seis réplicas para cinco
individuos, tres cocidas y tres crudas) y el extracto de un individuo (tres réplicas crudas y
tres cocidas) de A. rubescens que resulté con una amplificacion parcial de los genes

relacionados con genotoxicidad.

4.4.4 Analisis Citoldgico

A todas las raices tratadas se les cortaron 2 mm del meristemo apical; se fijaron en etanol-
acido acético (3:1 v/v) por 15 minutos. Posteriormente se colocaron en etanol al 70%
durante 15 minutos y se maceraron con ayuda de una navaja. A continuacién, el tejido se
hidroliz6 con éacido clorhidrico 5N durante 25 minutos en movimiento continuo. Se decant6
el excedente del acido y el material se lavd tres veces con solucién salina al 5%.
Finalmente, se agregaron unas gotas de acetorceina dejando 15 minutos en oscuridad, se
afiadié acido acético al 45%, se colocd un cubreobjetos y se disgregd el tejido por
compresion (squash) para obtener una monocapa (Modificado de Gaytan-Oyarzun, 2006)

(Figura 4.2).

Las preparaciones citoldgicas se observaron a 40X en microscopio éptico, donde se
realizd el recuento de 500 células por réplica y tratamiento, cuantificando el nimero de
células totales, células en division y etapa de la division en la que se encontraban. El indice
mitotico se determind dividiendo el nimero de células en division entre el nimero de
células totales por cien, lo que se identifica como: IM= CM/CT * 100. Por otra parte,
también se registraron las células interfasicas y la presencia de micronucleos, los cuales se
deben a un dafio genotdxico, asociado al rompimiento de cromosomas y/o a la inactivacion

de centromeros que generan una no migracién a los polos celulares durante la separacion
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anafasica. El indice de dafio inducido se determind por la divisién del nimero de

micronucleos observados entre el nimero de células analizadas.

Figura 4.2. Células en division: a) Profase, b) Metafase, ¢) Anafase y d) Telofase.

Los tratamientos fueron descritos y comparados mediante un Analisis de Funciones
Discriminantes Generalizado (AFDG), considerando una distribucion Gamma (previa
comprobacion del ajuste mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov, p > 0.05), y

mediante una prueba de Mann-Whitney para los elementos pareados.

4.5 Resultados

Los extractos cocidos y crudos de Amanita rubescens con el perfil genotoxico completo
produjeron cambios importantes en la frecuencia de division y sus fases, asi como el mayor
dafio genotoxico (indice de micronucleos = 1.5 + 3.36) con relacion al resto de los
tratamientos. Sin embargo, la muestra de A. rubescens con un perfil parcial de genes de
toxicidad, asi como el control positivo (A. aff verna y A. aff virosa) también inhibieron la
division celular, aunque en menor medida. No se observd efecto del control negativo sobre

la division celular (Tabla 4.2, Figura 4.2).
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Tabla 4.2. Comparacion de las fases mitéticas de Vicia faba entre los tratamientos con
extractos cocidos y crudos. Controles positivos: Amanita aff virosa y A. aff verna. N:
numero de muestras analizadas (considerando las réplicas cocidas y crudas), se resaltan en
color las anomalias en las frecuencias identificadas.

N Profase Anafase Metafase Telofase Micronucleos % D
Amanita rubescens 30| 4x518 0.00° 0.00° 0.00° 033+0.82° | 53+6.12
perfil genotoxico completo
A. aff verna 6 4,75+ 3.67% 0.09 +0.32° 0.5+1.24* | 0.25+0.88° 0.17 +£0.38° 471 +6.93%
A. aff virosa 6 5.26 +2.87% 0.07 £ 0.16° 0.5+1.08* | 0.26 +£0.79° 0.18 +£0.37° 457 +8.17%
A. rubescens . 6 15+336° | 5.08+4.82
perfil genotoxico parcial
Control negativo 30 | 28.07£15.18° | 5.11+4.54° | 6.05+4.21° 8 +4.40° 0.07 +£0.26° | 10.11 +4.80°

%D= Indice mitético, 2 y °: Prueba de Mann-Whitney p < 0.05.

Figura 4.3. Tratamiento de las raices de V. faba. Extractos Cocidos: a) micronucleo (A.
virosa); Extractos Crudos: b) profase (A. virosa) y ¢) negativo donde se observan metafases
y telofases.

El AFDG no mostro diferencias entre el efecto de los extractos crudos y cocidos
(Figura 4.3), por lo que esta variable fue eliminada del modelo de asignacién, conjuntando
los tratamientos tal como se muestra en la Tabla 4.2. Sin embargo, se identificaron
diferencias entre tratamientos, por lo que la variacion se explica por dos factores, el primero
relacionado con la ausencia de divisiones en los controles positivos y en los extractos de A.
rubescens sin genes de toxicidad (Profase: r = -0.86, Anafase: r = -0.96, Metafase: -0.79,
Telofase: -0.64, en todos los casos p < 0.05). El segundo esta relacionado con el indice de

micronucleos (r = 0.48, p = 0.043; Figura 4.4).
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Figura 4.3. a) Comparacion entre los tratamientos cocidos y crudos, no se observan
diferencias, b) Analisis de Funciones Discriminantes Generalizado (AFDG). EV:
eigenvalor, CV: porcentaje de varianza acumulada. Los valores de correlacion muestran
que a la derecha hay menor cantidad de divisiones y hacia arriba una mayor cantidad de
microndcleos.

4.5 Discusion

Los hongos siempre han formado parte de la dieta humana debido a su sabor, contenido de
proteinas, sus efectos medicinales y hasta ceremoniales (Felice, 1992; Cheung, 2010;

Grotto et al., 2015). Sin embargo, resulta alarmante la frecuencia con que se presentan
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micetismos por su consumo (Ruiz et al., 1999, Balendres et al., 2019) lo que pone de
manifiesto la necesidad de mas estudios con respecto a las especies comestibles que se
encuentran en secciones donde hay especies toxicas. Los resultados obtenidos revelaron
que los hongos del complejo A. rubescens, a pesar de considerarse comestibles (Moreno-
Fuentes, 2014; Montoya et al., 2014; Quifiénez-Martinez et al., 2014; Dominguez-Romero
et al., 2015) causan una disminucion significativa en la division celular y un incremento en
la cantidad de micronucleos en células meristematicas de haba, independientemente de si se
cocinan o se prueban crudos. Lo méas preocupante es que tanto los hongos previamente
identificados como portadores de genes potencialmente téxicos (Hernandez-Rico et al.,
2019), como los que presentaban perfil genotdxico parcial causaron efectos negativos, un

tanto menos intensos que los hongos considerados venenosos (Tabla 4.2).

Algunos autores han documentado que las toxinas en este complejo
(rubescenslisina) son termolabiles, por lo que se desnaturalizan al momento de la coccion
(Tulloss y Rodriguez-Caycedo, 2011; Piqueras-Carrasco, 2014). Sin embargo, la presencia
de genes para amatoxinas y falotoxinas en este complejo (Hernandez-Rico et al., 2019), las
cuales son resistentes al calor y los métodos de procesamiento de alimentos como asar,
hervir, freir y cocinar al vapor (Seeger, 1980; Unluoglu y Tayfur 2003; Parnmen et al.,
2016; Tang et al., 2016; Brandenburg, 2017); explican por qué no se pierde toxicidad en
nuestros bioensayos, por lo que se considera a estas Ultimas las sustancia bioactivas

responsables del efecto.

Las especies toxicas mas conocidas del subgénero Lepidella, al que pertenece
Amanita rubescens son: A. phalloides, A. virosa, A. verna, A. smithiana, A. ocreata, A.

nauseosa y A. bisporigera (Tavassoli et al., 2019). Sin embargo, la cantidad de toxinas que
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expresan depende en gran medida de la region donde crece el hongo (Pringle et al., 2009),

lo que sugiere al ambiente como un factor definitorio de la toxicidad.

Cabe sefialar que recientemente se han identificado y descrito toxinas como la
viroidina, un péptido monociclico propio de A. virosa (Tang, et al., 2016), por lo que no se
descarta la existencia de otras sustancias no caracterizadas que resulten responsables de la
actividad detectada en nuestro bioensayo. Otra posible causa de la toxicidad es la
conjugacion citoplasmatica de las hifas de hongos relacionados o mediada por
intermediarios bacterianos (Thoma et al., 2015), en cuyo caso la coexistencia de especies
venenosas del subgénero Lepidella en las regiones de colecta de A. rubescens para
comercio, resultaria en una posible contaminacion cruzada por transferencia horizontal de
las toxinas o sus genes. Finalmente, se ha mostrado que la especie comercializada en
México es distinta a la A. rubescens procedente en Europa y Asia, por lo que este primer
acercamiento permite caracterizar al hongo en cuestién en cuanto a su potencial de
consumo. En conclusion, los hongos comercializados en México no corresponden a la
asignaciéon Amanita rubescens, tienen genes relacionados con toxicidad y producen
alteraciones del ciclo celular ademas de dafio al genoma, por lo que no se recomienda su

consumo.
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CAPITULO 5: DISCUSION GENERAL SOBRE EL ANALISIS DE LA
VARIACION DEL COMPLEJO AMANITA RUBESCENS EN HIDALGO,
MEXICO

Para colectar hongos comestibles se requiere conocimiento sobre la riqueza fangica y su
variacion regional, de alli que cualquier criterio de reconocimiento y diferenciacion entre
especies comestibles y tdxicas se debe basar en la experiencia de uso, la observacion
cuidadosa de su aspecto fisico, la época del afio, asi como la perfecta delimitacion de la
zona susceptible de colecta (Ruan-Soto et al., 2009; Alvarado-Rodriguez, 2010;
Hernandez-Rico y Moreno-Fuentes, 2010). Sin embargo, aun con todo este acervo cultural,
existen varios mitos que generan confusiones peligrosas en personas menos
experimentadas; por ejemplo, el ennegrecimiento de los ajos o de algin objeto de plata al
cocerlo con hongos venenosos, los cambios de color de alguna parte del esporoma al ser
maltratado o cortado, sefias de mordidas por algunos roedores como ardillas o conejos, etc.
(Montoya et al., 2007; Alvarado-Rodriguez, 2010) y muchos otros mas que podrian no
estar documentados. A diferencia de las personas crédulas de los mitos, las verdaderas
hongueras, quienes en Hidalgo se autodenominan "Nanacateras™; se guian por los colores y
formas externas para comparar los hongos comestibles contra los que conocen como
toxicos, por lo que s6lo aprecian las caracteristicas del hongo fresco, directamente en la
region de donde proceden (Guzman, 1999; Hernandez-Rico, 2011; Jiménez-Gonzélez et al.,
2013; Hunn et al., 2015). Esto evita cualquier micetismo y permite un consumo seguro, en

la mayoria de los casos.

Desafortunadamente, existen elementos ambientales que podrian modificar la
sanidad en el consumo adn con todas las precauciones mencionadas. Sobre todo, porque la

eleccion depende de experiencias previas (incluyendo el ocasional fallo fatal),
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documentacion general basada en especies abundantes que excluyen experiencias locales;
confusiones taxondémicas y miedos arraigados sobre posibles intoxicaciones por parte de los

consumidores (Ruiz-Gonzaélez et al., 2017).

Esta situacion pone de manifiesto la importancia de la identificacion morfoldgica,
basada en conocimiento tradicional, uso reiterado y regionalizacion, para separar aquellas
especies de Amanita no comestibles y toxicas. EI gran problema radica en que existen
muchas similitudes morfoldgicas en especies aisladas geograficamente, tanto que incluso se
encuentran en continentes distintos, aunado a que los datos moleculares sefialan que son
hongos completamente distintos, de alli que la identificacion de caracteres no basta como

factor de separacion entre lo que se puede comer o aquello que resulta peligroso.

Desde el punto de vista morfologico, se puede considerar que la clasificacion del
género Amanita inicid en el siglo XVII y principios del XVIII. Persoon fue quien en 1797
nombro asi a las especies con velo universal o volva, pero fue Hooker en 1821 el primero
en describir al género Amanita (Pérez-Silva y Herrera-Suéarez, 1991). Después de ellos,
otros micologos contribuyeron en la sistemética y taxonomia del grupo dividiéndolo en
pequefios géneros, basandose principalmente en caracteres macroscopicos como la
presencia o ausencia de un bulbo o anillo, forma de la volva, forma de las ld&minas y
estriacion en el pileo (Weil? et al., 1998). Las secciones Amanita y Lepidella han tenido un
tratamiento monogréafico en los ultimos 35 afios. Lamentablemente, el centro de México y
Sudamérica deben ser estudiadas detenidamente ya que es posible que se registren hongos
similares a los que se encuentran en Europa, EE.UU. y en Asia; sin ser necesariamente las

mismas especies, ya que no se ha explorado tan a fondo como las otras regiones; las
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colecciones de estas zonas no han sido revisadas por expertos y los taxones probablemente

estan subestimados (Tulloss, 2005; Tulloss, 2016, Tulloss et al., 2016).

En los ultimos afos, estudios morfologicos y moleculares (Wolfe et al., 2012;
Hughes et al., 2013), han indicado que varios taxones originalmente descritos en el rango
de forma o variedad deben ser reconocidos como especies. Sanchez-Ramirez y
colaboradores (2014), refieren que la distribucion geogréafica de la mayoria de las especies
de hongos aun es poco conocida; en consecuencia, sus origenes y distribuciones historicas
siguen estando poco estudiadas, ademas, los altos niveles de diversidad criptica, escasos
registros fosiles y regiones submuestreadas, pueden explicar algunas de estas deficiencias.
Por ejemplo, los hongos ectomicorrizogenos comestibles, Amanita caesarea y sus especies
afines (Seccion Caesareae), tienen un origen en el Paleoceno y el Eoceno a escala global,
con una amplia dispersién en el Mioceno tardio y Plioceno, hacia areas templadas en
Europa Mediterranea, Este de Australia y América del Norte y Central. Esta dispersion
obedecio a los efectos del cambio climatico del Plioceno, lo que generd una gran diversidad
genética de reciente divergencia y por lo tanto con poca afinidad a la segregacion

biogeogréafica (Sanchez-Ramirez et al.,2015).

No obstante, la situacion actual de la taxonomia y sistematica de los hongos ha ido
progresando con el tiempo, pero aun requiere cambios en la nomenclatura de las especies.
Historicamente, su clasificacion se basa en caracteristicas morfoldgicas macroscopicas y
microscépicas, aunque en general la gran mayoria han surgido polifiléticamente (Katoch y
Kapoor, 2014). Para poder conjuntar y complementar el conocimiento, se requieren nuevos
recursos para explotar al maximo los datos que fluyen de los estudios de ecologia molecular

de hongos, utilizando tecnologias de secuenciacion, contrastes entre atributos de diferente
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naturaleza y eliminacion de informacion obsoleta o falsable. Ademads, es necesario
clasificar un gran nimero de taxones no descritos y vincularlos con caracteristicas
fenotipicas, ecoldgicas y funcionales (Hibbett et al., 2016), tal como se realiz6 en este

trabajo.

Paraddjicamente, el uso de las nuevas herramientas para determinar a las especies
mediante la identificacion automatica de secuencias puede reemplazar la experiencia
taxondmica introduciendo nuevas fuentes de error. Por ejemplo, las bases de datos publicas
como GenBank pueden contener errores de denominacién y secuencias atribuidas
incorrectamente. Por este motivo, se mantienen bases de datos de secuencias evaluadas y de
calidad comprobada para algunos grupos de hongos donde la identificacion confiable es

critica para una comunidad cientifica (Watkinson, 2016).

Con tal nivel de complejidad y huecos en la informacidon, no es de extrafiar que, a
nivel mundial, mas del 90% de micetismos fatales se deba al consumo de hongos del
género Amanita. Esta toxicidad se debe en principio a un par de sustancias ya identificadas
denominadas amatoxinas (AMA) y falotoxinas (PHA), consideradas como una "familia"
monofilética de proteinas codificadas por genes MSDIN (Cai et al., 2014). Sin embargo, las
proteinas generadas son inactivas, por lo que requieren modificaciones posteriores
mediadas por eximas polifiléticas con actividad prolil-oligopeptidasas (POP), para iniciar la
accion tdxica que consiste en la inhibicion de la ARN polimerasa (Zhang et al., 2005;
Walton et al., 2010); por lo tanto, la sola presencia de los genes AMA y PHA no hacen a
una especie toxica. Los genes POP se han encontrado en especies tdxicas y no toxicas fuera
del grupo, tales como Galerina marginata, Conocybe apala y Pleurotus cystidiosus (Luo et

al., 2010, 2012). A la fecha, las evidencias indicaban que la conjuncion de los tres genes
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(AMA, PHA y POP) no se presentaba en especies comestibles (Luo et al., 2014). No
obstante, los resultados mostrados en esta tesis manifiestan francas contradicciones, pues
mientras algunos autores indican que no existe la presencia de las toxinas en el hongo
Amanita rubescens sensu stricto procedente Europa y Asia (Hallen et al., 2007), otras
investigaciones reportaron la presencia de bajas cantidades de amatoxinas y falotoxinas en
el complejo americano (Faulstich y Cochet-Meilhac 1976; Mullersman y Preston 1982;
Vargas et al., 2011). Lo que podria ser un indicador de que se trata de especies distintas v,
sobre todo, que en América es factible encontrar hongos conformando un complejo A.
rubescens toxicos. Al respecto, los resultados del capitulo dos corroboran la presencia de
los genes con potencial toxico en varios individuos, mientras que el capitulo tres muestra
sin lugar a duda que los hongos mexicanos son una especie distinta. Ademas, el capitulo
cuatro muestra efectos toxicos del clado mexicano sobre un bioensayo particular, aunque
no se determind si las sustancias responsables son falatoxinas, amatoxinas,
rubescenslisinas, una combinacion o alguna otra toxina propia de esta region. Otro
resultado interesante es la diversidad de perfiles genotoxicos en el grupo, lo que podria ser
resultado de cierta plasticidad del genoma o la transferencia horizontal de los genes
NSDIM desde otras especies del subgrupo Lepidella, como Amanita muscaria; una de las
especies mas estudiadas en cuanto al micetismo y que coexiste en la misma region donde se
realizé el estudio. Por lo tanto, se puede afirmar que los hongos consumidos en México no
corresponden a la especie A. rubescens sensu stricto, ademas que tienen perfiles

genotoxicos, parciales y completos, con actividad citotdxica.

Al respecto, las toxinas en el clado europeo, el aislamiento geografico respecto a las

americanas y la imposibilidad de flujo génico; son causas evolutivas que sustentan la
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afirmacion de que el complejo americano no pertenece al mismo grupo comestible, por lo
que su toxicidad es variable y desconocida. Ademas, el hecho de que en algunas regiones se
consumen y en otros lados la consideran toxica (Mariaca-Mendez et al., 2001; Estrada-
Martinez et al., 2009; Hernandez-Rico y Moreno-Fuentes, 2010; Montoya et al., 2014)
sugiere variacion en la expresiéon o presencia de los genes mencionados, o en su defecto
creencias de uso basadas en el temor a sufrir una intoxicacion, lo cual tampoco suena
descabellado considerando el conocimiento tradicional basado en la experiencia de las
hoongueras que coincidiria con nuestros resultados. Ante esta aparente contradiccion, es
necesario generar informacién confiable sobre su ingesta y contribuir al conocimiento de
los hongos silvestres comestibles para un consumo seguro (Feregrino-Feregrino et al.,

2013; Sanchez-Ramirez et al., 2014).

Los estudios en México sobre toxinas, no se han explorado lo suficiente porque solo
se enfocan a las especies consideradas peligrosas como: A. virosa, A. verna, A. phalloides,
A. bisporigera y A. muscaria; en este ambito, el realizar estudios en aquellas que se
encuentran en secciones donde se conoce que hay especies tanto toxicas mortales como
comestibles, es de suma importancia porque forman parte de una cosmovision importante
para los diferentes grupos que hacen uso de este recurso, que si bien solo lo encuentran en
temporada de lluvias forma parte de su dieta y su manutencion en algunos casos (Arrillaga-
Anabitarte y Laskibar-Urkiola, 2006; Ruan-Soto y Garcia-Santiago, 2013; Ruiz-Gonzalez
et al., 2017). Por lo anterior, se deben realizar bioensayos que permitan determinar los
efectos por alguna toxina y/o contaminante sobre un organismo bajo condiciones
experimentales especificas, controladas y cuantificar los efectos tales como muerte,

crecimiento, multiplicacién, cambios morfoldgicos, fisiologicos o histoldgicos (Ronco et
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al., 2004; Ramirez-Romero y Mendoza-Cantl, 2008; Sobrero, 2010), sin la necesidad de

los registros histéricos de micetismos o el riesgo que conlleva el consumo no regulado.

Ademas, se debe considerar que la presencia de los genes no garantiza su expresion,
por lo que los resultados del capitulo 2 son complementados por el capitulo 4. Por ejemplo,
Walton y colaboradores (2010), encontraron que Conocybe apala, presenta células
especializadas considerados sitios de biosintesis y/o de almacenamiento en donde se
producen falotoxinas. En el caso de Russula bella y Strobilurus ohshimae, Nakamori y
Suzuki (2007), sugieren que los cistidios contienen metabolitos toxicos para proteger a las
basidioesporas de los colémbolos, ya que evitan depredacion, siendo un factor ambiental
(depredacion) el desencadenante de la toxicidad. Ademas, Luo y colaboradores (2010),
realizaron un estudio para observar los sitios de mayor concentracion de toxinas, por lo que
analizaron las partes de contexto del basidioma (pileo y estipite), ldminas, trama y velo
universal. Ellos mostraron que habia bajas concentraciones en todas las estructuras
analizadas, por lo que aparentemente no existe un efecto intrinseco, siendo mas importante
el ambiente y la procedencia como factores que influyen en la expresién de los genes

téxicos.

Otros ejemplos son los estudios realizados por Vega-Villasante y colaboradores
(2013) usando cuerpos fructiferos de Psilocybe cubensis, los cuales mostraron toxicidad
para nauplios de Artemia franciscana en concentraciones de CL50=135 pg/ml, mientras
que en adultos de CL50=172 pg/ml. Ruiz-Gonzéalez y colaboradores (2017), observaron
gue Amanita virosa (venenosa), Leucopaxillus amarus (no comestible) y Tylopilus
violatinctus (desconocido) produjeron el 100% de mortalidad de quistes de Artemia

franciscana; el hongo comestible Macrolepiota mastoidea, produjo la inhibicion en la
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eclosion de huevos de A. franciscana pero no provoco mortalidad. Por todo lo anterior, la
utilizacion de pruebas toxicologicas ayuda a evaluar si existen variaciones intraespecificas
en la toxicidad de las especies, dado que muestran variacion en cuanto a la concentracion y
procedencia que resultan toxicas para el organismo de prueba, resaltando ademas la
importancia de los bioensayos para la evaluacion independiente del perfil toxicoldgico

respecto a la variacion morfologica y/o genética.

Por otro lado, la presencia de otros hongos toxicos del mismo género que fructifican
en el mismo periodo podrian ser fuentes horizontales de transmision de la toxicidad (Gluck-
Thaler y Slot, 2015), lo que explicaria variacion estacional en los casos de micetismo,
aunque esto ultimo deberd ser comprobado con secuenciacion tanto de la especie
"comestible” como de las especies toxicas simpatricas. Al respecto, Reynolds y
colaboradores (2018), realizaron un estudio en donde sugieren que la seleccion ambiental
puede favorecer la transferencia horizontal de genes utilizando tres especies que producen
Psilocybina (Psilocybe cyanescens, Gymnopilus dilepis y Panaeolus cyanescens), que son
de diferentes linajes. Lo anterior, sugiere que la sintesis de psilocibina puede proporcionar
una ventaja al crecer en el estiércol y en los nichos fungicos de pudricién de madera, que
pueden servir como reservorios de metabolitos que alteran el comportamiento de

invertebrados micofagos y maderofagos.

En lo que respecta a aspectos ecoldgicos, compete a las interacciones simbioticas
mutualistas mediante la formacién de ectomicorrizas en las raices de plantas vasculares
dentro de ecosistemas de bosques templados y boreales, la causa de variacion en la
toxicidad (Dahlberg, 2001; Taylor y Alexander, 2005; Smith y Read, 2008). Se sabe que

Amanita phalloides cambia la expresion de su toxicidad respecto a la zona donde se
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establece su hospedero (Pinus strobus), por lo que en algunas regiones puede ser letal,
situacion que se puede considerar pléstica no adaptativa (Pringle et al., 2009).

Con todo lo mostrado se puede afirmar que los hongos poseen una biologia
contrastante respecto a aquella que muestran plantas y animales; contrastes que se
manifiestan en aspectos ecologicos, fisioldgicos y moleculares (Moreno-Fuentes, 2014). Es
por ello, que los estudios integradores como el presente, proporcionan informacién
completa y complementaria, lo que constituye un estandar en la identificacion, descripcion
y evaluacion de hongos comestibles. De esta forma, es posible encontrar relaciones entre
especies, incrementar el entendimiento de la historia evolutiva del grupo, ayudar a
identificar su distribucion, procesos de colonizacién y extincion, asi como mejorar la vision
del uso y manejo de los hongos comestibles. Por lo tanto, es importante reconocer que la
taxonomia basada en caracteres morfoldgicos, la reconstruccion filogenética basada en
secuencias de &cidos nucléicos, la identificacion de asociaciones ecologicas bidticas y
abioticas, asi como la caracterizacion bioguimica y toxicologica; pueden beneficiarse de
manera reciproca (Steele y Pires, 2011).

Ya sea que existan modificaciones metabodlicas en la expresion de los hongos
mediados por el hospedero, que exista transferencia horizontal de toxicidad desde hongos
emparentados, que el ambiente pueda activar o inactivar la expresion de toxinas o que
simplemente se trate de especies aun no identificadas y confundidas por su similitud
morfoldgica; la busqueda de otros factores que influyan en la composicion quimica de los

hongos se debe considerar dentro de los estudios futuros.

Finalmente, se desconoce si las amanitas comestibles presentan los genes asociados

a la expresion de la toxicidad, variantes alélicas poco toxicas o la existencia de rasgos
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morfol6gicos que permitan la discriminacion de genotipos tdxicos y no toxicos (Lou et al.,

2010; Lima et al., 2012; Feregrino-Feregrino et al., 2013; Cai et al., 2014). Por lo tanto,

contar con caracteristicas asociadas con toxicidad es un avance en la prevencion de

intoxicaciones. El identificar y proponer esas diferencias implica la creacion de una clave

para las especies mexicanas, por lo que el resultado del agrupamiento mostrado en el

capitulo dos, abre una puerta al consumo cuidadoso de la especie recién descrita como

Amanita rubosporeaspera. No obstante, varios hongos con ausencia del perfil genotoxico,

que podrian considerarse inocuos por su color; resultaron toxicos en los bioensayos; asi que

no es tan simple como decir que los hongos mas claros y cremosos se pueden comer.

5.1 Conclusiones

La evaluacion morfoldgica, genética y toxicologica del complejo Amanita
rubescens, mostré que la especie consumida en México es distinta a la descrita en
Europa y Asia, ademas de ser potencialmente toxica.

La evaluacién morfoldgica del complejo Amanita rubescens en México, permitio
identificar un atributo (coloracion rojiza del cuerpo fructifero) relacionado con el
potencial toxico del hongo.

El anélisis de las secuencias en la region intergénica simple (ITS), indican que la
especie consumida en Mexico se trata de un taxon independiente de Amanita
rubescens sensu stricto, con esporas ligeramente rugosas lo que constituye un
caracter diagnastico. Por lo anterior, el clado mexicano se describe como una nueva
especie denominada Amanita rubosporeaspera, en referencia al color rojizo del

cuerpo fructifero (rubo), ya mencionado como elemento asociado con el perfil
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genotdxico completo; asi como a la rugosidad caracteristica de la espora (spore-
aspera).

e EIl andlisis de las secuencias especificas para los genes AMA, PHA y POP,
mostraron diferentes combinaciones en los hongos destinados al consumo, por lo
que el perfil genotoxico es variable, parcial y complementario, confirmando el
potencial toxico de la especie descrita. La variacion mencionada es indicador de
algin proceso de transicion, ya sea filogenético o mediado por transferencia
horizontal de genes que aun no ha sido descrito en su totalidad. Por ello, la
presencia de otras especies consideradas toxicas en los sitios de colecta, debe ser un
elemento ambiental de exclusién para el consumo.

e Todas las accesiones destinadas a consumo, independientemente del perfil
genotoxico (completo o parcial), tienen un efecto inhibitorio sobre el ciclo celular
de radiculas de haba, por lo que no es posible separar de manera efectiva las
accesiones toxicas y no toxicas. Cabe aclarar que la ausencia los genes AMA, PHA 'y
POP sugieren que la actividad citotoxica podria estar mediada por otras toxinas no

descritas aun.
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ANEXOS

Anexo 1. Valores de la Cuantificacion.

Tabla Al.1. Evaluacion de pureza y concentracion de la
complejo Amanita rubescens.

extraccion de DNA para el

No. de
Muestra

1Ar

2 Ar

3 Ar

4 Ar

5 Ar

6 Ar

7 Ar

8 Ar
9.1 Ar
9.2 Ar
9.3 Ar
10.1 Ar
10.2 Ar
11 Ar
12 Ar
13 Ar
14.1 Ar
14.2 Ar
15.1 Ar
15.2 Ar
16 Ar
17.1 Ar
17.2 Ar
17.3 Ar
18.1 Ar
18.2 Ar
19 Ar
20 Ar
21 Ar
22 Ar
23 Ar
24 Ar
25 Ar
26 Ar
27 Ar
28 Ar
29 Ar
30 Ar
31 TAr
32 TAr
33 TAr

Ng/ul

A260/A280=cantidad de proteinas presentes; A260/A230= cantidad de sales u otros residuos; TAr =

Tlaxcala

25
71
12
4¢
78
Al
21
1¢
62
1¢
3(
8t
1€
2(
72
1t
21
1t
21
2¢
2(
1€
4t
5¢
9
8¢
75
37
3¢
3¢
51
1t
2¢
3(
4¢
2€
6¢
2t
3¢
2¢€
22

A260/A280

2.44
2.22
2.12
2.00
2.26
2.33
2.33
2.38
2.35
2.38
2.24
2.49
2.39
2.35
1.89
2.15
2.23
2.39
2.33
221
2.34
2.36
2.34
2.60
2.53
2.56
2.23
2.26
2.18
2.28
2.20
2.12
231
3.04
2.17
2.29
2.57
2.14
1.98
2.13
2.26

A260/A230

3.68
1.70
0.31
1.08
1.76
2.23
211
2.10
1.49
2.09
1.98
1.44
2.20
2.08
1.23
1.65
1.79
1.39
2.08
1.38
1.88
1.67
2.26
1.53
1.84
2.22
2.15
2.23
1.99
2.00
2.15
1.41
2.02
221
1.81
231
2.28
1.68
2.15
2.22
2.20

No. de
Muestra

34TAr
35TAr
36TAr
37TAr
38 TAr
39TAr
40 TAr
41 TAr
42 TAr
43 TAr
44 TAr
45 TAr
46 TAr
47 TAr
48 TAr
49 TAr
50 TAr
51 TAr
52 TAr
53 TAr
54 TAr
55 TAr
56 TAr
57 TAr
58 TAr
59 TAr
60 TAr
61 TAr
62 TAr
63 TAr
64 TAr
65 TAr
66 TAr
67 TAr
68 TAr
69 TAr
70 TAr
71 TAr
72 TAr
73 TAr
74 TAr

Ng/ul
121.9
698.9
525.3
49.9
639.1
57.9
61.0
76.9
63.4
120.8
1002.8
567.5
255.6
3284
150.4
42.8
62.6
64.0
564.0
197.2
413.9
304
121.0
364.0
184.9
189.3
113.1
42.9
751.2
64.3
168.3
163.7
308.5
95.3
891.0
627.9
139.5
405.2
1201.5
397.4
47.7

A260/A280

L
2.
2.
1.

NIESIISIES IS

1

A260/A230

213
2.23
2.15
1.92
2.15
1.39
1.79
1.99
2.14
2.10
2.16
2.24
2.16
2.17
2.19
2.28
225l
1.85
2.23
1.89
2.19
2.09
1.81
2.05
2.22
2.04
2.32
2.02
2.26
1.72
1.97
2.13
2.08
2.14
2.05
2.19
2.10
2.08
2.16
2.17
1.79

Coleccién de

110



Anexo 1. Continuacion.

No. de Muestra Ng/ul A260/A2 AZ60/A2

80 30
75 TAr 239.4 1.85 1.89
76 TAr 1285.4 2.39 2.19
77 TAr 202.5 2.09 221
78 TArch 168.7 2.21 1.92
79 TArch 89.1 1.95 2.23
80 TArch 57.9 1.61 1.86
81 TArch 321.8 2.23 2.06
82 TArch 83.7 151 2.01
83 TArch 663.8 2.55 2.27
84 TArch 583.6 2.09 2.27
85 TArch 669.7 2.27 2.19
86 TArcp 118.4 2.25 2.28
87 TArcp 156.1 2.52 2.26
88 TArcp 709.5 2.38 221
89 TArcp 896.3 2.25 2.16
90 TArcp 548.4 2.44 2.24
91 TArcp 397.9 2.44 2.24
92 TArcp 257.0 2.35 2.20
93 TArcp 487.0 2.51 2.27

TArch = Coleccion de Tlaxcala procedente de Chihuahua; TArcp = Coleccion de Tlaxcala procedente de Chiapas.
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Anexo 2. Imagen de la Region ITS en Hongos.

ITS primers

ITS1F
ITSS
ms1
SSURNA ther seeh LSURNA

: — — !'

ETY)
5.85
/ iT52 \ 1o
200 b 285
— TS pij, ITS-2

Figura A2.1. Se muestra la region ITS utilizada para definir las especies. Tomado de:
http://sites.biology.duke.edu/fungi/mycolab/primers.htm
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Anexo 3. Protocolo de Amplificacién

Tabla A3.1. Volumen y composicion de la mezcla de reaccion para el PCR usado.
Programa de amplificacion para el PCR.

Volumen para preparar X muestras: 27

25 pl total PCR
Reactivos Volumen volumen total 1.94° i
1x (ul) . por 1 min
dH.0 17.25 465.75 2. 94 ° por 1 min
10x Buffer 25 67.5 3. 51 ° por 1 min
dNTPs [2mM] 2.5 67.5 4.72°porl min
MgC|2 [50mM] 1.0 27 5. 35 ciclos
ITSIF[50mM] 0.25 6.75 6. 72 ° por 8 min
ITS4[50mM] 0.25 6.75 7.4° por 5 min
Taq 0.25 6.75 '
DNA (1 pl)
Total 648/27= 24
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Figura A3.1 Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR de ITS1F e
ITS4; 47 min., a 90V. Pozo 1-10 son diluciones 1:100; Pozo 11-20 son diluciones 1:1000;
los controles positivos: Pozo 21 (1:10); pozo 22 (1:100); pozo 23 (1:1000) no amplifico;
pozo 24 (1:1) y pozo 25 es el negativo. Las muestras de los pozos 1-10 se mandaron a
secuenciar, excepto la muestra 3, por la presencia de doble-banda, como se puede observar
las bandas con dilucion 1:1000 no tiene buena calidad, por lo que no se usaron.
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Figura A.3.2. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR de ITS1F e
ITS4; 50 min., a 90V. Pozos 1-24, 26-29 son diluciones 1:100 muestras Hidalgo; pozo 25
positivo; pozos 30-49 son diluciones 1:100 de muestras de Coleccion de Tlaxcala; pozo 50
es negativo. Las muestras mostraron buena calidad de bandas, excepto la muestra 26, todas
las demas se mandaron secuenciar.
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