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potentially cultivable non-wood forest resource
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RESUMEN

Agaricus subrufescens es un hongo comestible con propiedades medicinales que se cultiva con fines comerciales en varios paises. De manera natural, este
hongo tiene una amplia distribucién en casi todo el mundo. Particularmente para México, esta especie no habia sido descrita, por lo que en este estudio
se presenta por primera vez su caracterizacién morfolégica y molecular, a partir de una recolecta silvestre proveniente del bosque meséfilo de montafia
en la region central del estado de Veracruz. Ademas, se aislé una cepa a partir del espécimen recolectado, la cual fue propagada vegetativamente. Con
este trabajo se confirma la presencia de A. subrufescens en México con un ejemplar cuya localidad es la mas meridional en América del Norte, y se propone
como una especie forestal no maderable potencialmente cultivable.

PALABRAS CLAVE: Agaricus brasiliensis, bosque de niebla, cultivo de hongos, identificacién molecular.

ABSTRACT

Agaricus subrufescens is an edible fungus with medicinal properties which is cultivated with commercial aims in several countries; in nature, it has a wide
distribution almost worldwide. This species has not been recorded in the wild for Mexico, thereby herein it was morphologically and molecularly
characterized for the first time from a wild collection coming from the cloud forest in the central part of the State of Veracruz, Mexico. In addition, a
strain was isolated from the collected specimen, which was grown. In this study, we confirm the occurrence of A. subrufescens in Mexico, being the
southernmost collection in North America, and it is proposed as a forest, non-timber, and potentially cultivable species.

KEYWORDS: Agaricus brasiliensis, cloud forest, mushrooms cultivation, molecular identification.

INTRODUCCION

(Lopez-Garcfa, Jiménez-Ruiz y Pérez-Moreno, 2017). En México,

Los productos forestales no maderables son todos aquellos
recursos de origen biolégico que provienen de los bosques,
exceptuando la madera. Tienen un gran significado cultural y de
valor para habitantes de zonas rurales y urbanas. Entre ellos se
encuentran los hongos (Rivera-Garcia, Davalos-Sotelo y
Lascurain-Rangel, 2013). Los hongos silvestres son un recurso
forestal no maderable que ha generado un gran impacto sobre los
grupos culturales del mundo, incluyendo principalmente su

importancia como alimento, medicina, uso recreativo y ladico

como en otros paises, muchas personas estan familiarizadas con
el cultivo de hongos comestibles y para otros usos (Okhuoya ez
al., 2010). El nimero de hongos comestibles registrado en el
mundo es de alrededor de 14 000 especies (Chang y Wasser,
2012), mientras que en nuestro pafs se han registrado cerca de 300
especies comestibles y medicinales provenientes principalmente
de los bosques templados (Garibay-Orijel, Ruan-Soto y Estrada-
Martinez, 2010). Entre los hongos cultivados comercialmente,

85% es producido por especies de tan solo cinco géneros y en



2013 la produccién mundial se estimé en 34 millones de toneladas
(Royse, Baars y Tan, 2017). _Agaricus 1. (Agaricaceae,
Agaricomycetes, Basidiomycota) es un género cosmopolita que
incluye entre 200 y 450 especies de hongos saprobios (Cappelli,
1984; Bas, 1991; Kirk, Cannon, Minter y Stalpers, 2008; Zhao ez
al., 2011b; Karunarathna ez a/., 2016; International Mycological
Association [IMA], 2018), algunas de ellas con importancia
nutricional e incluso medicinal [e.g. Agaricus bisporns (J.E. Lange)
Imbach]. Zhao ez al. (2011b) reconocieron 386 especies alrededor
del mundo (203 de zonas templadas, 183 de zonas tropicales), y
enfatizaron que la diversidad de especies de Agaricus en zonas
tropicales estd subestimada y que el numero de especies presentes
en dichas regiones probablemente sea mayor a aquel en regiones
templadas. Debe considerarse que la taxonomia de este género es
muy compleja (Cappelli, 1984; Karunarathna ez a/, 2016). A pesar
de su gran diversidad taxonémica y de su importancia econémica,
este género ha sido poco estudiado en México; solo destacan los
trabajos de Gutiérrez-Ruiz y Cifuentes (1990) para todo el pais y
de Medel, Palestina-Villa y Mata (2015) para el estado de
Veracruz. Al menos 43 especies de Agaricns han sido citadas para
México (Herrera y Guzman, 1972; Bandala-Mufioz, Guzman y
Montoya-Bello, 1988; inter alia), que equivalen a alrededor de 10%
de la diversidad global conocida de este género.

Agaricus subrufescens Peck (1894) es un hongo comestible al
que se le atribuyen propiedades medicinales (e.g. antigenotéxicas
y antitumorales), por lo que ha sido estudiado y cultivado en
varias partes del mundo (Wisitrassameewong e/ al, 2012b). Fue
descrito de Nueva York, EE.UU. Sus poblaciones naturales estin
ampliamente distribuidas en el mundo, pues se han citado de casi
todos los continentes (excepto de Australia y Antartica) y de
algunas islas del Pacifico y del Indico (eg Peck, 1897; Kauffman,
1918; Murrill, 1922; Zeller, 1922; Kerrigan, 1986; Nauta, 1999,
2001 [como A. rufotegulis Nauta]; Wasser e al., 2002 [como A.
brasiliensis Wasser, Didukh, De Amazonas & Stamets]; Peterson,
Desjardin y Hemmes, 2000; Arrillaga y Parra, 2006; Ludwig, 2007,
Wisitrassameewong ef al., 2012a; Parra, 2013; Gui ez al., 2015;
Thongklang e al., 2016 [como sinénimo de A. bambusae Beeli var.
bambusae]). La especie pertenece a la seccion Arvenses (Konrad &
Maubl.) Konrad & Maubl. del subgénero Flavoagaricus Wasser, y
varios estudios filogenéticos han confirmado la posicién de A.

subrufescens dentro de esta seccién (eg Zhao e al., 2011b). Los
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representantes de dicha seccién se caracterizan por presentar
anillo supero y doble (dos capas sobre el estipite); contexto que
se mancha de amarillo al maltratarse; queilocistidios catenulados
frecuentemente presentes; reaccion positiva al KOH (coloracion
amarillenta) y a la mezcla de Schiffer (coloracién amarillo-
anaranjada a rojo); y olor y sabor a anis o almendra.
Particularmente, A. subrufescens se caracteriza por la pigmentacion
café-rojiza de las fibrillas sobre el pileo (¢ Nauta, 2001).

Existen discrepancias en cuanto a la circunscripcion de esta
especie. Por un lado, algunos autores propusieron un concepto
restringido para A. subrufescens (i.e. Wasser et al., 2002, 2005;
Didukh, Wasser y Nevo, 2003; Didukh, Vilgalys, Wasser,
Isikhuemhen y Nevo, 2005), pues reconocieron a otras como
especies independientes; a saber: A. brasiliensis (descrita de
América del Sur) y A. rufotegulis (descrita de Europa). Por otro
lado, la mayoria de los autores aceptan un concepto mas amplio
(e.g. Kerrigan, 2005, 2007), pues consideran a dichas especies
como sinénimos de A. subrufescens, el nombre actualmente
aceptado sensu auctorum. Thongklang et al. (2016) agregaron un
sinénimo mas para A. subrufescens, a saber: A. bambusae var.
bambusae). Ademas, la referencia errénea para este hongo y sus
cepas cultivadas bajo el nombre de A. blazei Murrill fue acertada
y detalladamente aclarada por Wasser ¢ a/. (2002), de manera que
actualmente se considera que .A. blagei sensu Heinnemman es
también un sinénimo de A. subrufescens. En este trabajo se acepta
el sensu lato para A. subrufescens, que considera a todas estas especies
como sin6nimos. De hecho, esta especie es cultivada y
comercializada en varias partes del mundo bajo los nombres de
A. blazei Murrill 'y A. sylvaticus Schieff. (Wasser ef al., 2002;
Kerrigan, 2005; Wisitrassameewong ¢z af., 2012b; Kerrigan, 20106),
pero solamente se trata de denominaciones taxonOmicas mal
aplicadas; asimismo, es conocida con varios nombres vernaculos
segun el drea geografica de donde que provenga (eg
‘Himematsutake’, ‘Agarikusutake’ y ‘Kawariharatake’ en Japon;
Cogumelo-do-sol, ‘Cogumelo de Deus’ o ‘Cogumelo de vida’ en
Brasil; Sun Mushroom y Royal Sun Agaricus en la mayor parte de
Europa; ‘Mandelpilz’ en Alemania; ‘Almond mushroom’ en
EUA; y ‘Champifién almendra’ en Espafia) (Wasser e al, 2002,
2005; Kerrigan, 2005; Wisitrassameewong ¢/ al, 2012b; Parra,
2013).
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La importancia nutracéutica, terapéutica y farmacéutica de
esta especie esta fuertemente sustentada, pues desde 1968 se han
publicado al menos 1000 articulos clinicos dedicados a sus
propiedades benéficas (e.g. Wisitrassameewong ef al, 2012b). Se
han aislado e identificado varios compuestos bioactivos a partir
de los basidiomas y del micelio de este hongo, los cuales han
mostrado actividad contra distintas enfermedades tan relevantes
como cancer de pulmén y de estomago (Itoh, Ito y Hibasami,
2008). Debido a estas propiedades culinario-medicinales, A.
subrufescens  representa uno de los recursos forestales no
maderables mas prometedores en cuanto a su alto potencial de
aprovechamiento a escala mundial.

A. subrufescens fue registrado de México por Martinez-
Carrera e/ al. (2001) haciendo referencia a una cepa aislada de un
espécimen silvestre recolectado en el estado de Puebla. Sin
embargo, este reporte no estd sustentado ya que dichos autores
no proporcionan datos sobte el ejemplar de hetbatio y/o una
secuencia de DNA disponible, ni aportaron una descripcién
morfoldgica, por lo que su registro no puede ser confirmado
formalmente y tampoco se tiene informacién sobre su
morfologfa, habitat, distribuciéon o variabilidad genética. Asi, el
objetivo de este trabajo es ampliar el conocimiento sobre 4.
subrufescens mediante la caracterizacién morfolégica y molecular
(region ITS nuc-rDNA) de nuevas recolectas silvestres, a fin de
respaldar y corroborar la presencia de dicha especie en México, lo

cual representarfa un potencial econémico para el pafs.
MATERIALES Y METODOS

Recolectas y descripcidon morfolégica

Se realizaron exploraciones dirigidas a la busqueda de
especimenes de Agaricus subrufescens en distintas localidades de la
porcién central del estado de Veracruz durante 2011, 2012 y 2013,
incluyendo sitios con bosque de coniferas, bosque de encino,
bosque meséfilo de montafia y bosque tropical perennifolio (sezsu
Rzedowski, 1978). Los basidiomas frescos recolectados fueron
caracterizados morfolégicamente siguiendo la terminologfa de
Largent (1977) y de Parra (2008). La codificacion de los colores
se basé en el sistema de Munsell (1979). Ademas, sobre la
superficie de las distintas porciones del basidioma se hicieron las

pruebas macroquimicas de KOH (al 10%) y reaccién de Schieffer
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(solucién acuosa de anilina + solucién de 4cido nitrico al 5%)
(Arranz e/ al., 2000; Parra, 2008). Se seleccionaron y separaron los
basidiomas para el aislamiento de cepas abajo descrito. El resto
de los especimenes fueron secados a temperaturas entre 40 °C y
60 °C. Para el estudio micromorfolégico, se montaron
preparaciones temporales usando KOH al 5%, solucién de
floxina acida, Rojo Congo, y reactivo de Melzer (Largent,
Johnson y Watling, 1977) de las distintas partes del basidioma
(pileo, estipite, contexto e himenio) en fresco y en seco, y se
observaron bajo el microscopio 6ptico (Carl Zeiss Primo Star).
Todas las medidas fueron presentadas en forma de intervalo
(valores minimo-méximo) cuando se hizo mas de una medicién.
Para el caso de las medidas de los elementos microscépicos, el
nimero de mediciones siempre fue de al menos 30; el valor x;,
corresponde al intervalo de medias aritméticas parciales
calculadas a partir de las mediciones realizadas en cada
preparacion fija (n > 30). El indice Q representa la proporcion
individual longitud/anchura de cada espora medida y es
presentado como un intervalo de valores sin media aritmética. La
identificacién taxonémica del material mediante morfologia se
basé en los trabajos de Peck (1897), Kerrigan (1986, 2016) y Parra
(2013). El c6digo MB es el numero de registro en la base de datos
Mycobank (IMA, 2018). El material estudiado se deposit6 en la
coleccion de hongos del herbario XAL (Instituto de Ecologfa,

A.C., Xalapa, Veracruz, México).

Propagacion de cepas

Para la propagacion de cepas, se aislo tejido miceliar a partir del
contexto del pileo de los basidiomas frescos, usando como
medios de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) y medio completo
basico (CMB, descrito en Maia ¢z al, 2012). Las cepas aisladas se
incubaron a 25 °C, se observaron y caracterizaron en fresco
haciendo preparaciones temporales para microscopia Optica
usando KOH al 5%, Rojo Congo y reactivo de Melzer (Largent
¢t al., 1977). Posteriormente, las cepas fueron resembradas en los
mismos medios de cultivo, ademas de medio en agar de extracto
de composta comercial para Agaricus bisporus, y se mantuvieron en
refrigeracién a 4 °C. Después, las cepas fueron inoculadas en
semilla esterilizada de sorgo y de mijo, e incubadas a 25 °C.

Finalmente, el in6culo obtenido en semilla fue sembrado en pacas



de 4 kg de composta comercial usada para cultivo de A. bisporus,

e incubado a 25 °C.

Caracterizacion y analisis moleculares

1. Extraccion de DNA, PCR y secuenciacion. Para el aislamiento de
DNA a partir de los basidiomas frescos y de las cepas puras, se
colocaron 1 mm? - 2 mm? de micelio en tubos Eppendorf de 0.6
uL con el kit Extract-NAmp™ (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA),
los cuales se agitaron en vorfex 'y se incubaron durante dos minutos
a 90 °C. La region ITS se amplific utilizando los iniciadores
ITS1F y I'TS4 descritos por Gardes y Bruns (1993) usando 25 pLL
del kit de PCR USB® RubyTaq™ PCR Master Mix (Sigma-
Aldrich, Missouri, EUA) mezclado con 0.5 pL de cada iniciador
[concentracién 50 uMol/ uL], 11 pL de H,O miliQ y 1 uL de
cada muestra de DNA; el termociclador estuvo bajo las
condiciones descritas por Izzo, Agbowo y Burns (2005). Los
productos positivos de PCR fueron limpiados usando el KIT de
purificacion GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific,
Massachusetts, EUA). Los productos de purificaciéon y los
iniciadores usados en la PCR fueron enviados a Macrogen Inc.
(Sedl, Rép. de Corea) para su secuenciacion. ILa secuencia recibida
fue editada en el programa Sequencher (Gene Codes Co.,
Michigan, EUA) y esta disponible en la base de datos GenBank
de Ncbi con el numero de acceso KY114572.

2. Apndlisis filogenéticos. Para corroborar la identificacion
taxonomica y la ubicacion filogenética del material estudiado, se
hicieron reconstrucciones filogenéticas. Para ello, se hizo una
primera matriz de la secuencia obtenida junto con secuencias
seleccionadas identificadas como A. subrufescens o cercanas a esta
especie, utilizando la herramienta de busqueda Blast en la base de
datos GenBank de Ncbi (Maryland, EUA). Solamente se
consideraron secuencias ya publicadas (eg Didukh e af, 2005;
Geml, Geiser y Royse, 2004; Geml, Laursen y Taylor, 2008;
Kerrigan 2005; Zhao et afl, 2011b; Gui ef al, 2015), y se
descartaron secuencias provenientes de cepas de cultivo, hibridos
y especimenes de origen incierto. Con base en el estudio de Zhao
¢t al. (2011b), en la matriz también se incluyeron secuencias de

algunas especies de la seccién Arvenses, y se usaron secuencias de
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cuatro especies de la seccion Minores como grupo externo, ambas
secciones representativas del subgénero Flavoagaricus dentro del
género _Agaricus. Esta matriz se sometié a un alineamiento
multiple con la herramienta Clustal W implementada en el
programa BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999). El alineamiento resultante
se edité manualmente en el mismo programa y se analizé con los
métodos de inferencia bayesiana de probabilidades posteriores
(BPP), maxima verosimilitud (ML) y parsimonia (MP). El analisis
de BPP (Fig. 1) fue realizado usando el programa MrBayes
(Huelsenbeck y Ronquist, 2001; Ronquist y Huelsenbeck, 2003),
considerando el modelo GTR de sustitucion de nucleétidos y una
tasa de variacién con forma gamma; se montaron cuatro cadenas
de 4 Monte Carlo sobre 1 111 000 generaciones con un
submuestreo cada 400 generaciones y un calentamiento de cadena
de 0.2; la longitud de ramas fue mantenida al estimar su
probabilidad posterior, la cual se indica en la figura 1 (a la
izquierda por encima de cada rama). El analisis de ML (resultado
no mostrado) se realizé en el programa PhyML v3.0 (Guindon ez
al., 2010) implementado en el sitio ATGC usando el modelo
HKY85 de sustitucion de nucleétidos y una proporcion estimada
de sitios invariables de 0.403, suponiendo seis categorias de tasa
de distribucién gamma para explicar la tasa de heterogeneidad a
través de sitios; como arbol inicial se construy6 un dendrograma
de consenso de neighbor-joining con la misma matriz, usando el
modelo de distancia genética de Tamura-Nei con un remuestreo
de bootstrap con 1 000 pseudoréplicas; el parametro de la forma
gamma fue estimado directamente desde la matriz (gamma =
0.513); 1a verosimilitud se incrementé usando el mejoramiento de
arbol SPR; se usaron 100 pseudoréplicas de bootstrap para el
calculo del soporte de ramas (Fig. 1, a la derecha por encima cada
clado). El analisis de MP (resultado no mostrado) fue realizado
en el programa Paup 4.0b10 (Swofford, 2003), sin peso de
caracteres; se obtuvieron 68 arboles igualmente parsimoniosos
(314 pasos); este analisis revel6 98 sitios variables informativos en
la matriz; finalmente se construy6 un arbol de consenso estricto
con todos los 4rboles obtenidos; se hicieron 10 000
pseudoréplicas de bootstrap para el calculo del soporte de ramas

(Fig. 1, por debajo de cada clado).
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FIGURA 1. Cladograma de consenso del analisis filogenético por inferencia bayesiana que muestra la posicion filogenética de la cepa

IE913 dentro del ‘clado subrufescens’ en la seccion Arvenses del género Agaricus.
Los valores de probabilidad posterior de cada rama se muestran del lado izquierdo por encima las lineas basales de cada clado; los valores de soporte de ramas por
bootstrap de maxima verosimilitud se muestran del lado derecho por encima las lineas basales de cada clado; los valores de soporte por bootstrap del analisis de

parsimonia se muestran por debajo de las lineas basales de cada clado.

3. Andlisis de distancia genética. En los tres analisis filogenéticos (z.e.
BPP, ML y MP) estuvo representado un clado monofilético, aqui
nombrado ‘clado subrufescens’, el cual agrupé a 16 secuencias
referidas a A. subrufescens o sus sinénimos. Con las 16 secuencias
pertenecientes al ‘clado subrufescens’, se construy6 una segunda
matriz cuyo alineamiento se realiz6 con herramienta Clustal W
implementada en el programa BioEdit 7.2.5 (Hall, 1999), el cual
se edité manualmente en el mismo programa. El segundo
alineamiento resultante fue analizado mediante métodos de
distancia genética: Upgma (Mega 6.06), neighbor-joining (BioEdit
7.2.5), tree (V.4.13.1), minimum tree

splitts spanning

(WinArlequin 3.5.1.2) y red de haplotipos (T'CS 1.21). Los analisis

de splitts tree y minimum spanning tree se realizaron
considerando la matriz entera como una sola poblacién; en tanto,
para el analisis de red de haplotipos se consider6 95% de similitud
genética como umbral de conectividad. Debido a que los
polimorfismos de la region ITS se han considerado utiles para
caracterizar especies y variedades dentro del género Agaricus
(Callac e# al., 2003; Challen, Kerrigan y Callac, 2003; Gui e# al,
2015), estos fueron usados en este estudio para tratar la secuencia

de material mexicano.



RESULTADOS

Recolecciones y cepas

De todos los sitios explorados, solo en una localidad con bosque
mes6filo de montafla se encontré un espécimen cuyas
caracteristicas ~ tanto  macro- como  micromorfolégicas
coincidieron con lo descrito para 4. subrufescens en la bibliografia
(Peck, 1894; 1897; Kauffman, 1918; Murrill, 1922; Zeller, 1922;
Kerrigan, 1986; Nauta, 1999, 2001; Wasser ez al., 2002; Peterson
et al, 2000; Arrillaga y Parra, 2006; Ludwig, 2007;
Wisitrassameewong ef al., 2012a; Parra, 2013; Gui ez al., 2015;
Thongklang e¢# al., 2016). Su respectiva cepa aislada y pura fue
depositada en el Cepario de Hongos del Instituto de Ecologfa,
A.C., Xalapa, Veracruz, México (IE) bajo la clave TE913. Se
obtuvo crecimiento miceliar de la cepa en todos los medios de
cultivo y semilla utilizados; en cambio, el crecimiento del in6culo
en composta comercial para A. bisporus fue limitado y no se

obtuvo fructificaciéon. Asimismo, el aislamiento de DNA de la

cepa y su secuenciacion de DNA fueron efectivos.

Analisis filogenéticos
Las topologias obtenidas en los tres métodos filogenéticos (i.e.
BPP, ML y MP) fueron congruentes en lo general; por tanto,
solamente el cladograma de BPP es presentado en la figura 1, en
donde se muestran como soporte de ramas los valores de
probabilidad posterior para el analisis de BPP y los de bootstrap
para los analisis de MP y ML. Estos analisis fueron coincidentes
en ubicar la secuencia obtenida del material proveniente de
México (IE913) junto con otras 14 secuencias referidas como A4
subrufescens, como alguno de sus sinénimos (A. brasiliensis y A.
rufotegnlis) o como el nombre mal aplicado de A. blazez, ademas de
la secuencia F2285-JF797201 identificada como A. fuardiz, todas
ellas formando un clado monofilético dentro de la seccién
Aprvenses con un alto soporte de ramas (probabilidades postetiores
= 1; ML bootstrap = 100%; MP bootstrap = 99%), el ‘clado
subrufescens’.

Particularmente para el ‘clado subrufescens’, no se recobrd
una estructura histérica interna consistente en los tres andlisis
filogenéticos (ze. BPP, ML y MP), sino que practicamente se

present6 como una politomia; el unico grupo constantemente
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definido dentro de este clado corresponde al que agrupa a las
secuencias de China, Hawai y Tailandia en dichos anilisis con
soporte (probabilidades posteriores = 0.6; ML bootstrap = 96%;
MP bootstrap = 61%) (Fig. 1).

Analisis de distancia genética

Los andlisis de distancia genética (aquellos realizados al segundo
alineamiento, el cual incluye solo secuencias agrupadas en el
‘clado subrufescens’) muestran que la secuencia de México tiene
dos sitios polimorficos dnicos, es decir, que no estan
representados en el resto de las secuencias (Gnicamente se
muestran los resultados de la red de haplotipos, Fig. 2). Estos
analisis también muestran que las secuencias de China, Hawii y
Tailandia son las mas disyuntas con cuatro sitios polimorficos
unicos. La similitud genética minima para la region I'TS del ‘clado
subrufescens’ fue 98.52%, por lo que en el analisis de la red de
haplotipos no hubo corte de conectividad entre las secuencias; en

tanto, la tasa de sustitucién promedio por sitio fue 0.008.

Caracterizaciéon morfolégica (Figs. 3-4)

Basidioma agaricoide y placomicetoide (con tendencia a ser mas
alto que ancho). Pileo 83 mm de didmetro; convexo a convexo-
plano, sin umbo; cubierto de escamas flocoso-fibrilosas, adpresas,
de colot café rojizo (2.5YR 6/6) a café rosado (2.5RP 6/6), y
densamente agrupadas hacia el centro del pileo, sobre un fondo
blanquecino a beige (5Y 9/2 — 5Y 8/4); supetficie seca. Laminas
libres; estrechas a segmentiformes; muy juntas a densamente
dispuestas; de colot blanquecino a rosiceo (5Y 9/2 — 7.5RP 9/4)
cuando inmadutas, y de color café-pirpura negruzco (2.5RP 1/2)
al madurar; con lamélulas de tres diferentes tamafos; con arista
lisa y concolora. Estipite 108 mm X 18 mm; subcilindrico; liso a
ligeramente fibriloso bajo el anillo; blanco; con base bulbosa (26
mm de ancho), sin rizomorfos. Anillo sipero; blanco; y doble (la
capa superior como un anillo membranoso, colgante, mas o
menos amplio, flicido y con la cara supetior lisa; y la capa inferior
como parches esquamuloso-fibrilosos sobre la cara inferior del
anillo). Contexto carnoso; blanquecino (N10 — 5Y 9/2), con
ligero cambio a amatillento al maltrato o al corte (5Y 8/2 — 8/4);
olor y sabor dulce (a almendras). Esporada de color café-rojo

negruzco (5RP 1/2).
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IE913 Mexico

China, Hawai,
Tailandia

Estados Unidos

FIGURA 2. Red de haplotipos que muestra la variacién genética del ‘clado subrufescens’.

Cada linea transversal representa el cambio en una sola posicion de la secuencia de ITS nuc-rDNA.

Basidiosporas 5.6 — 6.9 (7.5) X 3.5 - 4.6 (4.9) um (x,, = 6.1
— 6.4 %X 41 -44um), Q = 1.28 - 1.73, suboblongas u ovoides a
subelipticas; de color café oscuro a café rojizo; de pared gruesa
(0.4 um - 0.6 pm); poro germinal no distinguible. Basidios 13.5 -
16 X 5.6 - 7 um; clavados; tetrasporicos; de pared delgada;
hialinos. Queilocistidios 7 - 12 X 6 - 10 um; subglobosos;
simples o catenulados; hialinos; de pared delgada; frecuentes a
abundantes. Reacciones macroquimicas: reaccién de Schiffer
positiva (anaranjado-amarillo a anaranjado-rojo) sobre la
superficie del pileo, el contexto (menos evidente) y la supetficie
del estipite; y reaccion al KOH positiva (amarillento con tinte
olivaceo) sobre la superficie del pileo y del estipite.

Habito solitario. Habitat terricola al pie de un arbol
latifoliado en el interior de bosque meséfilo de montafia a 1340
m snm.

Material estudiado. Veracruz, mpio. Xalapa, Santuario del
Bosque de Niebla; 19° 30" 48.71" N, 96° 56' 35.59" O;
31/enero/2012; Velazquez-Narvéez 2289 (XAL) (cepa IE913).

DISCUSION

La presencia de Agaricus subrufescens en México es confirmada, y
este es el primer registro respaldado, pues tanto el estudio
morfologico como los andlisis filogenéticos realizados en este
trabajo confirman la identificacién taxonémica del material

estudiado y su ubicacién en el ‘clado subrufescens’ dentro de la

seccion Arvenses. Dicho clado incluyé todas las secuencias
referidas como A. subrufescens, como sus supuestos sinénimos 4.
brasiliensis y A. rufotegulis o como A. blazei (nombre mal aplicado).
El hecho de que dicho clado haya agrupado también a una
secuencia referida en GenBank como A. fiardii, sugiere que esta
ultima se trata de una especie filogenéticamente muy cercana a 4.
subrufescens o incluso de su probable sinénimo. A. fiardii fue
descrita por Pegler (1983) de las Antillas Menores en el Caribe, y
en general los caracteres morfologicos sefialados en el protélogo
son bastante semejantes a los de A. subrufescens, salvo que el
tamafio de esporas es ligeramente menor en la primera especie:
47 -6 X 3.2 —-45um (x, =53 £0.29 X 3.6 £ 0.27 um). El
analisis filogenético realizado por Zhao ez a/. (2011b) apoya la idea
de la cercania filogenética de A. fiardii con A. subrufescens, aunque
tales autores no lo suscriben.

Existen algunas especies de la seccion Armenses que
presentan fibrillas pigmentadas sobre la superficie del pileo, al
igual que A. subrufescens; pero el color de la pigmentacién es
distinto: en A. augustus Fr. y A. salicophilus M. Lange es café-
dorado (Cappelli, 1984; Kerrigan, 1986, 2016; Parra, 2013), en 4.
Slocculosipes R.1.. Zhao, Desjardin, J. Guinberteau & K.D. Hyde y
en A. subtilipes Thongklang, L.J. Chen, Callac & K.D. Hyde es
café-gris a café-anaranjado (Zhao ez al, 2011a; Thongklang e/ al.,
2016) y en A. nanaugustns Kerrigan es café-anaranjado (Kerrigan,

2016). De ellas, solamente A. angustus esta registrada de México
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FIGURA 3. Esquemas del basidioma del espécimen mexicano de Agaricus subrufescens mostrando distintos aspectos de su morfologia (barra
=2 cm).

a: patrén de escamas en el pileo y borde del mismo, base del estipite bulbosa. b: aspecto del patron de escamas en el anillo de aspecto fibriloso. c: patrén de distribucion
de las laminas en el himenio y anillo colgante.
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FIGURA 4. Mortfologia del espécimen mexicano de Agaricus subrufescens.

Verano 2018

a: detalle de la superficie del pileo mostrando el patrén de las escamas (barra = 20 mm). b: detalle de la superficie inferior del anillo que muestra el patrén de escamas

(barra = 20 mm). c: esporas en KOH al 5% bajo microscopia optica (barra =10 um).

(Gutiérrez-Ruiz y Cifuentes, 1990), y también se distingue de 4.
subrufescens por un tamafio mayor de basidiosporas (7.5 — 10.7 X
4.8 — 6.9 um; x, = 8.6 X 5.5 um) (Parra, 2013). A. subantarcticus
Geml, Laursen & D. Lee Taylor (descrita de Nueva Zelanda)
presenta escamas sobre el pileo con una pigmentacién semejante
(gris-beige a café-rojizo sobre un fondo amarillo miel), pero estas
son mayores a las de 4. subrufescens; ademas, sus basidiosporas son
claramente mas largas (7 — 9 X 4 — 5.5 um; x, = 7.9 X 4.8 um; Q
= 1.54 — 1.85) (Geml, Laursen, Nusbaum y Taylor, 2007);
filogenéticamente, se acerca mas a otras especies (Fig. 1). El resto
de las especies de la seccion Arvenses se distingue por presentar
escamas sin pigmentacién o por carecer de ellas. Las especies de
la  seccion  Minores macromorfolégicamente similares a
A.subrufescens e.g. A. diminutivus Peck, A. porphyrizon P.D. Orton,
A. purpurellus (F.H. Moller) F.H. Moller], se distinguen por tener
un pileo menor [generalmente menor a 50 (60) mm] y
basidiosporas mas cortas [x, < 5 (5.5) pm de longitud] (Cappelli,
1984; Parra, 2013); ninguna de ellas se conoce de México.

Los andlisis de distancia genética de la regién I'TS para esta especie
especie aqui realizados indican que la secuencia mexicana
presenta dos polimorfismos exclusivos que no estin
representados en las secuencias de los ejemplares provenientes
del resto del mundo, lo que la separa del nucleo genético mas
comun; esto es especialmente visible en el andlisis de red de
haplotipos (Fig. 2); es importante destacar esto, ya que el hecho
de presentar polimorfismos exclusivos, sugiere que el espécimen

encontrado en México representa una poblacién nativa, es decir,

que dichos polimorfismos son geograficamente locales. Kerrigan
(2005) sefal6 que la mayoria de las cepas de cultivo comerciales
provienen de Brasil y mostré que sus respectivas secuencias de
ITS son altamente similares o idénticas entre si; en relaciéon con
dichas cepas, el espécimen mexicano tampoco tiene ninguna
correspondencia genética, por lo que se puede afirmar que no
proviene de alguna cepa cultivada. Kerrigan (gp. ¢it.) también
afirmé que entre las secuencias de A. subrufescens (y todos sus
sin6nimos) hay poca variacion en la region del I'TS. La similitud
genética menor y la tasa de sustitucion mayor aqui calculadas,
indican que la diferenciacion genética para el ITS de esta especie
es relativamente baja, lo cual coincide con el resultado de
Kerrigan (gp. ¢it.), aun incluyendo a la cepa mexicana; por esta
razén, la conectividad de la red de haplotipos deberia
considerarse como una sola especie. Kerrigan (gp. ¢it.) encontrd
que las secuencias hawaianas eran las mas diferenciadas entre las
secuencias de A. subrufescens y sus sinénimos; tal disyuncion
genética (apoyada por los analisis de distancia genética aqui
realizados) explica que el clado que agrupa a las secuencias de
China, Hawai y Tailandia sea constantemente soportado por los
analisis filogenéticos, aunque esto no implica su separacion como
especie dado que, al menos en el caso de las cepas tailandesas, su
interfertilidad con cepas de Brasil y Francia ha sido positiva
(Thongklang ez al., 2014).

Freeman (1979a,b) indic6 que la reacciéon de Schiffer es
negativa para A. subrafescens; sin embargo, Kerrigan (1986),

Arrillaga y Parra (2006), Wisitrassameewong ¢/ /. (2012a) y Parra



(2013) sefialaron que esta especie presenta una reaccion de
Schiffer positiva, lo cual es confirmado con las observaciones de
este estudio, siendo la reaccién de color anaranjado-amarillo a
anaranjado-rojo. Es posible que Freeman (gp. «i2.) haya realizado
esta reaccién sobre especimenes herborizados. Tal reaccién
también es positiva en la mayorfa de las especies de la seccién
Aprvenses, ala cual pertenece A. subrufescens.

A. subrufescens tiene una distribucion geografica muy amplia,
que abarca regiones templadas y tropicales. Para América del
Norte ha sido reportada de varias partes de Estados Unidos
(Peck, 1894; Kauffman, 1918; Murrill, 1922; Zeller, 1922;
Freeman, 1979b; Kerrigan, 1986, 2016), por lo que con este
trabajo se amplia su distribucién conocida al bosque de niebla de
la vertiente del Golfo de México. En América del Sur se distribuye
en Brasil (Wasser ¢z a/., 2002); en Europa de Alemania (Ludwig,
2007), Espafia (Atrrillaga y Parra, 2006), Francia (Thongklang ez
al., 2014) y Reino Unido (Nauta, 1999, 2001); en Asia de China
(Gui ¢ al., 2015) y Tailandia (Wisitrassameewong ¢z al., 2012a); en
Africa de Congo y Rep. Dem. del Congo (Thongklang ez al,
2016); y en Islas del Pacifico de Hawai (Peterson ez al., 2000).
Kerrigan  (2005)

mostré que las cepas japonesas 'y
estadounidenses son interfértiles; en tanto, Thongklang ez 4/
(2014) mostraron que las cepas brasilefias, francesas y tailandesas

son interfértiles.

CONCLUSIONES

Hasta ahora, la presencia de A. subrufescens en México esta
circunscrita al bosque mesofilo de montafia, que es un ecosistema
caracterizado por tener vegetacién con elementos de origen
Neartico y Neotropical con un clima humedo con alta cantidad
de lluvia y subtropical. Los registros de esta especie en China (Gui
¢t al., 2015) y Tailandia (Wisitrassameewong ef al., 2012a) también
incluyen localidades subtropicales. No obstante, si se consideran
los registros de esta especie en el estado mexicano de Puebla
(Martinez-Carrera e/ al., 2001), en América del Norte (Kerrigan,
2016) y en Europa (Parra, 2013), es factible su presencia en las
zonas templadas de México; asimismo, si se consideran los
registros en zonas tropicales de Brasil, Congo, Hawai y Rep. Dem.
del Congo (Peterson ¢z al., 2000; Wasser ez al., 2002; Thongklang
¢t al., 2016) también lo es en las zonas tropicales de México. La

presencia de A. subrufescens en México (particularmente en
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Veracruz) y el aislamiento de una cepa logrado en este trabajo,
representan la posibilidad de realizar estudios sobre su cultivo y
desarrollar el potencial aprovechamiento de un recurso forestal
no maderable presente en el bosque meséfilo de montafia, el cual
podria ser cultivado en el pais, pues la poblacién mexicana de esta

especie muy probablemente es nativa.
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