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RESUMEN

Los ejemplares de la especie Amanita verna,que en este trabajo se estu
diaron mediante los ensayos taxonémico, qufmico y biolégico, fueron téxicos
debido a 1a presencia en ellos de amanotoxinas, en particular -~-amanotoxina,
substancias que se registraron mediante la utilizaclon de los ensayos qudiico
y biolégico.

La presencia de estos compuestos en los ejemplares de A, verna, utiliza
da como marcador taxonémico, fue otro aspecto que se tomd en cuenta junto -~
con los caracteres macroscOpicos y microscépicos para determinar la identidad
de los ejemplares estudiados, Siendo as! este trabajo uno de los primeros re

gistros acerca de las investigaciones sobre los macromicetos toxicos de México.




1. INTRODUCCION

Amanita verna (Bull. ex Fr,) Roques es un basidiomicete completamente blan
€O que taxondmicamente se ubica dentro de la seccién Phalloidae del género Ama-
nita, junto con otras especies afines a ella, como son A. phalloides (Fr.} Secr.,
A. blsporigera Atk. y A. virosa Secr. Estas especies son muy parecidas entre sf
macroscopicamente. Ademds forman parte de un grupo de hongos conocidos comGnmen
te como amanitas mortales, las cuales son responsables de aproximadamente el 90%
de las muertes ocasionadas en el hombre por envenenamientos con hongos, como lo

sefalan los trabajos de Block et al. (1955) y Bussi et al, (1977).

Desde un punto de vista qulmico pueden presentar diversas substancias ciclo
peptidicas que, agrupadas en dos familias, son conocidas con los nombres genéri-
cos de amanotoxinas y falotoxinas, cuya estructura quimica ha sido investigada
por Wieland et al. (1968, 1972, 1973 y 1978):

Las amanotoxinas son octapéptidos bictfelicos, entre las cuales se distin -
guen, por la potencia de su toxicidad, las<«, A vy 3'(Fig. 1), habiendo sido pro
badas tanto en condiciones in vivo (Tyler et al., 1963 y Brady et al., 1975) co-
mo in vitro (Preston et al., 1975 y Johnson y Kimbrough, 1976). De esta manera
el estudio efectuado sobre la inhibicién de 1a ARN polimerasa B por <-amanotoxi=-
na ha conducido a la obtencidén de un bioensayo controlado, in vitro, que apoya
los estudlos de las propiedades téxicas y de confirmacién quimiotaxondmica de
las especies lInvestigadas,

Las falotoxinas son heptapéptidos bictclicos, de las cuales la que mds se ha
estudiado por sus propiedades téxicas es la faloidina (Fig. 2), habiendo sido ob
jeto de estudios que principalmente se han realizado en condiciones in vivo, en

donde actda espec!ficamente sobre las membranas de los hepatocitos y de algunos

de sus organelos como |isosomas y retfculo endoplésmico (Litten, 1975},
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Fig. 1. *~ Los amino4cidos que forman esta amanotoxina son en el orden
que estdn enumerados: asparagina, hidroxiprolina, dihidroxiisg
leucina, triptofano, glicina, isoleucina, glicina y cisteina.

(Wieland, 1978).

:%* La )fnea punteada esta sedalando el radical involucrado con

la toxicidad que causan las amanotoxinas.(Wieland, 1978).




Aunque ambas familias de compuestos téxicos de hecho pueden presentarse en
los hongos involucrados en los envenenamientos ocasionados por el grupo faloides,
es importante sefalar que la toxicidad producida por la faloidina es insignifi-
cante comparada con la causada por la <-amanotoxina, la cual de acuerdo con Lam
pe (1979), en la especie humana, por vfa digestiva, puede provocar tres fases
sintomatol6gicas. La primera se caracteriza por provocar trastornos gastroin-
testinales que se maniflestan entre las 10 y 14 horas; la sequnda se caracteri-
2za por una aparente calma pasajera que puede durar hasta tres dlas; en la terce
ra fase los dafios inducidos por la toxina se localizan en el higado y en ios ri
fiones, pudiendo ocurrir la muerte entre 48 y 96 horas después de haber ingerido
el hongo.

Son varios los investigadores que han registrado algunos dados acerca de los
efectos t6xicos causados por «<-amanotoxina en el ratén, por via intraperitoneal,
Tyler et al. (1963) y Brady et al. (1975) sedalan que algunos de los sfntomas far
macolégicos disntintivos presantado; en los animales inoculados con esta toxina
fueron: ereccion pilomotora, temblores musculares, pérdida de peso y, en caso de
muerte, &sta ocurrié entre las 48 y 72 horas siguientes a la inoculacién., Las ne
cropsias en 105 casos de muerte experimental mostraron el higado moteado y decolg
rado, congestion en los rifones, pulmones y bazo; el estémago y la vejiga urina-
ria distendidos. Los estudios histopatolégicos realizados por Panner (1969), mos
traron en el hfgado, la destruccion masiva de sus células, as? como también, da-
fos en el nGcleo y en el citopiasma.

Asimismo es importante sedalar que la presencia de estas substancias (ama-
notoxinas y faiotoxinas) en las especies citadas anteriormente, puede variar de-
pendiendo de la interaccién existente entre las caracter!sticas genéticas y los
diversos factores ambientales que caracterizan las regiones particulares en don
de se localizan y crecen estos hongos, como sucede en particular con A, verna,

especie con la que han trabajado varios investigadores. Block et al. (1955), se




ESTRUCTURA QUIMICA DE LA FALOIDINA

H -
H HpC = oH
| v { |
Ha€== € == €O == NH ~— CH~—C€0~— NH — C — CHy=—C == (Hy=— H
ooy ] ST P
1}1 HaC co oH
: 3w
I e
S ]
H\/_(iHl HoC H
HO < N—n €O ~— CH ! & HC == CH3
) ’
NH = €)== CHe— NH — CO

|
H — € — OH

]
CH3

Fig. 2. Los aminodcidos que forman la faloidina son en el orden que estan
enumerados: cistefna, hidroxiprolina, alanina, triptofano, dihidroxi

leucina, alanina y treonina. {Wieland, 1978),




falaron fa falta de =y fl-amanotoxinas en varios ejemplares de esta especie; Ty-
ler et ai. (1966), encontraron que de diez ejemplares trabajados, en dos de eilos
habfa ausencia total tanto de o¢ como de f-amanotoxina; Benedlct et al. (1970}, re
gistraron =« y 3-amanotoxinas en una recoleccién de dos que revisaron cromatografi
camente; Preston et al. {1975), trabajaron con cuatro ejemplares de A, verna y en
s6lo dos de ellos encontraron & y fi-amanotoxinas; Yocum et al. (1977), comunica-
ron la exlstencia de tan solo trazas de B-amandtoxina en un solo ejemplar de A,
verna, de los cuatro que revisaron,

La variabilldad de los resultados sehalados anteriormente ha planteado la
necesidad de utllizar diversos parsmetros que apoyen de forma mds precisa la u-
blcacion taxondmica de esta especie; la cual en México, se tiene bien localiza~
da como lo seRalan los trabajos taxonémicos de Pérez-Silva (1969), Pascoe (1970),
Manzi (1976) y Guzm&n (1977): dando a conocer por un lado, la distribucién par-
cial de 1a especie y por otro el dato de que la ingestion de ejempiares de A.verna
caus6 la muerte de tres menores {Pé&rez-Silva et al., 1970).

De acuerdo con lo citado anteriormente el objetivo del presente trabajo es:
Utilizando como marcador quimiotaxondmico la presencia de amanotoxinas, confirmar
la posicibn taxonémica de diversas recolecciones mexicanas de A, verna y estable~
cer su toxicidad.

Con el propdsito de alcanzar el objetivo propuesto, se pretenden desarrollar
los sigulentes puntos:

1. Taxonomfa de los ejemplares de A. verna recolectados en algunas localida
des de México.
2. Registro y confirmaclion de la existencia de amanotoxinas en los ejempla-~

res mexicanos de A. verna mediante el andiisis cromatografico y la util}

zaci6n de un ensayo blolbgico.




i1. MATERIALES Y METODOS

Este trabajo se realizé con material seco y fresco proveniente de aigunas lo
calidades de la RepGblica Mexicana, que son citadas en el texto. EI material se
encuentra denositado en el Herbario Nacional del Instituto de Biologla de la Uni
versidad Nacional Auténoma de México (MEXU). A manera de comparacién se estudia
ron los ejemplares de A, verna depositados en el Herbario de la Escuela Naclonal
de Ciencias Bioldgicas del instituto Politécnico Nacional (ENCB) y en el Herbario
de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional Auténoma de México (FCME),

Se analizaron las caracterfsticas tanto macroscdplcas como microscépicas de
los carp6foros. Se observaron las reacciones qulimicas en fresco con KOH al 5% vy
H$0L en material herborizado, MicroscOpicamente se observaron las caracterlsti
cas morfol6gicas y dimensiones que presentaron basidios y esporas, para lo cual
se hicleron cortes a navaja de las l&minas y colocados en una gota de KOH al 5%,
solucién de Melzer o azul lsctico.

Para el registro de las substancias ciclopeptlfdicas se realizé la siquiente
metodologla:

Extraccién. (Fig. 3). Segdn Sullivan (1965), modificado por Aroche (1981).
Se pulverizaron en un mortero de porcelana 450 mg de tejido seco del pfleo de ca
da uno de los ejemplares estudiados, sometiéndose a extraccidn en un aparato -
Soxhlet (Fig., 4). El tiempo total de extraccidn fue de tres horas y media, ex-

trayendo Inicialmente con 60 mi del disolvente (metano! Backer) durante una ho-

ra y media; pasado este tiempo, se agregaron 40 mi del mismo disolvente, dejan-
dose hasta completar el tiempo requerido.

Concentracién. (Fig., 3). Segon Issacsy Tyler (1963). Al concluir la ex-
tracclén, el disolvente y los solutos contenidos en el matraz de fondo redondo

se filtraron en papel Whatman N' | y se evaporaron en bafio marfa hasta observar




Fig. 3. EXTRACCION Y CONCENTRACION
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sequedad, romento en el cual se agregaron tres veces seguidas 5 ml de metanol pa

ra cada intervalo de sequedad, agreg&ndose finalmente un ml de metanol para la
obtencién del extracto crudo.

Cromatograffa. (Fig. 5). Segun Wieland y Schimindt (1952); Sullivan (1965),
modificado por Aroche (1981). En placa fina de gel de sflice G (Merck 5724) de
5x11 cm, se colocaron alfcuotas de 10 p! del extracto crudo de cada uno de los
ejemplares (tres alfcuotas por cada placa). Se desarrolls en el solvente metil
etil cetona—metano! (Backer), en proporcién 1:1 y se dej6 secar al aire. Se re
vel6 rociando con cinamaldehido al 1% en metanol, secando y exponiendo la placa
a vapores de &cido clorhldrico concentrado. Este mismo procedimiento se hizo pa
ralelamente para cromatografiar los estdndares de o<y f3 -amanotoxinas proporciona-
das por él Dr. Wieland y de productos Sigma. Los extractos crudos que mediante
este método cromatogrifico presentaron amanotoxinas, Se procesaron experimental-
mente con los otros dos métodos utilizados por Sulllvan (1965), con el fin de con
firmar que tipo de amanotoxinas estdn presentes.

Reextraccién de las amanotoxinas. Se cromatografiaron en placas de gel
de stlice G 450 m! del extracto crudo con amanotoxinas. Se raspé la porcién que
coincidta con la regién ocupada por estas substancias en 1a placa , eluyéndose
el compuesto por extracci6én Soxhlet, concentrando y recromatografiando junto con
los estdndares de & yfi -amanotoxinas.

Verificacidn de amanotoxinas con el Reactivo de Pauly. Se sigui6é la téc-
nlca cromatogrifica ya mencionada y en lugar de‘revelar con cinamaldehldo al 1%
en metanol y vapores de scido clorhfdrico concentrado, se revel6 con el Reacti-
vo de Pauly (&cido sulfantlico diazotizado).

Con el objeto de confirmar en los extractos crudos y en los ejemplares se-
cos de A, verna la presencla de amanotoxinas, se llevé a cabo la prueba de Meix-

ner de acuerdo con Beutler (1980).

Para extractos metan6licos crudos, En una tira de papel con alto conte-
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Aparato de extraccion Soxhlet. El goteo que produce la conden
sacion de los vapores del disolvente moja completamente el carty
cho que contiene el polvo flno del tejido de! hongo; los solutos
disuel tos se van concentrando en el matraz de fondo redondo que
contiene e! disolvente, el cual es reciclado a través del sistema,




Fig. 5. CROMATOGRAFIA DE LOS EXTRACTOS
CRUDOS DE A, verna.
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nido de lignina se marcaron a lo largo de ella clrculos de 1 cm de didmetro y el

ndmero del extracto correspondiente. Sobre cada clrculo se colocaron 3 ul de ca
da uno de los extractos crudos; se secd al aire y se adiciond una gota de &cido
clorhtdrico concentrado a cada una de las manchas. Paralelamente, como manchas
testigos se utilizaron el estdndar de o(-amanctoxina y el dcldo clorhtdrico con-
centrado.

Para ejemplares secos. Pequeias porciones (50 a 70 mg) de diferentes par
tes de cada uno de los ejemplares herborizados (pfleo y estipite), fueron coloca
das sobre un vidrio de reloj, humedecidas con 200-250 m! de metanol y presionadas
con una varilla de vidrio; el 1tquido junto con las manchas testigos fueron enton
ces aplicados en una tira de papel con alto contenido de lignina (Gaceta UNAM),
secado al aire y finalmente se adiciond una gota de &cido clorhldrico concentrado.

Con base en la informacl6n reportada sobre los dados ocasionados por laa¢-ama
notoxina en condiclones in vivo (Tylgr et al., 1963 y Brady et al., 1975) y con el
fin de caracterizar de forma m8s precisa su presencia y/o ausencia en los extrac-
tos evaluados qufmicamente, se reallz6 mediante el ensayo biol6gico una evaluacioén
farmacolégica y un estudio histopatol6gico. Se utilizaron ratones de la cepa Wins
ter de dos y medio meses de edad y 30 gr de peso, proporcionados por el bloterio
del Centro de Investigaciones en Fisfologta Celular (CIFC) de la Universidad Naclo
nal Auténoma de Mé&xico, y nueve extractos crudos de A. verna respectivamente, Se
formaron nueve lotes de cinco ratones cada uno para probar en cada lote, dos dosis
miximas (DM), dos dosis minimas (Dm) y un testigo. Los ratones que se inocularon
con dosis mixima y dosis minima fueron marcados con 8cido plerico al 0.5% en eta-
nol al 70%. Los ratones testigo no se marcaron y fueron inoculados con una solu-
cién acuosa de agar (Difco 0140-01) al 0.25%, la cual se utilizé como vehlculo.
Una constante de 5 m1/Kg fue utilizada como volumen de las dosis, las cuales se

calcularon tomando como base para dosis méxima 100 mg/Kg, y para dosis minima 10

mg/Kg., Los ratones se inocularon intraperitonealmente en el cuadrante superior
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izquierdo (Fig. 6). Las observaciones se realizaran a los 5, 10, 15, 30 y 60 mi
nutos; 2, 12 y 24 horas; y 2, 4 y 7 dlas después de la inoculacién, registrando
dolas en hojas de trabajo, como se ejemplifica en la Fig. 7 con uno de los rato
nes trabajados (Malone y Robichaud, 1962).

Después del seéptimo dfa de observacién se procedid con e! estudio histopato-
16gico, sacrificando a los animales por decerebraci6n, extirpindose los siguien
tes organos; hlgado, rifones, estéomago, intestino, bazo y pulmones, de los cuales
se obtuvieron pequefas porciones y se fijaron en formol al 10% durante 48 horas.
Posteriormente el material se deshidrat6 en concentraciones crecientes de alcohol
50, 60, 70, 80, 90. absoluto y xilol. Después, cada una de estas porciones se in
cluyeron en parafina (Ham , 1964). Los.cor;es as! incluidos se montaron en un -
microtomo y se hicieron cortes de 4 a 8 ym. Una vez montados en portaobjetos re
hidratados y tefiidos con hematoxilina-eosina, deshidratados nuevamente, montados
en bslsamo de Canads, fueron analizados e interpretados histopatolégicamente por
el Dr. Pablo Fuentes en el Laboratorio de Patologla de la Escuela Nacional de s

tudios Profesionales (ENEP) lztacala de la Universidad Nacional AutSnoma de México.




Fig. 6. EVALUACION FARMACOLOGICA
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Fig. 7. HOJA DE TRARAJO DE LA EVALUACION
FARMACOLOG ICA CON EXTRACTOS CRU
PDS DE Amanita verna.
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111, UBICACION TAXONOMICA

Amanita verna (Bull, ex Fr.) Rogues, fue descrita por Builiard en 1782 como

Agaricus bulbosus vernus vy por Fries en 1821 como A. vernus{Smith,1949); ademds

de &1 ha sido estudiada por diversos autores, como lo sedalan las desérlpciones-
existentes acerca de esta especie. Fries(1821), Secretan (1833) y Gillet{1874)-
{in Kauffman, 1971), Gilbert (Bresadola, 1940), Smith{1949), Romagnesi (1956),-
Maubiamc (1959), Parrott{1960), Braddy (1970), Kauffman (1971), Marchand (1973),
Trimbach {1973) y Singer (1975). Para México la especie ha sido descrita por -
Pérez-Silva (1969) y Pascoe (1970), y citada como especie venenosa por Pérez-
Silva et al. (1970), Manzi (1976) y Guzm&n (1377).
Para la ubicacién taxonomica de A, verna en el presente estudio se siguie
ron los criterios de Singer (1975) y de Ulioa y Hanlin (1978).
REINO:  Fungi
0IVISION: Eumycota
SUBOIVISION: Basidiomycotina
CLASE: Holobasidiomycetes
SUBCLASE:  Hymenomycetidae
OROEN: Agaricales
FAMILIA:  Amanitaceae
GENERO:;  Amanita
SUBGENERO: Lepidella
SECCiON: Phalloidae
ESPECIE: A, verna
Qescripcidn de la especie,.
Amanita verna (Bull, ex Fr.) Rogques

Agaricus bulbosus vernus Bulliard(1782)

Amanita bulbosa var. alba Persoon (1801)




Agaricus vernus Fries (1821)

Amanita virosa Secretan (1833)

Amanita verna Gillet (1874)

Figs. 8 y 9.

Ptieo de 6 a 12 cm de didmetro, generalmente blanco pero en ocasiones con una
coloracién blanca cremosa hacla el centro; borde generalmeqte liso, ocasionalmen=-
te estriado; cuando el ejempiar estd fresco la superficie del plflieo es algo visco
sa, Laminas llgeramente unidas al estfpite, blancas, finamente aserradas y en oca
siones flocosas. Estlpite compietamente blanco, compacto, liso, de 5 a 15 cm de
longitud y de | a 2.3 cm de dismetro, ornamentado en posici6n apical con el aniilo,
el cual es de color blanco, generalmente suelto pero a veces adherido a! estlpite,
amplio, membranoso, de superficie externa lisa y superficie Interna estriada; en
la parte inferior con volva de color blanco, en forma de saco, con parte del bor-
de adherido por un lado al estfpite y suelto por el otro; en algunos ejemplares la
volva es carnosa en la base y bastante grande, de 2.5 a 3 cm de ancho por 3 a 5
cm de longltud.

Basidios tetrasporados, claviformes, de 26.5-39.5 x 7.5-10.5 gm, con gl6bu-
los de grasa. Esterigmas hasta de 5.8 um de longitud (Fig, 9-B). Esporas de -
{8-)9-10.5(-12) (~13)(~14) x 6-7.5(-9) pm, hiatinas, amiloides, cortamente elfpti
cas y apiculadas (Fig. 9-C),

Reaccion del KOH al 5%,sobre la superficie del plieo negativa en ejemplares
frescos y,en ocasiones déblimente positlva (vira a un color amarill? tenve). Con
H2504 concentrado sobre la superficie de las laminas los ejemplares secos reaccio
naron negativamente (no vira a un color purpdreo); en ejemplares frescos la reac-
cién no fue realizada.

ComGnmente a esta especie se le conoce con el nombre Vulgar de ‘'angel des-
tructor'', ‘'amanita de primavera' u '‘hongo loco'' en Estados Unidos de Norteamérica,

Europa y México respectivamente. Martin del Campo (1968), interpreté que los az-




Fig. 8. CarpSforos de Amanita verna. MEXU 16798(D) y MEXU16799(A y B),
procedentes de Hidalgo, MEXU 16800(C), procedente de Puebla,
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Fig. 9. A, Carpoforo maduro de Amanita verna. B. Basidio con esterigmas
de A, verna. C. Esporas de A, verna,




tecas posiblemente conocieron A, verna por el nombre ndhuat! mlcoanl nandcatl

que signiflca hongo ponzoiioso.

Habitat y distribucién. A, verna es una especie que crece generalmente en
bosque de Quercus spp. sobre suelo caicdreo, pero también se encuentra en bos-
ques mixtos de Pinus spp. y Quercus spp. Se desarrolia a partir de finales de
mayo hasta septiembre, creciendo en forma solitaria y en ocasiones gregariamen-
te en grupos de 3 6 b ejemplares; la frecuencia con la que se encuentra en Méxi
co es escasa y no com@Gn como se menciona en la literatura (Pascoe, 1970 y Manzi,
1976) . Esta especie se conocfa de las siguientes entidades federativas: DISTRI-
TO FEDERAL, ESTADD DE MEXiCO, GUANAJUATO, GUERRERO, HIDALGO, MICHOACAN, MORELOS,
VERACRUZ y ZACATECAS. En el presente trabajo se exploraron adem3s otras locaii-
dades, ambliandose su distribucién a DURANGO y PUEBLA.

Material estudiado. DISTRITO FEDERAL: Cerca de Cuajimalpa, Xm 20 carr. al
Desierto de los Leones, Ortega, 30 nov. 1970 (MEXU 7487) . DURANGO: Km 69 carr.
Durango-Mazatlan. Pérez et al., 14 ago. 1981 (MEXU 168B12); Km 57 carr, Durango-
Mazatlan,Fracc. Navios. Pérez et al.. 15 ago. 1981 {MEXU 16813), ESTADO DE MEXI-
CO: 2 Kms al sur de Cahuacdn, Guzman 3963, jun. 1968 (ENCB). GUANAJUATO: Qjo de
agua, entre Guanajuato y Dolores Hgo. Pérez et al., 25 ago. 1968 (MEXU 5792). -

GUERRERO: Rincén Viejo, Campo Santo, Kruse, 7 jul. 1963 (MEXU 1550); 8 Kms al

SE de Chichinalco., Pascoe 18, jul, 1966 (ENC8). HIDALGO: Agua Blanca, N de Tu-
lancingo. Gimate 50, s/f (ENCB); Hacienda San Miguel Regla. Pérez et al., 14 -

ago. 1978 (MEXU 12282); Km 4 a Huasca, frente al balnearlo. Pérez et al., 31 -
may. 1980 (MEXU 16798); Km 3 a Huasca, Sierra Verde. Chinchilla, 16 ago. 1980
(MEXU 16799)., MICHOACAN: Campo Experimental del INIF, Mpio de Uruapan. Ventura
2436, sep. 1970 (ENCB). MORELOS: 5 Kms al NW de Tepoztldn, Autopista México-
Cuernavaca. Herrera, 16 ago. 1970 (MEXU 7505); Camino de Tres Marlas a Cuerhava
ca, antes de Tepoztlan. Guzmsn 2036, jul. 1959 (ENCB). PUEBLA: Km 3 carr. Jilg

tepec-Zacapoaxtla. Pérez et al,, 15 sep. 198D (MEXU 16800). VERACRUZ: Rafael Ly

clo, antes de San Miguel El Soldado, Uxpanapan, Ventura 4264, 14 sep. 1971 (EN-




(8): San Pedro Soteapa, carr. Minatitldn-Acayuca, desviacién Chinameca, Uxpana-
pan. Ortiz 189, 15 ago. 1976 (ENCB): Encinal, Mpio de Totutla, Uxpanapan, Ven-
tura 8400, s/f (ENCB). ZACATECAS: Cerro del Pinal, NE de Uncidero. Guzmin 2231,
sep. 1959 (ENCB); Cerca de El Plateado. Guzmin 2219, sep. 1959 (ENCB).

Clave para ldentificar A, verna y otras especies afines, todas ellas con -
carpéforos blancas.
A. Estfpite liso, compacto; ptleo blanco, algo cremoso hacia el centro.

B. Reaccion del KOH al 5% sobre la superficie del plleo positiva (vira a un -
color amarillo oro); basidios generalmente bisp8ricos; esporas globosas, de
7=10.5(=12) M. ... iiritivirrnerataeiconnessaasanessss A, bisporigera

B. Reaccion del KOH al 5% sobre la superficie del ptleo negativa generalmente;
basidios tetrasp6ricos; esporas cortamente ellpticas, de (8-)9-10,5(-12)(-13)
{=18) x 6-7.5( =9 UM, .0uueiriieriteanarsnirensannaass A, verna

A, Estipite escamoso; pfleo blanco, algo cremase al centro.

C. Reaccisn del KOH al 5% sobre la superficie del ptleo negativa, en ocasiones
se mancha de un color amarillo pslido; esporas largamente elfpticas, de -
9-10.5(-12) x 4.5«6im c.oovvveevinnansierinecannesss A, magnivelaris

C. Reaccidn del KOH al 5% sobre la superficie del pfleo positiva (vira a un co-
lor amarillo oro instantdneamente); esporas globosas, de (6-)7.5-10.5 um ...

D VA ] X:)
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1V, RESULTADGS

El anslisis taxondmico realizado tanto en el aspecto macrosc8pico como mi-
croscéplco de los ejamplares estudiados en este trabajo, permitio determinar la

identidad de &stos como Amanita verna (Tabla I).

Con el andlisis cromatografico preliminar (Fig. 10) se observ8 que el ex-

tracto de A, verna (MEXU 7487) present8 una banda con una coloracién similtar al

del estsndar que contenfa o« y} ~amanotoxinas (Tabla 1), y que en los ocho ex-
tractos restantes de A, verna (MEXU 5792, 1550, 12282, 16798, 16799, 16800 y
7505) no se present8. Utilizando los procedimientos de Sullivan (1965), se con-
firmé que la banda aislada obtenida de este extracto coincidié con el estdndar
de «-amanotoxina, !0 cual se muestra en la flgura 11 y en la tabla (11,

La prueba de Meixner llevada a cabo (Tabla IV) tanto con los extractos cryu
dos de los ejemplares de A. verna como con algunas de las partes de los ejempla
res secos, confirmé la presencia deec-amanotoxina en el ejemplar MEXU 7487, al
coincidir el color presentado en las manchas del extracto y de las partes de di-
cho ejemplar, con el color obtenido en 1a mancha de! esténdar de o¢-amanotoxina.

Los ratones tratados in vivo (Tabla V) con los extractos crudos de los nue-

ve ejemplares de A, verna presentaron a los pocos minutos de haber sido inocula-

dos una notable baja de su actividad motora, la cual permanecid constante duran-
te los siete dlas que durd e! tratamiento; en algunos casos se mostrd pérdida de
peso y diarrea, y solamente en un caso se observé ereccién pllomoto;a; mientras
que los ratones testigo solo mostraron baja de la actividad motora. Todos los
ratones sobrevivleron al tratamiento.

La necropsla {Tabla VI) realizada en todos los ratones reveld que los que
fueron Inoculados con dos de los nueve extractos de A, verna (MEXU 7487 y 5792),

mostraron 10s ridones decolorados y el estdmago colapsado (Fig, 12), el htgado




TABLA 1
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ASPECTOS TAXONOMICOS IMPORTANTES DE LOS EJEMPLA
RES DE Amanita verna ESTUDIADOS

Ejemplar KOH al 5% so Dimensi6n de las Hibitat y
bre el ptleo esporas localidad
MEXU Negativo 9-12(-13)x6-7(-9)pm Bosque Quercus
5792 (seco) Guanajuato
MEXU Negativo 9-12(-14)x6-7(-9)um 8.P1nus-Quercus
7487 (seco) Cuajimalpa D,F,
MEXuU Negativo 10-13(-14) x6-7.5(-9)um B.Quercus
7505 (seco) Morelos
MEXU DébiImente 9-10.5(-12)x6-7.5 pum B.Quercus-Pinus
16798 positivo Hidalgo
(fresco)
MEXU Débilmente 9-1D.5(=12}x6-7.5 pum 8.Quercus
12282 positivo Hidalgo
( seco )
MEXU Negativo 8-9(~10)x6-7.5 um 8.Pinus-Quercus
16800 ( seco y Puebla
fresco)
MEXU pDebilmente §-10.5(-12)x6-7.5 qum 8.Quercus-Pinus
16799 positivo Hidalgo
(fresco)
MEXU Negativo 9-10.5(-12)x6-7.5 jum 8.Pinus
1550 {seco) Guerrero

Macroscdpicamente todos los ejemplares presentaron caracterfsticas
similares, las cuales se han citado ya en el texto.
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Cromatograma de los extractos crudos de Amanita verna.{A) MEXy-
5782; (B) MEXU 7487; (C) MEXU 7505; (D) MEXU 16798; (E) Estandar-
cone ,-amanotoxinas; (F) MEXU 12282; (G) MEXU 16800; (H) MEXU-
16799; (i) MEXU 1550.
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TABLA 11

VALDRES RF DE LAS BANDAS AISLADAS PDR CROMATOGRAF IA

LDS EXTRACTOS DE Amanita verna,

DE

8 ANDA

c

MEXU
5792

MEXU "
7487

MEXY
7505

-
-
-

~
bod

Estdandarsy

HEXU
16798 (rf)

x|

MEXU
12282

MEXU
16800

Estandar:

MEXU
16799

MEXU "
1550

—
-
-
~—
>

Estandar:

MEXU
7487

MEXUY 71‘8 pa ey
+ estandar

x|

(rf)

MEXU 7uLB7imw: " "
+ estandarii

violeta

0.47

0.62

violeta

K

i

Sullivan{196
#xicte Estdndar con «-amanotoxina unicamente.

Promedio obtenldo de tres valores rf para cada extracto de A, verna
Color de la banda al ser revelada con cinamaldehfdo 1% en metanol.

Estandar con a-amanotoxina(0.62) y P -amanotoxina(0,32).
Extracto de A;verna después de haber sido tratado como lo sedala
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Fig. 11. Banda aislada del extracto de Amanita verna (MEXU 7487), des
pués de ser cromatografiada, reextraida y recromatografiada, y
del est&ndar de<-amanotoxina, ajustados a una concentracién -
de 0.08mg/5m1. (A) Banda alslada del extracto MEXU 7487; (B) es
tindaret -amanotoxlina; (C) banda alslada del extracto MEXU 7487
con el est&ndar de «-amanotoxlina,




VALORES RF DE LAS BANDAS AISLADAS POR CROMATOGRAFIA
Y REVELADAS CON EL REACTIVO DE PAULY DEL EXTRACTO -
DE Amanita verna(MEXU 7L487) Y DEL ESTANDAR

TABLA 111

BANDA

MEXU
7687

Estandar*

MEXU 7L87
+ Estédndar:

MEXY 74L87

+ Estindaror

rosa-salmdn

0.60

0.62

0.59

0.58

0.32

0.32

Color de la banda al ser revelada con el reactivo de Pauly.
Estdndar con«=-amanotoxina{0.62) yp ~amanotoxina(0.32),
Estdndar con o-amanotoxina(0,62) Gnicamente




TABLA IV

PRUEBA DE MEIXNER EN EJEMPLARES SECOS DE Amanita
verna Y SUS EXTRACTOS

Ejemplar

azul-
verde

COLOR DE LAS MANCHAS

amarillo-café
(fondo azul)

amarillo-
café

verde~-
olivo

MEXU
5792

MEXU
7487

MEXU
7505

MEXU
16798

MEXU
12282

MEXU
16800

MEXU
16799

MEXU
1550

Estandar o¢-ama .

Ffleo
Estipite
Extracto

Pfieo
Estipite
Extracto

Ptleo
Estlpite
Extracto

Ptleo
Estipite
Extracto

Ptleo
Estipite
Exracto

Ptleo
Estipite
Extracto

Pfleo
Estipite
Extracto

Pfleo
Estfpite
Extracto

notoxina

MEXU 7487 + Es
téndar =<-amano
toxina,

HCL concentrado

+
+
+

+ 4+

T R

+ 4+ 4+

+ 4+ 4+ + 4t
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ALTERACIONES OBSERVADAS EN RATONES DURANTE LOS SIETE DIAS SIGUIEN

TABLA V

TES A LA INOCULACION CON EXTRACTOS CRUDOS DE Amanita verna,

Ejemplar vy
extracto

Baja de la activldad
motora.

Ereccion
pilomotora.

Diarrea,

Pérdida de
peso

MEXU
5792

MEXU
7487

MEXU
7505

MEXU
16798

MEXU
12282

MEXU
16800

MEXU
16799

MEXU
1550

8¢
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TABLA VI

ALTERACIONES OBSERVADAS EN LA NECROPSIA DE RATONES SOBREVIVIENTES
A LA INOCULACION CON EXTRACTOS CRUDOS DE Amanita verna

Ejemplar y Hlgado RiA6GN Bazo Estémago Pulmén
extracto i squémico | squémico colapsado colapsado congestionado

MEXU + +
5792

HEXU + + + + +
7487

MEXU - - +
7505

MEXU
16798

HEXU - . .
12282

MEXU
16800

MEXU
16799

MEXU . +
1550

62

| l
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Fig. 12, Alteraciones causadas en Grganos de ratones tratados con extrac
tos crudos de Amanita verna, (A_y B) 6rganos del animal testigo,~
estémago y rifdn respectivamente; (C) estdmago colapsado de! anl
mal tratado con el extracto crudo MEXU 7487; (D) riA6n Isquemico
del animal tratado con el extracto crudo MEXU 7U87.
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tambieén decolorado (isquémico) y un poco moteado, el bazo colapsado y los pulmo-
nes congestionados, dafio que tambi&n fue causado en los ratones por el resto de
los extractos (MEXU 7505, 16798, 16800, 16793 y 1550), con excepcidn del extrac-
to de A, verna (MEXU 12282). Lla necropsia de los ratones testigo no mostré sfnto
mas parecidos a los anteriores.

El estudio histopatolégico realizado en varios 6rganos de cada ratén trata-
do, mostré® que para todos l1os ratones que fueron inoculados con los extractos de
los nueve ejemplares de A. verna, el estémago, el intestino y el bazo no presen-
taron alteraciones histol6gicas de importancia. El hfgado (Tabla Vi{) fue dafa-
do en todos los casos, presentandc necrosis zonales de c8lulas hep&ticas, hiper-
plasia de ctlulas de Kupffer y gotas finas de grasa en 20nas periportales (Fig.
13); dafios que no fueron ocasionados por el extracto del ejemplar de A, verna
(MEXU 12282), E! dafo en los rifones (Tabla VII() de los ratones tratados fue
solamente causado por cuatro de los nueve extractos de A, verna (MEXu 7487, 5792,
16799 y 1550), observindose tumefaccién turbia en ef epitelio de los tdbulos con
torneados proximales, material proteico en 1os tdbulos colectores distales y -
&reas de necrosis tubular aguda (Fig. 14). En los pulmones (Tabla IX) los dafios
fueron menos severos observidndose para todos los casos congestidn venosa, con -
excepcl®n de los ratones inoculados con el extracto de A. verna (MEXU 12282). El
htgado (Fig, 15), los rifones y los pulmones de los ratones testigos no mostraron

ningGn dafio,




TJABLA VI I
DANOS OCASIONADOS POR EXTRACTOS CRUDOS DE Amanita verna EN HIGADO
DE RATONES
Ejemplar vy Necrosis zonal en Inctzsl'em?nsongetCﬂu as Gotas finas de Hiperplasia
extracto ctlulas hepdticas Cercs de dress porta- grasa en zonas de células de
: les en sinusoldes. periportales. Kupffer,
MEXU + + + +
5792
MEXU + + + +
7487
MEXU + + + +
7505
MEXU + + + +
16798
MEXU - + -
12282
MEXU . . . .
16800
MEXU + + + +
16799
" MEXU ‘ + + +
1550

43
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Fig, 13, Dafos ocasionados por extractos de Amanita verna a nivel histo
16gico en hfgado de ratones. MEXU 7487 ocasiend (A y C) zonas de
células hepsticas en necrosis; (D) Incremento de células reticu
lo-endotelfales y de Kupffer., MEXU 16798 ocasions (B) zonas de cé
lulas hepéticas en necrosis; (E) gotas finas de grasa y (F) incre
mento de células reticulo-endoteliales y de Kupffer,



Fig.

4
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15, Tejido hepadtico normal de ratones testigos, A. Zona portal,
C. Areas con c€lulas hepSticas normales;
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TABLA VI I

DANOS OCASIONADDS POR EXTRACTOS CRUDOS DE Amanita verna EN RINON
DE RATONES

Ejemplar y Tumefaccién turbia del Material protefnico
extracto tdbulo contorneado pro en tabulo contornea
ximal do distal

Areas de necro
sis tubular a-
guda

MEXU
5792

MEXU + +
487

MEXU
7505

MEXU -
16798

MEXU
12282

MEXU
1680D

MEXU
16799

MEXU
1550

19




Fig . 14, Alteraciones causadas por el extracto de Amanita verna (MEXU-
7487) a nivel histoldglco en rifi6n de ratones, A, Rif6n tratado
con el extracto crudo MEXU 7487; (a)tumefaccidn turbia del epite

ilo del tibulo contorneado proximal, (b) material protefnico en

tdbulos contorneados distales, (c)nocrosls tubular. B. Tejido re
nal normal de uno de los ratones testigo.




TABLA 1X

DANOS OCASIONADOS POR EXTRACTOS CRUOOS DE Amadita verna EN PULMON

DE RATONES

Ejemplar y

Congestién Hemorragia Enflisema
extracto pulmonar pleurat pulmonar
MEXU + - -

5792
MEXU + - -
487
MEXU + + -
7505
MEXU +
16798
MEXU - - -
12282
HEXU + - -
16800

" mMEXU + +
16799
MEXU + - +
1550

L
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V. DISCUSION

Amanita verna en México es una especie muy similar, por sus caracter¥sticas

macroscépicas a A. virosa, A. bisporigera y A, magnivelaris, todas ellas afines

pero que, ho obstante, pueden ser dfstlnguidas facilmente (ver clave para espe-
cies afines a A. verna). A, virosa reacciona positivamente al contacto de una
gota de KOH al 5% sobre la superficie del plleo, la cual vira a un color amari-

llo-oro instantsneamente (P&rez-Silva et al., 1976); A. bisporigera, A. magnive-

laris y A. verna reaccionan por lo general negativamente al KOH al 5% sobre la

superficie del pfleo {no hay cambio de color), sin embargo ocasionalmente la -
reacclén con la potasa en estas especies es débilmente positiva, lo cual ya ha-

bfa sido observado por Marchand (1973) y Trimbach {1973) en A, verna, A. virosa

presenta basidios tetraspéricos con esporas globosas, ocasionalmente piriformes
de {6-)7.5-10.5 um (P&rez-Silva et al., 1976); A. bisporigera tiene basidiosbis
poricos con esporas globosas-esféricas de 7-10.5(-12) um (Pascoe, 1970); A. mag-
nivelaris posee basidios tetrasp8ricos con esporas largamente elfpticas de -—-
9-10.5(-12) x 4.5-6 pm y A, verna presenta basidios tetraspbricos con esporas -
cortamente elfpticas de {8-)9-10.5(-12)(-13}(-14) x 6-7.5(-9) gm. El problema
de 1a varlabilidad observada en las dimensiones de las esporas de A, verna no es
algo nuevo; en la tabla X se muestran las dimensiones de las esporas de A, verna
citadas por varios autores. Tanghe (1974) considera que la varlabilidad en las
dimensiones de las esporas ests relacionada con la madurez del carédforo.

Por otra parte, con el andlisis cromatogr&fico realizado con los ejemplares
de A. verna en este trabajo, se demostrd la presencia deot-amanotoxina en uno sg
1o de los ejempiares de esta especie (MEXU 7487), estando aparentemente ausente
en el resto de los ejemplares (MEXU 5792, 7505, 16798, 12252, 16800, 16799 y 1550),

lo cual posiblemente tenga que ver con la variabilidad intrinseca en que se encuen
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TABLA X

DIMENSIONES DE LAS E€SPORAS DE Amanita verna

{Pelissler et al.1978)MODIFICADA PARA ESTE-

TRABAJO EN LA TNCLUSION DE LAS DIMENSIONES-
CITADAS CON UN ASTERISCO.

Autores

Dimensiones (fn)

Astier
Bresadola
Cetto
Chinchilla®
Kauffman

Kihner y
Romagnesi

Malengon y
Bertault

Marchand
Maublanc

Pérez~=
Silva

Trimbach
A.verna

var.deciplens
var.tarda

7.5-9(-10)x7-8.5(-9)

7-10

9-12x8-9

(8-)9-10.5(-12) (-13) (-14)x6-7.5(-9)
10-14x7-9

8-11x7-9

9-10x7-9

8.75-10,5x8-9.4

8-10%7-9
9-12x6-7.5

12.5-14x6,75-7.5(-8.75)

7.8-9.5x5.6-7.5
7-9.5x6-7




tra la toxina en A, verna y que aparentemente en esta especie estd mds acentuada
que en otras, como se ha observado en los estudios realizados por Blook et al.
(1965), Tyler et al, (1966), Benedict et al. (1970), Preston et al. (1975) y Yo-
cum et al. (1977). También es Importante considerar en este punto la distribu-
cién de la toxina en los ejemplares, es decir que ademds de encontrarse en el pf
ieo pudiera estar presente en otra estructura del hongo, e inclusive que en el
mismo plleo, la distribuci6n de 1a toxina no fuera uniforme. Este fue uno de los
motivos que nos llevd a realizar la prueba de Meixner en diferentes partes de los
ejemplares estudiados, adem8s de confirmar el registro dec¢-amanotoxina en el -

ejemplar MEXU 7487 y en el extracto obtenido de &1; de esta manera con excepcidn

de este ejemplar y de A, verna (MEXU 12282) que fue negativo en este ensayo, los

resul tados obtenidos con las partes del plleo y dei estfpite del resto de ios -
ejemplares (MEXU 5792, 7505, 16798, 16B00, 16799 y 1550) no fueron claros, debide
a que los colores de las manchas de las diferentes partes no dieron la coioracién
caracterfstlca de las amanotoxinas, ni el color caracterfstico de la mancha con-
trol de 8cldo clorhtdrico concentrado, Sin embargo, el color de las manchas que
presentaron se acercd mis al color azul-verde del estindar deol-amanotoxina, que
3l color verde olivo mostrado por la mancha control de dcido clorhtdrico concen-
trado,

Es de pensarse también que otros factores Intervengan en la presencla o au-
sencia de metabolitos secundarios en los hongos, como podrfan ser la madurez de
los carpéforos, su relacién con el medio ambiente (tipo de vegetacl?n, tipo y com
ponentes del suelo, temperatura ambiental, humedad relativa, etc.), o que tal vez
estén involucrados factores genéticos, por lo cual se tendrfan que estudlar estas
variables por separado,

Ante lo ya discutido, el ensayo biolégico realizado nos revel6 en su prime=-
ra fase (tratamiento In vivo y necropsia) que algunos ejemplares de A, verna (ver

resul tados), ademés del ejemplar MEXU 7482 causaron alteraclones como las sefiala-
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das por Tyler et ai. (1963) y Brady et al. (1975), al inocular ratones con extrac

tos crudos con amanotoxinas, por lo cual se podrfa‘lnferir parcialmente que los
ejemplares estudiados en este trabajo, que causaron dichas alteraciones, podrfan
tener amanotoxinas en muy pequeias cantidades, ya que qufmicamente no fueron de-
tectadas, Esto nos condujo a realizar el estudio histopatol6gico, el .cual nos re
'vel6 dafos en el htgado, en los rifiones y en los pulmones (ver resultados); los -
dafos en el hfgado fueron similares a los ocasionaaos por un caso de envenenamlen
to con A. verna en Estados Unidos de Norteamérica al cual sobrevivieron dos persg
nas (Paner, 1969). Este mismo autor registra algunas zonas con 4reas necréticas
en el tejido hepStico, incremento de c&lulas reticuloendoteiiales en sinusoides
cerca de Sreas portales, polimorfonucleares cerca de sinusoides, hiperplasia de
células de Kupffer y gotas finas de grasa en zonas periportales. Estos dafios son
carac;eristlcos de envenenamientos con amanotoxinas y son las mismas alteraciones
qQue con mayor o menor frecuencia mostraron los higados de los ratones tratados =
con los diferentes extractos de los ejemplares de A. verna. Para el rifén ests
registrado que el dafio que causan las amanotoxinas es en el tdbulo contorneado -
proximal (Simons, 1971; Hatfield, 1975; Lincoff, 1977; Lampe, 1979), dafio que en

el presente estudio fue causado por los ejemplares de.A. verna (MEXU 7487, 5792,

16799 y 1550). El pulmdn fue dafado por todos los extractos de A. verna, con
excepci6én del ejemplar MEXU 12282, causando una congestién venosa, daio que coin-
cidl6 con lo observado por Aroche (1981) y que podrfa ser consecuencia secundarla
en los envenenamientos con amanotoxinas.

Lo ya expuesto nos suglere que aunque quimicamente la toxina no se haya re-
gls trado en los ejemplares de A, verna (MEXY §792, 7505, 16798, 12282, 16800 y
1550), e;ta posiblemente se encuentra presente en muy poca cantldad, con excep-
ci6n del ejemplar MEXU 12282 que mostré por lo general resultados negativos ento

das las pruebas., Ademfs se suglere que los ejemplares MEXU 5792 y 1550 presenten

en muy poca cantldad «<-amanotoxina, ya que los resultados Jel ensayo bioldgico son
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muy semejantes a los obtenidos con el ejemplar (MEXU 7487), positivo al registro

quimico de x-amanotoxina.
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Vi, CONCLUSIONES

1. Todos los ejemplares estudiados pertenecen taxonémicamente a la especie
A. verna, la cual es de escasa frecuencia en los bosques mexicanos de encino o
mixtos de encino-pino, amplisndose su distribucién en los estados de Durango y
Puebla en donde se registrsé por primera vez.

2. Se registré y confirmé mediante los ensayos qufmico y blolégico la pre-
sencia de ®-amanotoxina en el ejemplar MEXU 74L87.

3. Con excepci6n del ejemplar MEXU 12282, los demss ejemplares {MEXYU 5792,
7487, 7505, 16798, 16799, 1680D y 1550) son téxicos, debido a que se demostrd
por bioensayo la presencia. en ellos de amanotoxinas. ConsiderSndose en México
este trabajo entre los pioneros en la Investigacién de macromicetos téxlcos.

4, Flnalmente, en apoyo al anslisis taxondmico que nos permitié identifi-
car en algunos casos y rectificar en otros la identidad de A. verna, los ensa-
yos gufmico y blolégico mostraron la presencla de amanotoxinas en el material
estudiado, la cual tomada como marcador taxondmico es un aspecto que se debe con

siderar junto con los caracteres macroscépicos y microscéplcos para determinar

la identidad de A. verna.
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