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INTRODUCCICOCN



Dentro del conocimiento que acéualmente se tiene sobre
las amanitas y hongos superiores en general existen muchos va-
cfos que en disciplinas como la genética, la bioguimica, la bio
logfa del desarrollo, etc., se encuentran mds o menos cubiertos
en otros grupos de organismos. Un ejemplo que ilustra la situa
ci6n del conoccimiento biolégico de los hongos, es el de la Taxo
nomfa: se estima que en,el mundo existen de 250 a 300,000 espe-
cies de hongos, de las QQe Gnicamente 100,000 han sido descri-
tas (Muller y Loeffler, 1976). En México existen alrededor de
40,000 especies, de las que se han reportado 5,000 aproximada-
mente (Guzmédn, 1987). Lo que ha motivado comentarios como el
de Ainsworth (1975):

"La principal direccién del trabajo micol6gico ha
sido en el mds amplio sentido, la taxonfmica. Y la
Taxonomia, si menos popular de lo que fuera antaio,
continfia siendo el aspecto micol6gico de actividad
mis intensa; su literatura comprende la cuarta par-
te del total actualmente. Lo mis seguro es que es-
ta tendencia continfia, debido a que el censo prima-
rio o inventario de los hongos estd muy lejos de es
tar completo".

Sin embargo, aunque lo anterior es cierto, también lo es
el hecho de que las especies de agaricales que se han descrito,
excepto de motivar discusiones a nivel taxonfmico y de aumen-
tar el nGmero de ejemplares herborizados contenidos en los her
barios, pdcaé veces son incluidos en otro tipo de estudios re-
fer;ntes a la biologia y ecologfia de los mismos. Las generali
zaciones sobre ciclos de vida, genética, nutricién, estén ba-
sadas en observaciones realizadas en pocos géneros, por lo ge-

neral saprobios.

Asfmismo, pocas veces en la Taxonomia misma, se hace uso
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de ctros criterios, aparte del morfol&gico, para definir a las

especies. Aun cuando esta rama es la que presenta mayor desa-

rrollo dentyo de la Micclogfa, en comparacién con la de otros

grupos de organismos, resulta anacrénica, dando la impresibn

dz haterse "congelado" en la era dc los naturalistas del siglo

pasado.

Boidin (1986) expone alquras de las razones por las

que la sistemdtica de hongos ha pregresadc de una mancra rela-

tivexente lenta:

1,

5.

El talo somdticc de muchos hongos se desarrolla an el
suelo, madera en descomposiciBn, estiércol u otras
fuentes nutritivas y Gnicamente puede ser observado
de mancra adecuada en cultuvo puro.

Los cuerpos fructiferos de muchas especies de hongos
son efimeros y aparzcen a intervalos irregulares, por
lo que las estructuras reproductivas de algqunas espe-
cies han sido colectadas s6lo una o dos veces, aun cuan
do esto sucede, por lo comfin, en localidades geogrédfica
mente separadas.

El nfcleo de los hongos es comparativamente pequefio vy
dificil de estudiar, por lo gue los nlmeros cromosémi-
cos sb6lo han sido reportados para algunas especies.

Las diferencias morfolégicas entre varios taxa fGngicos
son pequefias y diffciles de discernir.

El nGmero de tax&énomos es considerablemente menor que
el de, por ejemplo, plantas vasculares.

En Amanita los puntos 1 y 4 resultan especialmente criti-

cos dado su cardcter micorricico y la existencia de conmplejos

de especies como el caesarea y el vaginata, en donde la extre

ma intergradacidn morfol6gica impide una delimitacién adecua-

da de los distintos taxa.

Termodinimicamente se ha considerado a los seres vivos co

mo sistemas abiertos dindmicos en continuo recambio, cuya es-

tabilidad depende paraddjicamente de mantener procesos energé
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ticos inestables en funcionamiento (Hladik, 1982), siendo los
organismos..."concentraciones pasajeras de disposiciones extre
madamente complicadas de moléculas, las cuales, mientras estén
vivas, no ﬁienenkconstituyentes fijos y permanentes", (Gordon,
1979). Dentro de este contexto, en el intento de una compren-
si6n integral de Amanita como organismo cambiante, en movimien
to perpetuo, se hace necesario, debido a las dificultades-qﬁe
generalmente se presentan al realizar su estudio en el campo y
a los pocos datos que en este sentido aporta el espécimen her-
borizado, sacar al hongo de la tierra y llevarlo al laborato-
rio, donde el mantenerlo vivo en condicicnes ambientales mani-
pulables y precisas, nos permite la reproducibilidad experi-
mental y el desarrollo de una Micologfa Tebrica a todos los ni
veles, principalmente en el campo de la Sistemftica, la Ecolo-
gla, la Fisiolegia y la Genftica, constituyendo esto la princi
pal importancia del aislamiento de micelios como herramienta
en la investigacibn.

Dentro de Agaricales, desde los prime?os trabajos con mi-
celios de basidiomicetes a principio de siglo, a la fecha, ha
habido una gran proliferaci6n de publicaciones referentes a
divefsos aspectos. Principalmente sobre genética, fisiologia,
hongos comestibles y la biologia de la micorriza.

Los estudios fisiolbgicos generalmente incluyen una colec-
¢cibn de basidiomicetes pertenecientes a los distintos grupos
a los que se someten a distintas variables, como proteinas
(Kalisz y Moore, 1986), vitaminas y trazas de elementos (Ro-

bbins, 1950), distintas fuentes de nitr6geno (Hacskayle y Bar



nett, 1954) o aportan datos cuantitativos sobre su metabolismo
(Gray y Bushnel, 1955).

Los que se refieren exclusivamente a agariciceos énfocéndg
se a géneros o0 especies particulares, especialmente acuéllas

que fuctifican en medios artificiales como Collybia velutipes

(Airth y Foerster, 1965) Coprinus (Watling y Miller, 1973},

Panus fragilis (Miller, 1967); siendo algunos de mayor interés

por ser micorrfcicos como Laccaria laccata (Davis y Jong,1976),

Boletus rubinellus (McLaughlin, 1970} y Boletus amarellus (Pan
tidou y Watling, 1973). |
Los trabajos sobre genética constituyen en su mayoria, es-
tudios sobre sistemas de interfertilidad evidenciadeos mediante
cruzas de micelios de g€neros de ficil cultuvo como Pleurotus
(Bresingky et al, 1977) y Collybia (Vilgalys y Miller, 1982).
Amanita aparece esporddicamente en algunos estudios fisio-
légicos generales que abarcan varios g&neros o en aquéllos re-
ferentes a diversos aspectos sobre ectomicorrizas.
Amanita és importante para el hombre debido a tres aspec-
tos:
~Es un género micorricico, influyendo en el mantenimiento
del equilibrio y productividad de los bosgues en que ha-
bita. '
-Algunas especies son tbxicas, en muchos casos provocando
la muerte de quienes las ingieren.
-Una de las especies comestibles de hongos mis preciadas
corresponde al género: A. caesarea. ¥Yo obstante existe
la imposibilidad de hacerla fructificar en medios artifi-

ciales.
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.Para la investigacibn referida a estos tres aspectos los
micelios en cultivo puro se hacen imprescindibles, ya sea para
la produccién de metabolitos secundarios como para sintesis
"in vitro" del procesc de micorrizacibn y el posible desarro-
1llo de un método para la produccibn artificial de carpéforos.

Dichas perspectivas en la produccién de recursos que el es
tudio de los micelios promete, actualmente es un foco de inte-
rés, dadas las repercusiones econémicas que conllevan dentro
de la Biotecnologfa y la Silvicultura, asi como la importancia
ecolbgica de esta {ltima.

Por otra parte, el significado taxondémico de la caracteri-
zacién morfolbgica del micelio como complemento a la del carpd
foro y de la posibilidad de llegar a verificar el aislamiento
reproductivo mediante cruzas, como apoyo eg la definicifn de
especies resulta relevante, ya que en muchos casos la morfoana
tomia del cuerpo fructifero en Amanita ha sido insuficiente pa
ra lograr Esto de una manera natural. '

En Agaricales, la utilizacidn de micelios en estudios mor-
folégicos de apoyo a la taxonomia, sélo ﬁa sido extensamente
aplicada a algunos grupos degradadores de madera (Nobles,1365;
Stalpers, 1978).

En Amanita finicamente encontramos un trabajo importante
(Campbell y Petersen, 1975), el cual no ha sido continuado.

Al aislar el micelio de un hongo, los datos inmediatos gue
puede aportar son aquéllos que se refieren a su propia estruc-
turé morfolégica. Al obtener los micelios en cultivo de cual-~

quier hongo, lo primerc que podemos hacer es observarlo y des-
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éribirlo. Sin embargo, resulta extrano gue las caracterizacig
nes miceliales sean menos frecuentes en la literatura ogue lo
referente a otros aspectos investigados en cultivos. Segqura-
mente, guienes publican resultados fisiol6gicos o fermentati-
vos han caracterizado sus micelios, pero no han dado a conocer
sus caracterizaciones, lo cual frena en cierta medida el avan-
ce en el conocimiento que la morfologfa del micelio puede apor
tar. Lo primero que se ocurre al observar &sto es que la ca-
racterizacién no se considera importante, no obstante cue el
micelio constituye el cuerpo principal del hongo, el que enta-
bla la asociacién micorrfcica y que en su crecimiento subterri
neo, como un "iceberg", Gnicamente presenta a la vista una par
te minima, aungue no menos imporﬁante, el carpdfcro.

Ellaislamiento confirmado y la caracterizacidn micelial
apoyan la obtencidn de un concepto integral de la especie, ade
més de brindar informacifn experimental sobre el componente ma
yoritario del hongo.

La palabra confirmado significa que se han aportado prue-
bas sobre el origen o procedencia del micelio. Esta confirma-
cidn resulta b8sica dentro de un método de prueba en condicio-
nes experimentales, ya que sin ella la validez de los resulta-
dos es ambigua e incierta. Al respecto, en Amanita, Gnicamen-
te Johnson y Preston (1979) demuestran-el origen basidiomicete
mediante la observacién del septo doliporo, método empleado en
el presente trabajo.

Asi, se aprecia que los estudios realizados sobre dicho gé

nerc adem8s de escasos, en la mayorfia de las veces no se apo-



yan los datos mediante la confirmacifn del aislamiento.

La posibilidad de aprovechamiento de los micelios en culti
vo como herramientas de investicacidn y fuente de recursos; la
escasez de investigaciones que se han hecho al respecto; y el
papel‘del cepario como medio para proteager las especies de la
extincibn que la desforestacidén representa, constituyen las mo
tivaciones m&s importantes que impulsaron la realizacibn del
presente trabajo, cuya aportacibn consiste del aislamiento,
confirmacidén y caracterizacibn del micelio de cuatro especies

de Amanita, una cepa de cada especie.



CONSIDERACIONES GENERALES



EL GENERO AMANITA

a). Ubjicacibn y caracteres taxondmicos. Con Whittaker, en

1969, se establece el sistema de cinco reinos para la clasifi-
‘caci6n de los seres vivos aque pueblan el planeta.

Los hongos que en un sistema anterior de clasificacién
eran incluidos dentro del Reino Protoctista, junto con los pro
tozoarios y las algas rojas, constituyen a partir de aqui, un
reino aparte, coordinado con el de las plantas y animales supe
riores. En este sistema, la linea entre estos tres reinos y
los Protista se encuenﬁia.colocada en la transicifn que va de
la condicién unicelular a la multicelular y multinucleada, al
mismo tiempo gue los delimita segGn su modo de nutricibn, es
decir, la fotosintesis en las pléhtas, la ingesti6n en los ani
males y la lisotrofia en los hongos.

Dentro del Reino Funci, Amanita se encuentra ubicado en la
Divisién Eumycota, dentro de la subdivisifn Basidiomycotina,
la cual junto con la subdivisi6n Ascomycotina conforman a los

hongos superiores.

Divisibn Eumycota
Subdivisi6n Basidiomycotina
Clase Holobasidiomycetes
Subclase Hymenomycetidae
Orden Agaricales
Familia Amanitaceae

Género Amanita

(Ulloa y Hanlin, 1978)
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Las caracteristicas de los Basidiomycotina y que los defi-
ne como grupo son: el basidio, el septo doliporo y la larga du
racibén de la fase dicaribtica.

El establecimiento de los distintos grupos de basidiomice-
tes se ha basado, principalmente, en el mecanismo de dispersién
de esporas, relacionado con la estructura del basidiocarpo, y
en el modo de nutricibn: simbiosis biotr6fica, par8sitos necré
trofos, saprobios primarios y saprobios secundarios (Shaffer,
1975).

El basidio en los Holobasidiomycetes es unicelular y de
forma clavada, pudiendo ser producidc en un himenio expuesto
(Hymenomycetidae) o cerrado (Gasteromycetidae) dentro del cuer
po fructifero.

Los Agaricales son himenomicetes carnosos, cuyo basidiocar
po es generalmente capitado, éon un estipite, y los basidios
se forman sobre l&minas, en tubos y poros, o raramente sobre
una superficie lisa. El himenio puede ser expuesto desde el
principio de la maduracidn, o éste, en un inicio endbgeno,
puede descubrirse inmediatamente antes del inicio de la espo-
rulacidn, una vez que el basidiocarpo ha llegado a estar madu

ro {(desarrocllo hemiangioc8rpicc), como sucede en Amanita.

En Amanita el carp6foro comienia como un nudo pequeinc de
c6lulas hifales gue luego van a desarrollar un cuerpo pequeio,
globoso u ovoide: el primordio. (fig. 1)

Segfin Bas (1969),el primer tejido en diferenciarse a par
tir del tejido primordial es el velo universal que envolverd

al futuro basidiocarpo. Muy tempranamente también, la parte
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FIG.1
DESARROLLO DEL

CARPOFORO.

voliva.
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de tejido que delimita al pileo del estipite y que constitui-
réd el velo parcial, inicia su desarrollo.

En el carpdforo propiamente dicho, el plleo es el primero
en diferenciarse siguiéndole el estipité y finalmente, las l&a-
minas; siendo la ontogenia de estas filtimas caracterfstica del
género. - En la mayoria de los Agaricales se desarrolla una ca-
pa pre-himenial de cé€lulas en empalizada en el envés de pileo
primordial, a partir de esta se originan las ldminas en forma
de surcos o dobleces gue se proyectan hacia abajo dentro de
una cavidad pre-existente entre el pileo y el estipite, por lo
que el borde de las l&minas siempre permanece libre. En Amani-
ta no existe tal cavidad. Las laminas se diferencian a partir
del tejido primordial en forma de "placas" estrechamente empa-
cadas, formadas de hifas paralelas. Por un lado, la trama de
las l&minas primordiales se encuentra conectada con la trama
del pileo y por el otro, con el tejido que rodea al estipite,
el cual posteriormente dar8 origen al velo parcial. De este
modo, los bordes de las laAminas no se encuentran libres sino
hasta que el pileo desgarra el velo parcial al expanderse en
su crecimiento, guedando el velo adherido al estipite en for-
ma de un anillo colgante, algunas veces dejando restos en el
borde del pileo.

Cuando el basidiocarpo crece, el velo universalrse rompe
de tal manera que deja uné estructura en forma de copa, la
volva, alrededor de la base del estipite, y una serie de esca

mas o parches sobre el pileo.
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El desarrollo caracteristico de las léminas (desarrollo es
guizohimenial) y su color blanco, la presencia de la volva, el
anillo sipero y los restos del velo sobre el pileo coﬁstituyen
caracteres diagn6sticos de Amanita, los cuales junto con otros

mds nos dan la siguiente descripcibn general.

AMANITA Pers. ex Hooker

Margen del pfleo estriado (y en este caso con esporas no=-
amiloides) o liso (y entonces las esporas amiloides); fragmen-
tos de por lo menos una volva rudimentaria (pero en muchas es-
pecies, volva membranosa a carnosa bien desarrollada) ya sea
en la superficie del pileo y/o en la base del estipite; anillo
slpero presente, raramente ausente; lidminas altern&ndose con
lamé&lulas, las cuales pueden ser truncas o atenuadas; limi-
nas libres o casi libres; esporada blanco puro, color crema;
esporas tipicamente dé m&s de 7.5 um de largo, lisas, aciano-
fflicas, de medianas a grandes, con pared delgada, binuéleadas,
de globosas a cilindricas; basidios voluminoses con granulosi-
dad carminofflica, tetraspbricos, raramente bispbricos de mane
ra constante; cistidios ausentes, pero algunas veces con seudo
cistidios; trama himenoforal bilateral con elementos bastante
anchos; estipite central con o sin bulbo an su base; contexto’
carnoso, desarrollando o no coloracidn al dafiarlo, constituf-
do de tejido de organizacién caracteristica, no amiloide; hi-
fas pocas veces fibuladas. Crecimiento en el suelo, raramen-
te en otros sustratos, generalmente en bosques. A excepcifén

de algunas especies de la seccién Lepidella todas son ectomi-



corricicas.
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(Singer, 1986)

"Amanita" aparentemente hace referencia al Monte Amanon,

en Sicilia,

Italia (Jenkins, 1977) siendo uno de los nombres

mas antiguos dentro de la Micologia que aln permanece en uso.

.Una historia detallada sobre el génerc la podemos encontrar en

Bas (1969),

siendo pertinente mencionar finicamente gque desde

1797, en que Persoon separando de Agaricus aguellas especies

que poseian
dole a éste
a la fecha,
cuanto a la

la volva no

una volva las incluye en un nueve género (aplicén-
el término Amanita acuflado por Dillenius en 1719),
el Génerc ha mostrado una cierta estabilidad en

concepcién del mismo, debido a gue caracteres coro

se encuentran en otros agaricales, aunque en un

inicio géneros como Volvariela y Lepiota estuviercn involucra-

dos en algunas confusiones debido a la semajanza que éstos

guardan (restos del velo sobre el pileo, en el segundo, y la

copa en la base del estipite en el primero) cen respecto a las

amanitas.

mente en su

Asi también amanitas que pierden su volva temprana-

desarrollo y no era observada al momento de colec-

tarlas, eran incluidas en otros grupos.

Jenkins

(1977) establece que fuera de estas confusiones la

validez de Amanita ccmo género ha sido poco cuestionada, sien-

do mas bien

el foco de discusibn la agrupacién de especies y

la denominacién de las distintas gradaciones infragenéricas,

lo cual ha conducido al establecimiento del siguicnte esquema

general:
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GENERO Amanita
SUBGENERO AMANITA LEPIDELLA

SECCIONES Caesareae Amidellae
Ovigerae Phalloideae
Vaginata Mappae
Amanita Validae
Roanokenses

(Singer, 1986).

Los dos subgéneros surgen de las dos distintas réspuestés
de las esporas frente al yodo (reactivo de Melzer), pudiendo
ser amiloides (Lepldella) © no-amiloides (Amanita). En las
Secciones, caracteres como forma y dimensiones de las esporas,
caracteristicas macro y microscbpicas de la volva, tipos de es
triacién del margen del pfleo y otros caracteres como tipo de
escarzas, forma del bulbo, ctc., han sido importantes para su
definicibn.

Los criterios que han sido determinantes en el estableci-
miento del esquema anterior, han sido desarrollados durante
el presente siglo:

-Lange en 1915 es el primero en dar prioridad a la for-
ma de las esporas sobre la estructura de la volva.

~Gilbert y Klihner en 1928 con la reaccibn de las espo-
ras frente al yodo provocan el primer cambio fundamen-
tal en la clasificacifn infragenérica de Amanita desde
tiempos de Fries.

-Bas en 1969 caracteriza microscOpicamente la volva y

sistematiza el conocimiento de la organizacibn estruc-
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tural de los tejidos de Amanita y su aplicacién a la
Seccibn Lepidella. (Bas, 19639)

Paralelamente a este perfeccionamiento de la Taxonomia Cld
sica del Género han ido surgiendo criterios de apoyo quimiota-
xonbmicos (Tyler, 1977; Andary et al, 1979; Beutler y Der Mar-
derosian, 1981; Courtillot y Staron, 1970; Wieland, 1978) y
otras herramientas, como pruebas macroquimicas (Meixner, 1979
y Beutler y Vergeer, 1980), la inmunologia de esporas (Galli
et al, 1980), la caracterizacifn de micelios (Campbell, 1975),
etc., los cuales al aportar cada vez mis datos permitir&n que
la concepcibn infragenérica de Amanita refleje mds objetivamen
te los limites entre las especies asf como su relacifn filoge-
nética al resolver problemas en donde la morfologia y la morfo
metria de la Taxonomia Clé&sica se han visto impotentes.

En México algunos de los criterios quimiotaxontmicos han
sido aplicados para ubicar diversas especies, como A. citrina
(Pérez-silva y Aroche, 1983), A. porphyria (Aroche y Pérez-Sil
va, 1982) y A. phalloides (Villegas et al, 1982); en la deter-

minacibén del potencial tdxico de especies de la Seccibtn Pha-
lloidae (Aroche y Fuentes, 1982) y la confirmacibén de la ubica

cibn de A. porphyria y A. brunescens en las estirpes Citrina y

Rubescens respectivamente, dentro de la Seccibn Mappae, para
México. (Aroche et al, 1982).
Por otro lado, la presencia en nuestro pals de varios com-

plejos de especies (gemmata, caesarea, vaginata, etc.) que no

han podido ser ubicadas de una manera adecuada, por medio de

los criterios taxon6micos clésicos, reclama la intensificaci®n
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en el empleo y blisqueda de otras heramientas taxonémicas de
apoyo como las antes mencionadas. Los micelios en cultivo re
sultan, en este sentide, muy importantes ya que en el futuro,
permitiradn la confirmacién del aislamiento reproductivo, al
mismo tiempo que los datos aportados por su caracterizaci6n,
complementarios a la morfoleogfa distintiva observada en los
carpoforos, conducird a la aplicacibn de un concepto biolbgico

de la especie.

b). El concepto de especie en Amanita

"Las formas que poseen en grado considerable el carfcter
de especies, pero que se parecen mucho a otras formas o
estdn tan estrechamente vinculadas con ellas por graduacio
nes intermedias cue los naturalistas no gustan de clasifi-
carlas como especies distintas, son en varios sentidos las
mis importantes para nosotros. Tenemos todas las razones
para creer que muchas de las formas dudosas y estrechamen
te relacionadas han conservado siempre sus caracteres du-
rante largo tiempo, tanto tiempo por lo que sabemos, como
las buenas y verdaderas especies".
Darwin, 1859.
Darwin, en su "Origen de las especies", hace referencia a
un problema que ha acompafiado siempre a los intentos de la ta
xonomfa por diferenclar a cada especie particular y gque, ac-
tualmente, en numerosos casos no ha sido superado. Las dife-
rencias ocurren en la naturaleza a veces de manera obvia, pro
duciendo morfologias distinguibles a simple vista, © en mu-
chos casos discernibles mediante la microscopia 6ptica, otras
por ningGn método de observacibn directo. En el Gltimo caso,
el fenotipo macro y microscbpico presenta ligeras diferencias
en estructuras de valor diagnbéstico menor y cue pueden no te-

ner un crigen genético, lo cual impide considerar a cada va-

riacifén como una especie, al mismo tiempo que al incluirlas
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dentro de un solo taxa resulta incierto. Asimismo existen es-
pecies cuyos fenotipos son exactamente iguales y a las que se
les ha denominado especies gemelas. El establecimiento de &s-
tas, asi como el de las variedades, eﬁ el caso de las nlantas
superiores y animales, se efect@a mediante pruebas de entre-
cruzamiento gue debido a la morfologfa de sus estructuras re-
productoras resulta, en muchos casos, sencillo. Por el contra
rio, en los hongos, existen las dificultades aue se enumeran
en la introduccidn.

En Agaricales, y por tanto en Amanita, las especies han si
do establecidas baséndose en la morfologfa del carpoforo, orin
cipalmente, cuando éste ya ha sido herborizado, de modo que el
concepto de especie que predomina es un concepto taxonbmico,
definido e;encialmente por un principio ordenador, descriptivo
y de inventario, en el gque la biologia del hongo (fisiologfa,
ciclo de vida, ecologifa, etc.) ha sido relegado o excluido (Pe
tersen, 1977) y que, recientemente, se ha planteado como una
de las preocupaciones mis trascendentes dentro de la Micolocia,
dado el atraso relative, comparado con otras disciplinas, gue
representa la no-aplicacién de los criterios b&sicos de la Bio
logia moderna como es precisamente, el concevrto biolbcico de
especie. Dicha preocupacién se ha manifestado principalmente
en la forma de simposia internacionales. En 1971 se efectGa
el primero en torno a ié,"Evolucién en Basidiomycetes Superio-
res", en el que aparte de la Micologfia convencional, los cri-
terios guimiotaxonfmicos, el comportamiento de nfcleos, siste-
mas de interfertilidad y caracteres en cultivo, presentan sus

esquemas mds actualizados de una manera sintética, perfi¥&az.
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se el curso de una serie de lineamientos cue en 1976, en el
"Herbertt Symposium of Species Concept in Hymenomycetes" con-
tribuyen de una manera definitiva en la medificaci6n del con-
cepto decimonbnico de Especie que habia privado dentro de la
Micologia. ILa conclusidn de dicho symposium constituye la for
mulacién del concepto de especie actualmente aceptado:

"Las poblaciones pertenecen a la misma especie cuande
son capaces de entrecruzarse y producir descendencia
fértil, estipulando que en la ausencia de interfertili-
dad, ésta sea causada Gnicamente por aguellos paréme-
tros que operan en el ciclo sexual completo. Para los
taxa, en los cuales se carece de la informacién, o de
la aplicacibn de los criterios antes mencionados, la si

~guiente definicifn préctica debe ser aplicada: Una es-
pecie es una poblacifn que posee caracteres constantes

y reproducibles, para los cuales existe una discontinui
dad entre 8sta y otras poblacicnes".

En este mismo symposium Bas (1977) expone con un enfogue
morfolégico varios ejemplos con complejos de especies de la Sec
cibén Vaginatae en los gue sus caracteres muestran una gran in-
tergradacifn, existiendo diversas tonalidades de grises y sal-
mones en el ﬁileo, siendo muy sutiles las diferencias: sus es-
poras generalmente muestran una "preferencia" por una sola me-
dida (9-13um) y en las laminas los basidios van de mono a te-
traspSricos en un mismo ejemrplar. En esta misma situacibn se
encuentran otros complejos como el caesarea con especies de
Europa, América y Asia. El autor aclara gue falta el estudio
de m&s recolecciones y que mediante el an8lisis distribucional,
geogrifico-ecolbgico, ademls de la morfoanatomia, principalmeg
te de la volva, guizis sea posible taxcnomizar a las especies
" de un modo natural.

Por otro lado Petersen (1977) con base en el estudio rea-

lizado en 1975 (Campbell y Petersen) con ejemplares de A,citri-
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na y sus micelios en cultivo ilustra c¢bmo en este sentido pue-
de ser Gtil la caracterizacién de los micelios. Mientras gue
los ejemplares variaban liceramente en su ccloracibn (una to-
nalidad lavanda en los restos del velo universal y el margen
del anillo en unos, mientras que en otros ausente) en los cul-
tivos se expresaban divergencias mds marcadas, lo que motivé
una revisi6n mds minuciosa de los ejemplares, terminando por
diferenciar por un lado a A. citrina (Schaeff,)Gilb., vy por
otro a una de sus variedades, A citrina var. lavendula Vesely
difexenciacibn que fue complementaria con un estudio cromato-
gr&fico en el que las divergencias se acentuaron, pues la va-

riedad presentaba todas las toxinas de A. phzlloides en gran-

des cantidades, mientras la especie tipica s&lo dos amanotoxi-
nas en peguefias dosis. De este modo los especimenes se dife-
renciaron, primerc ligeramente en sus cuerpcs fructiferos; se-
gundo, claramente a nivel de la micromorfolecfia de sus culti-
vos y en su composicién gquimica. Petersen pregunta: ¢Son dos
especieé?. Al querer contestar, se hace evidente la necesidad
dé verificar la presencia del aislamiento reproductivo. Sin
embargo, sin los criterios combinados gue emzlea, no hubiera
podido llegar a plantearse esta necesidad.

De esta manera, con la adopcién de un concepto de especie
acorde con la tbnica evolucionista actual, y los distintos cri
terios de que se dispone, la manera de abordar a la especie ha
sido modificada de manera importante, indic&:donos c6mo habrin
de estudiarse los organismos para su comprenri6n jategral:

En México existen casos como los sehaladcs por Bas (1377



con respectc al complejo de A.'cémmata (Ponavides y Aroche,
1986); asi como de las Secciones Phalloilidee, Vaginatae y Cae-~
sareae (Aroche et al, 1986 y Aroche,1986) en los cuales de ma~
nera predecible, lo finico gue podrd trazar un limite entre los
taxa, o constatar por el contrario, otro tipo de gradacibén in-
fraespecifica, serd la verificacifn del aislamiento reproducti
vo correlacionado integrativamente con la morfologia del carpo
foro, distribucibn geogréfico-ecolbgica, pruebas guimiotaxonb~
micas y la caracterizacién de sus micelios en cultivo. El que
este tipo de problemética, en Amanita, esté& empezando a ser
afrontada por mic6loaos mexicanos (los antes citados) marcarén
las prioridades.en cuanto al aislamiento de micelios con espe~
cies dudosas, en posteriores estudios.

La caracterizacibn de micelios jueca un papel importante
como apoyo a la caracterizacién dsl carpoforo, al mismo tiempo
que constituye un maréador o evidenciador de diferencias que
muestra dénde las pruebas de interfertilidad son factibles de
producir resultados significativos, en la manera expuesta por
Petersen (1977). El presente trabajo representa en este sen-
tide, un primer acercamiento a la morfologfa del micelio en
cultivo de Amanita en México, aplicado a cuatro especies. Acer
camiento tendiente a la aplicacibn de un concepto biolégico de
especie y gue por el momento se limita a la aplicacifn e eva-
luacién de la metodologia empleada por otros (Campbell y Pe-
tersen,1975; Nobles, 1965) asf como a su modificacién, la cual

se expresa en las caracterizaciones presgentadas.
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LA CARACTERIZACION DE MICELIOS

Como es sabido, el &cido desoxirribonucléico (ADN), contie
ne las informaciones especificas para el desarrollo, diferen-
ciaci6n y funcionamiento del organismo.

Podas las cflulas somdticas, diploides, o en el caso de los
hongos aquellas que forman el micelio dicaribtico y la fase di
ploide, contienen genomas idénticos, siendo alguhos genes "ac-
tivados" y otros "desactivados" en distintas etapas del desa-
rrollo, durante el cual, conjuntos de cé&lulas de las diferen-
tes partes del organismo, en un inicio totipotenciales, se mo-
difican para desempefiar determinadas funciones, denomin&ndose-
le a este fenbmenc de especializacién estructdral y funcional
"diferenciacitn celular".

Para cultivar el micelio de Amanita se emplean inbculos ob
tenidos a partir de tejido indiferenciado y en crecimiento. Di
cho tejido es dicaribtico, dado que proviene del micelio ter-
iciario, y sus células contienen la misma informacién genética
que todas aquéllas que forman al cuerpo fructf{fero y que de~-
termina el fenotipo caracterfstico de la especie. Es légico
entonces suponer que las c¢élulas en cultivo expresarén rasgos
caracteristicos que concuerden con el fenotipo de la especie
de la cual provienen, es decir, si los gencmas y su expresifn
fenotipica en cada especie son distintos, esos mismos genomas
en células en cultivo habrén de expresarse también de mancra
distintiva y éonstante. Ademas de la importancia taxonbmica
que esto reviste y que ya se explictd en el apartado anterior,
la caracterizacibn morfolégica del micelio se hace imprescin-

dible siempre que se afsla cualquier hongo. Estudiar el com-
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portamiento de un hongo en condiciomes artificiales implica co
nocer su morfologifa y caracteres esenciales, asi como los cam-
bios que pueda experimentar en el transcurso del tiempo o al
someterlo a distintas variables, ya que fenbmenos degenerati-
vos, de especializacibn y haploidizacién pueden tener lugar
sin que lo advirtamos si no lo hacemos a través de la observa-
cibn al microscopio. La caracterizacibn representa el regis-
tro de una situaci6én inicial, sin el cual se hace imposible la
evaluacién de los fenémenos anteriores. Al mismo tiemwpo este
registro, realizado de una manera peribdica, puede aportar da-
tos morfogenéticos importantes en cuanto al proceso de diferen
ciacifn de algunos tipos celulares que puedan aparecer en el
carpoforo.

Por otro lado, dada la escasez de estudios al respecto en
Amanita no sabemos si en la morfologfa del micelio existe al-
glin caricter especifito para el género y cuya presencia apoye
la confirmacidén del origen del micelio o éue lo confirme de
manera definitiva permitiendo obviar otros procedimientos co-
mo el de la observacibén del septo doliporo que, en el caso de

la presente tesis, se eligib como métcdo de confirmacién.
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CONFIRMACION DEL ORIGEN DEL MICELIOQ
La identidad de un micelio en cultivo ha de ser lo mds ine

gufvoca y evidente posible, tanto para evitar confusiones nos~

teriores como para darle validez a la éaracterizacién y al mis
mo cultivo. En. Amanita esto resulta crucial ya que no es posl
ble obtener cuerpos fructiferos en cultivo, lo cual serfa una
confirmaci6n automitica y directa del oricen del micelio, por
lo que se ha de recurrir a un método de confirmacibn indirecto,.

Una manera de llevar a cabo la confirpacifn es mediante la
observacién del septo doliporo con la ayuda del microscopio
electrbnico de transmisibn y/o de ffbulas, en el caso de gue
se produzcan, en el microscopio Optico. Dichas estructuras
son caracteres finicos de basidiomicetes, por lo que la confir-
macién no asegura con un 100% el gue los micelios provengan de
una Amanita. Sin embargo, las probabilidades de cue un mice-
lio con doliporc aislado a partir de tejido interno poco dife-
renciado de una Amanita, es decir, el micelio de un basidiomi~
cete, no provenga de ella, son minimas.

a). La ffhula. Salvo algunas excepciones la ffbula se presen-
ta Gnicamente en el micelio dicariftico (Singer, 1986). La
seguridad en afirmar esto proviene precisamente de la fun-
cién que las fibulas cumplen durante el‘proceso de dicario
tizaci6n del micelio. (Fig. 2)

En los casos en que esta estructura no se presenta, la di-
cariotizacibn se lleva a cabo a través del poro del septo
entre las c&lulas.

El micelio gicaribtico se encuentra constituyendo la tota-

lidad del carpoforo y la fase vegetativa previa a su foy-
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macién. Por lo tanto, los micelios que aqui se describen
dado que se obtuvieron a partir de carpeforos, son dicarig

ticos.

Alexopoulus, 1980,

1. La ffbula se origiha como una ramificacibn corta cque sur-
ge a partir de uno de los extremos de una célula en creci
miento.

2. La ramificacibn se curva hasta que su extremo libre toca
la pared de la hifa. Simultdncamente los nficleos se divi
den y uno de los nlcleos, producto de la divisién migra
hacia el extremo de la fibula.

3. ILas paredes entre la fibula y la célula madre se disuel-
ven y se forman dos septos produciendo dos células dica-
ri6ticas conteniendo dos nficleos distintos.

FIG.2 Dicariotizacion por fibulacion.

e
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Existen especies cue no presentan ffbulas en el micelio
secundario ni en el terciarion., Sin embargo, en todos los ca-
sosen que se logra observar se trata del micelio dicaribtico
de un basidiomicete, lo cual constitﬁye un apoyo en la verifi~
cacién del origen del micelio,asi como de su condicién nuclear.

En Amaniéa, la presencia o ausencia de fibulas ha sido un
caricter taxonbémico de importancia menor (Bas;1969), mientras
aue en la caracterizacibén de cultivos constituye un caracter
diagnfBstico importante (Nobles,1965 Ver apéndice 1) siendo su
aparicién dependiente del medio de cultivo empleado (Watling,
1981).

Las fibulas pueden mostrar variaciones en su forma, pudien
do ser muy prominentes y con una perforacién central ("meda-
llion clamps", Largent, 1977), otras pueden ser recdondeadas y
aun otras adquirir formas m&s o menos rectangulares (Watling,

1981).

b). El gepto doliporo. EI1 primerc en llamar la atencién sobre

esta estructura fue Buller en 1933, siendo sus ohservacio-
nes a nivel de microscopio Sptico, por lo que no pudo es-
tar seqguro de si lo que cbserv6 en hifas de Rhizoctonia

solani, Coprinus sterquelinus y C. lagoous era en realidad

un artefacto, por lo que se limit$ a plantear la posibili-~
dad de que el septo de basidiomicetes podria tener una es-
tructura mds compleja que en otros grupos.

Posteriormente, mediante el empleo del microscoplo electrf
nico,Girbardt en 1958, ilustra por primera vez la estructu

ra fina del doliporo, siendo Moore y McAlear, en 1962,
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TABLA I Basidiomycetes en que se ha observado el doliporo

GENERO © ESPECIL
Agaricales

Agaricus bisporus
Agrocybe praecox
Amanita hyaroscoplca
A, muscaria

A. solitaria
Armillaria mellea
Coprinus lagopus

C. radiatus

C. stercorarius

C. truncorum

Favolus alveolaris
Lenzites saepiaria
Merulius tremellosus
Panaeolus campanulatus

P. Foenisecii

P. sphinctrinus
Polyporus betulinus
P, rugulosus

P. tomentosus

Poria latermarginata
Nematoloma puiggarii
Pholiota terrestris
Psilocybe mexicana
Stropharia rugosa
Volvariella bombycina

Schizophyllum commune

Aphyllophorales

Hericium coralloides
Inonotus

Onnia

Phellinus

Lycoperdales

Calvatia gigantea
Lycoperdon perlatum

Tremellales

Auricularia auricula
A. auricularis

A. fuscosuccinae

A. mesenterica

REFERENCTNA
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Berta y Vecco, 1976 b.
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A. poytricha

Calocera viscosa
Dacrumyces stillatus
Exidia glandulosa

Tremella foliacia
T.rhytidhysterii
Tremellodon gelatinosum
Tetragoniomyces uliginosus

Phallales

Clathrus cancellatus

Ustilaginales

Entorrhiza casparyana
Entyloma nymphae
Tilletia caries

27.

Patton y Marchant, 1978
"o [{]

Flegler, et al, 1976,

Moore, 1971.7

Patrignani, 1983.

Bezerra y Kimbrough, 1978.
Patrignani, 1983.
Oberwinkler y Bandoni, 1981,

Eymé y Parriaud, 1970

Deml y Oberwinkler, 1981,
Deml, 1977.
" n
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guienes lo caracterizan y bautizan con ese nombre propor=- -
cionando la primera reconstruccién,

Desde entonces a la fecha se ha constatado que esﬁa estruc
tura es un cardcter Gnico de basidiomicetes.

El hecho de gue se encuentre en todas aguellas formas en
las que la dicarjotizaci6n del micelio se lleva a cabo por
migracifn nuclear, y no en ninguna otra manera, parece in-
dicar que el doliporo juega un papel critico en eéte proce
so (Raper y Flexer, 1971).

La requlacibn de la corriente protoplasmitica, el paso de
organelos y la posible correlacifn entre estos procesos y
la fructificacitn del hongo, como funciones del septo do-
liporo, se apoya en varios estudios (Bracker y Butler,b1963;
Flegler et al, 1976; Giesy y Day, 1965; Moore y Marchant,
1972).

Como se observa en la tabla I, la distribucitn del septo
doliporo es muy amplia dentro de los basidiomicetes.; Se
encuentra presente en todos los holobasidiomicetes (aun en

los marinos como Nia vibrissa y Digitatispora marina,

Brooks, 1975), asi como en los fragmobasidiomicetes (Ure-
dinales, Septobasidiales y Exobasidiales) y hemibasidioml
cetes (Ustilaginales), seglin el nuevo esquema propuesto
por Khan y Kimbrough (1982) para reagrupar a los basidio~
micetes, tomando en cuenta la diversidad estructural de
los septos en este grupo de hongos, que al ser congruente
con un.gradiente de complejidad ha permitido establecer

correlaciones con otro indicador filogenético: el basidio.
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El'septo doliporo estructuralmente més comnlejo es el cue
se ha observado en holobasidiomicetes (Fig. 3}). En este
grupo, la pared alrededor del poro muestra una proyeccibn
acentuada y los parentosomas consisten en cisternas multi-
perforadas en forma de domo, gue contienen estructuras tri
laminares similares a la unidad de membrana. Otros paren-
tosomas se han reportado como presentando un recubrimiento
adicjonal de material fibroso o granular en la parte exte-
rior, en Agaricales. Esta descripcién ha de corresponder
con los septos observados en el presente trabajo.

El doliporo puede estar presente tanto en el micelio prima
rio (Giesy y Day, 1965), como en el micelio dicaribtico
del cuerpo fructifero y de la fase vegetativa (Bracker,
1967).

La presencia de esta estructura en nuestros cultivos ha si
do utilizada como evidencia en la confirmacibn del origen
de los mismos, como provenientes de un basidiomicete, con

probabilidades minimas de gque no sea una Amanita. Este

\,
~

procedimiento fue empleado ya por otros autores (Johnscon y
Preston, 1979) ante la imposibilidad de producir cuerpos
fructiferos en cultivo dada la condicién ectomicorricica

del género, para utilizar eso mismo como confirmacién,
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FIG.3
SEPTO DOLIPORO DE HOLOBASIDIOMYCETES

B8.... Botén o hinchazén de la pared transversal.
OR,.. Ocirsibdn del poro.

P,,.. Farentosona.

PT,.. Pared transversal.
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10S MICELIGS EN CULTIVC, LA MICORRIZA Y LGOS METABOLITCS SECUNDARIOS

Aislar y cultivar micelios de especies de Amanita, automi-
ticamente implica la obtencifn de un cepario., La importancia
inmanente de la constitucifn de este cepario en lo que se.re-
fiere a su funcifn como banco de germoplasma, a su aprovecha-
miento y a la investigacifn, confluye junto con la serie de al
ternativas y posibilidades de resoluciétn de problemas que al
enfrentarnos con el estudio de los honcoos, el género Emanita
nos plantea. EL producto de esta interacci6én din8mica, poten-
cialmente, nos brinda respuestas que necesaiiamente se revier-
ten en beneficio tanto del conocimiento de la Micologia, como
de otras ramas (Genética, Bioaguimica, etc.), para las cuales,
el cepario constituye una herramienta importante en la aplica-
cibén de sus conocimientos y desarrollo de sus procesos experi-
mentales. Al mismo tiempo, este conocimiento representa la po
sesibn y el dominio del Hombre, sobre un recurso natural con
ciertas caracteristicas biolbgicas muy especiales, cuya explo-
tacidén, hasta el momento limitada, promueve el aprovechamiento
Y la consérvacién no s6lo de las amanitas, sinc también de
otro recurso ecol6gica y econbmicamente muy importante: el bos
que, siendo el pueﬁte entre los dos, la micorriza.

lLa micorriza constituye una relacibn simbiftica entre las
hifas de cierto hongo y la rafz de una planta (Cooke, 1977}.

Se hé considerado que la mayoria de las especies del Géne
ro Amanita son ectomicorricicas obligadas (Bass, 1969) y que

junto con los géneros Boletus y Tricholoma, conforman a la ma

yorfa de los hongos ectomicorricicos (flarley, 1969). Los fr-
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boles involucrados en este tipo de asociacibn' son predominan- -

tes de zonas boscosas (Quercus, Pinus, Eucalvptus, etc.)

siendo incapaces de sobrevivir en comunidades competiﬁivas en
habitats naturales en ausencia del hongo.

Alguncs de los beneficios m&s importantes que la planta fg'
cibe de su simbionte, son el aumento en la solubilidad de mine
rales en<la tierra, incremento en la absorcién de nutrientes
{K,N,P), proteccibn de las raices en contra de organismos patd
genos, produccidn de hormonas vegetales de crecimiento por par
te del hongo, etc. El hongo a su vez recibe carbohidratos sim-
ples y nutrientes producto de la fotosintesis de la planta.

Las implicaciones que la micorriza tiene en cuanto a la es
tructuracibn, preductividad y equilibrio de los bosques, la si
tGa coﬁo un punto clave y que por lo mismo, ha sido objeto de
'un marcado interés dentro de la investigacifn, hecho que se ve
reforzado por la importancia econémica que los bosques repre-
sehtan. En dichas investigaciones el cultivo de micelios ha
jugado un papel importante desde la reproduccién "in vitro"
del proceso de infeccién del honge a la planta, hasta manio-
braé de reforestacién y la introduccién de plantas ex6ticas en
distintas regiones.

La prueba definitiva de si un hongo es o no micorricico,
coﬁsiste de una demostracifn experimental de su habilidad para
formar micorrizas con rafces del hospedero en cultivo puro.
Las condiciones asépticas son siempre anormales para el creci
-miento de émbos organismos, especialmente con respecto a la hu
medad, aereacibn, intensidad luminosa y condiciones de la rafz.

Asf, resultados negativos no demuestran que un hongo es inca-
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33.

Los resultados positivos, por el

contrario, deben ser aceptados como evidencia de la condiciOn

micorricica del hongo (Harley, 1969},

No obstante gue este método data de 1921 (Hacskaylo y Pal-

mer, 1955), hasta 1971 menos del 10% de los hongos que se supo

nen micorrfcicos habfan sido confirmados como tales (Haskaylo,

1971). En el caso de Amanita las especies confirmadas son:

ESPECIE
A. caesarea
A. citrina
A. frostiana

A. flavorubescens

A. muscaria

A. pantherina

A. rubescens

A. strobiliformis

A. verna

REFERENCIA
Hacskaylo y Palmer, 1955.
Vozzo y Hacskaylo, 1962,
Hacskaylo y Palmer, 1955.
Vozzo y Hacskaylo, 1962,
Bryan y Zac, 196l.
Modess, 1941,

Hacskaylo y Palmer, 1955,
Vozzo y Hacskaylo, 1962.
Hacgkaylo, 1951.

Por otro lado, el hecho de que géneros dentro de la Sec-

cibn Roanokenses, particularmente en su subseccibn Vittadiniae,

son reportadas ceomo creciendo en llanos, praderas y pastizales;

y la presencia de una especie no micorrfcica (A. nauseosa)

{Singer, 1986), hace evidente la posibilidad de que la genera-

lizacién que se ha establecido por mera suposicibn en cuanto a

la condicibn ectotrdfica obligada de las amanitas, tenga algu-

nas restricciones importantes.

La escasez de estudios al respecto realizadcs en el pals,

la importancia de Amanita como micorrfcico y la posibilidac de quea
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en algn momento cultivos de especies de este_género puedan
ser empleadas en la reforestacifn de bosaques mexicanos con es-
pecies de hongos mexicanos y gue para esto es Imprescindible
contar con las cepas apropiadas, han constituido un estimulo
importante en la realizacibn de este trabajo, cuya aportacibn
al respecto, por el momento, son los cultivos de cuatro espe~
cies, confirmados y caracterizados.

Otro caracter importante en Amanita f que convierte el es~
tudic de sus micelios en una fuente potencial para la produc-
citn de recursos es su capacidad para sintetizar varios tipos
de metabolitos secundarios. De ellos los que han captado el
mayor interés por parte de los investigadores son las toxinas,
ya sea por su carfcter alucinbgeno{&cido iboténico, muscimol,
bufotenina).o por su comportamiento como venencs mortales (ama
notoxinas).

Todas estas substancias actualmente constituyen herramien-
tas de investigacibn. Las primeras en estudios referentgs a
neurotrasmisores en sistema nefvioso central y los segundos en
estudios sobre la sintesis de ARN, asi como a su funcionamien-
to relacionado con la ARN polimerasa II de eucariontes, ya que
las amanotoxinas son inhibidoras de la accifn de esta filtima.
El cultivo sumergido sirve para la produccifn de metabolitos
secundarios siendo importanﬁe al aumentar su disponibilidad pa
ra guienes trabajan dentro de estas éreas:

Las amanitas productoras de ciclop&ptidos t6xicos que se

han logrado aislar: A. hygroscopica (Johnson y Preston, 1979),

A. verna, A. Tenuifolia y A. suballiacea (Stark, et al, 1973)

han sido incapaces de producir las toxinas en cultivo. Por
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6tro lado, cultivos sumergidos de Galerina (Benedict et El'
1966; Benedict y Brady, 1967) otro género productor de estas
substancias, han sido exitosos en cuanto a la produccién de
las mismas.

En cuanto a las toxinas neurotransmisoras, la bufotenina
de A. citrina ya ha sido producida en medio liquido (Fiussello
y Romano, 1982).

Dentro de los metabolitos secundarios cabe mencionar a los
antibibticos. No obstante que de los 2550 antibiéticos produ-
cidos por hongos que se hayan descritos, s6lo siete han mostra
do ser ﬁt;les, por lo que se producen a gran escala (penicili-
na, &cido fusidico, griseofulvina, vanotina, cefalosporina C,
fumagilina y sircanina) (Lowe y Elander, 1983), la btdsqueda de
nuevos antibifticos prosiqgue, intensificéndose cada vez més en
hongos superiores. La presencia de este tipo de metabolitos
secundarios parece ser bastante extendida en Agaricales. Ga-
rrido (1982) con 36 miembros de este Orden (ectomicorricicos y
saprobios) encontrd que 30 de ellos mostraron actividad anti-
bibtica contra uno o mis de los sigquientes patégenos humanos:

Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis y Escherichia coli.

Amanita ha sido probada en algunos casos de manera positiva
(Wilkins, 1954).

El término antibiosis no s6loc se refiere a la inhibicifn
del crecimiento de patégenos humanos, existen también fitopa-
tégenos, hongos en su mayorfa, siendo las substancias fungici
das o fungistiticas otro tipo de matabolitos importantes que
pueden ser producidos por micelios en cultiveo. Chaumont y Si-

‘meray (1983) reportan actividad antiffngica de amanita fudv:
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(contra Cytospora), A. Phalloides y A. porphyria (contra Fusa-

rium oxysporum, Graphium ulmi, Rhizoctonia solani y Stercum

purpureum)utilizando extractos de tejido de carpoforo.

Hasta ahora el micelio de Amanita no ha sido empleado en
la produccibn a gran escala de metabolitos secundarios, pero
sin duda al aparecer un procedimiento rentable en el futuro,

este aspecto de las amanitas serd un foco de interés importan-

te en la Biotecnologla.
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De lo cue hasta aqui se ha expuesto, podemos delinear el

siguiente escuema de aprovechamiento de los micelios en culti-

vo de Amanita:

1 Aislamicnto del micelio.

2 Establecimiento de cultivos puros.

3. Caracterizaci6n y confirma- URR
cién de las cepas. ULTRAESTRUCTURS
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LA CARACTERIZACION DE MICELIOS .EN BASIDIOMICETFS

Debido a la importancia econbmica de los honges lignocelu-
loliticos como destructores de cualquier tipo de construcci6n
de madera, asi como de madera almacenada y como pardsitos de
irboles maderables importantes, este grupo de hongos son los
primeros en ser sujetos al cultivo y caracterizacién de sus mi
celios, a finales del siglo pasado, siendo Brefeld quien den-
tro de los himenomicetes, aplica el cultive puro publicando
las primeras descripciones detalladas del micelio de algunas

especies, como Heterobasidion annosum, en 1876 (Citado por Stéi

pers, 1978}).

En paises ricos forestalmente como Canadd y Estados Unidos,
para principios de este siglo ya se contaba con grandes colec-
cidnes de cepas de hongos degradadores de madera, siendo David
son, Campbell y Blaisdell, en 1938, los primeros en sistemati-
zar la caracterizacién-de los micelios en cultivo dentro de
los basidiomicetes, utilizando para ello como caracteres, la
tasa de crecimiento y la reaccifn para la deteccibn de oxidasa
extraéelular, en agar con 4cido gilico y &cido t&nico, en el
estudio de 210 especies, encontrando que desde el punto de vig
ta taxonbmico la caracterizacién de los cultivos, en este gru-
po de hongos, era potencialmente Gtil. ‘

En 1942 Davidson, Campbell y Vaughn, establecen el primer
sistema de clasificacibn e identificaci6én de cultivos, incorpo
rando caracteres macroscbpicos del micelio dentro de la carac-
terizacibn, ademis de los criterios empleados por los anterio-

res.
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Posteriormente, Nobles (1948) expande el sistema de David-
son et al (1942) al incluir un n@mero méyor de especies en una
clave de identificacifn de cultivos, estableciendo al mismo
tiempo un método estandarizado para el estudio de los hongos
degradadores de la madera. El sistema de identificaci6n con-
sistia en asignarle a cada especie un c6digo formado por 11 df
gitos, cada uno de los cuales se referfia a un caracter diacnbs
tico significativo. Al disponer los c&digos numéricos en or-
den ascendente, se obtenfa una clave de identificacibn que den
tro de ciertos limites podia ser ampliada y perfeccionada.

El gran nmero de aislamientos que este autor maneja, la
diversidad de caracteres morfolfgicos (distintos tipos de fibu
lacidn, formacién de oidos y clamidosporas, especializaciones
hifales) y otros de tipo fisioclbgico (tipo de pudricifn, reac-
cifn con guayacol, etc.} y genético observados en sus cultivos,
le permite establecer correlaciones entre los carpoforos y los
cultivos, encontrando que muchos de los grupos de &stos segre-
gados mediante el uso de la clave correspondfan con la agrupa-
cibn taxondmica que con base en los caracteres del carpoforo
se habia establecido, hecho gue implicé el cuestionamiento de
la ubicaci6n taxonfmica de agquéllos grupos o géneros en los
gque dicha correspondencia no era observada. Nobles (1948,
1558 contribuye de esta manera a la mejor caracterizacibn
de micelios como una herramienta taxonémica importante, demos-
trando que algunos caracteres poseifan valor filogenético ele-
vado.

Posteriormente, la misma autora (Nobles, 1965) pensando'

que su clave resultaba un tanto artificial y gue no relaciona-
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ba suficientemente a los honcos de una manera. filogenética, la
reelabora, incorporando un mayor nfimero de caracteres y estruc
turada de modo cue los distintos aislamientos utilizados en la
identificacién fueran siendo searegados en grupos de especies
cercanas. Reincidiendo con —és fuerza en la filogenia de los
pliporfceos en 1971.

La elocuencia de las evicdencias aportadas por Nobles en
cuanto al significado de la caracterizacibén de cultivos como
marcador taxondmico y evolutivo ha motivado la adopcifn del es
quema de dicho autor por la mayoria de los investigadores que
se dedican al estudio de los micelios tanto de Aphyllophorales

como de Agaricales.
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LA CARACTERIZACION DE MICELIOS EN AGARICALES

"Hasta la fecha, en Agaricales, el micelio no ha sido em-
pleado en gran escala con fines taxonbmicos. WNo obstante cue
las diferencias en coloracifin, zonacibn, consistencia y manera
de crecer en cultivos estandarizados, como han sido empleadas
por Nobles (1958, 1971), deberian poseer valor diaonfstico"
{Singer, 1986).

Desde Davidson et al (1938) aparecen descripciones de cul-

tivos de algunos agaricales (Armillaria, Clitocybe, Ccllybia,

Hypholoma, Lentinus, Pleurotus) gue junto con los poliporéceos

dentro de la categorfa de "Hongos degradadores de la madera”
ocupaban un lugar muy secundario. Alounos de estos géneros
lignicolas vuelven a aparecer en los trabajos de Nobles, sien-
do asi los primeros cuyos cultivos se describen de una manera
sistemftica aunague con pocas implicaciones taxonfmicas.

Para 1971, afo en gue Nobles presenta su esquema filogené&-
tico m&s acabado, ya existen varios estudios en grupos especi-
ficos de agaricales principalmente en Boletaceae (Pantidou
1961 a, 1961 b, 1962, 1964; Pantidou y Groves, 1966, Pantidou
y Watling, 1970), Tricholomataceae {Miller, 1971), siendo es-
tas familias las que més extensamente se han caracterizado a
nivel de su micelio en cultivo. Otros estudios se refieren a
las caracterizaciones de grupos heterogéneos gue incluyen a va
rias familias (Semerdzieva, 1965} o géneros particulares como
Coprinus (Johnson y Jones, 1941), Panaeolus (Ola'h, 1969) cons
tituyendo los primeros intentos por adoptar la caracterizacién
de los micelios como herramienta taxonbmica.

En los afips siguientes, si bien de una manera lenta, se
produce la acumulacibn de datos descriptivos gue poco a poco,

incluyende a m&s génercos, han ido explorando la capacidad de
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diferenciacibn de los micelios, en este sentido son importan-
tes los trabajos de Pandidou y Watling (1973} con Boletus ama-
rellus; Campbel y Petersen (1975) con varias especies 'de Amani-
ta; Thielke (1978) con A. caesarea; Scurti (1982) con Panaeo-
lus; Bianco y Romondotto (1982) con varios géneros; Pantidou
et al (1983) y Miller et al (1983) que junto con varios agari-
cales describen los cultivos de algunas especies de Amanita, y
lMueller(1984) con varias especies de Laccaria.

Desde Nobles (1965), la mayorfia de los autores adopta su
método estandarizado en lo referente a terminologfa y tiempos
de incubacibn, variando los medios de cultivo. Otros, en su
bfisqueda por condiciones que permitan una mayor diferenciacibn
se apartan un poco m&s del esquema de diche autor. Por ejem-
plo, Miller (1971), al observar poco o ningfin crecimiento en
sus aislamientos al emplear una temperatura estandarizada de
25°C, recurre a la variacién de este parfmetro, encontrando
gue al emplear un rango de temperaturas m&s bajo (1.7-23°C) se
podfia estimular el crecimiento y la induccién de tipos celula-
res, incluso la fructificaci6tn. Entre los caracteres morfolé-
gicos que menciona se encuentran: clamidosporas, conidios, of-
dios, cistidios, cuerpos refractivos y fructificaciones anor-
males.

Pantidou, et al (1983) por su parte, exploran distintos me
dios de cultivo (papa dextroéa—agar, el de Hagem modificado
por Modess y el de malta modificado por Kauffman) observando
que ellpaﬁa—dextrosa—agar era el mds favorable en la mayoria
de las especies estudiadas, ya cue.estimula la diferenciacién

y el crecimiento,hecho gque se refleja en la diversidad morfo-
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16gica que presentan los micelios de las distintas familias
que tratan, siendo las mds relevantes: arfroconidios, distin-
tos tipos de fibulacidn, clamidosporas, hifas helicoidales, la
ticiferos y cuerpos refractivos. Estos autores, ademfs de va-
riar los medios de cultivo, emplean tiempos de incubacifn meno
res (20 a 30 dias) a diferencia de Nobles (1965) gque emplea 42
(6 semanas).

Actualmente no existe, aparte de Nobles (1965), un método
estandarizado adoptado universalmente para aquéllos que, den-
tro de Agaricales, se dediquen a este tipo de estudios, lo cual
aunado a la heterogeneidad de los g&neros investicados hasta
hoy hace imposible el establecer comparaciones y llegar a con-
clusiones taxonémicas firmes, que al demostrar la utilidaé de la
caracterizacién de micelios estimule a otros a emprender estu-
dios similares. Sin embargo, estos trabajos aportan datos, cu
ya acumulacién habr& de conducir en un futuro a establecer di-
cho método. Aparentemente la dificultad mds importante en es-
te sentido lo ha constituido la poca diferenciaci6bn de las hi-
fas, principalmente en hongos micorricicos (Laccaria, Mueller
1984; Amanita, Campbell y Petersen, 1975; PRoletaceae, Panti-
dou op. cit.) lo que en primera instancia impide un uso adecua
do de la clave de Nobles (1965) y por otro, la escasez de tra-
bajos extensivos que se refieren a un s6lo género, lo que ayu-
darfa a encontrar caracteres diagnésticos de géneros, familias

etc.
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CARACTERIZACION DE MICELIOS EN ANANITA

El estudfo mis extenso sobre Amanita, y el Gnico que exclu
sivamente se dedica al género, es el de Campbell y Petersen
(1975). En &éste se incluven las caracterizaciones de: A. ci-

trina, A. citrina var. lavendula, A. flavoconia, A. affin fla-

voconia, A. muscaria, A. polypiramis, A. rubescens, A. affin

strobiliformis y A. velatipes. Para ello emplean tres medios

de cultivo: Extracto de Malta-Agar (MA), Papa-dextrosa-Agar
(PDA), ¥ MA enriguecido con tiamina, e intentan la aplicacidn
de Nobles (1965).

Los tipos celulares que resaltan en las descripciones de
sus cultivos son: fibulas, basidios, c&lulas vesiculares, hi-
fas refringentes, hifas heliocoidales, blastosporas, células
lobosas y células profusamente ramificadas (Fig. 4). Ya que es
en PDA donde observan el mayor crecimiento y diferenciacién,
estos autores lo proponen come el medio de cultivo indicado
para llevar a cabo estudios similares, concluyendo que la taxo
nomia de cultivos es vilida como apoyo a la taxonomia clisica
en Amanita ya que en varios casos, mientras que la morfologia
y anatomia de los cuerpos fructiferos variaba muy ligeramente,
los caracteres de sus cultivos eran claramente distintivos, co
mo en el caso de A. citrina y su variedad lavendula. Sin em-
bargo, senalan, estas diferencias no se hayan codificadas en
Nobles {1965) y su codificacidn en otro sistema no fue posible,
ya que la caracterizacién de varios aislamientos de una misma
especie no eran consistentes, tanto en la tasa de crecimiento

como en los tipos celulares.
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Descripciones de otras especies se han reportado de manera
aislada: A, rubescens (Miller, et al, 1983), A. Muscaria (Jen-
kins y Petersen, 1976), A. caesarea (Thielke, 1978}, A. Ovoidea

y A. pantherina (pantidou, et al, 1983), correspondiendo la ma-

yoria de estas descripciones a micelios poco diferenciados. Se
menciona la presencia de vesiculas en cadena para A. rubescens

fibulas en A. caesarea y A. pantherina, y la produccibn de pig

mentos amarillos y agregaciones hifales parecidas a primordios
en A. caesarea. Por otro lado, de los micelios aislados de
Amanita que se han reportado, son pocos los gue han sido con=-
firmados en cuanto al origen del micelio. Salvo en los casos
de A. caesarea (Thielke, 1978), A. velatipes y A. sp affin

strobiliformis (Campbell y Petersen, 1975) y A. pantherina

(Pantidou, et al, 1983} donde se verifica el origen mediante

la observacibn de fibulas, todas las dem&s cepas carecen de €l.

Unicamente Johnson y Preston (1979) con A. hyqroscopica y

A. solitaria, lo hacen mediante microscopia electrénica del sep
to doliporo y su trabajo no se refiere a la caracterizacibn de
micelios.

Es indudable que una cepa micorricica cuyoorigen no ha si-
do confirmado, de alguna manera, le resta validez tanto al ais
lamiento como a los estudios en los que se le emplee.

Estudios sobre el micelio de dos especies de las inclufdas

en el presente trabajo, A. muscaria y A. rubescens, han sido

realizados por otros autores. En el apéndice II se reproducen
las caracterizaciones gue dichos autores han publicado con el

fin de facilitar la discusibn y comparacibn posteriores.



Fig. 1. FEyptee of frenita cultures. a. Clemp edunec-
tions. b, Encidle, ¢, gnerled, prefusely trancted
tyrhoe, d, VMerlkiforn hyphae. e, Fefringent hyytae.
f. Xelizceid hyrhae. g. Blastosyeres. h., Lobere cellr.
8. Arsniia alfin girobilifesTis. b, e, g8 A. ¢lirira
var. levcn!uln. e, A. citrina. d, b, A. cuscaria,
f. A selntiyes, - -

Fig., 4

46,

Tipos celulares observados por Campbell y Petersen, 1975.
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Siendo Campbell y Petersen (1975), la referencia mis cer-
cana en cuanto a que su estudio se refiere a diversas especies
de Amanita, y dado que Nobles (1965) constituye la Gnica refe-
’rencia en cuanto a un método estandarizado de cultivo, conside
ramos cque ambos trabajos son el punto de partida del presente
trabajo.

No obstante que los primercs senalan en sus conclusiones
gue el método'de Nobles no es adecuado para la caracterizacidn
de los micelios del género que nos interesa, los resultados
que mediante la aplicacibn de este método obtuvieron estos au-
tores, nos permitif, al reproducir el mismo con especies mexi-
canas, tener una referencia con que comparar nuestros propios
resultados, a la vez que, mediante la experiencia, nos permite
contemplar el problema "desde adentro"”, lo cue en un momento
dado es importante para plantear lineamientos gue, en un futu-
ro, conduzcan a una solucidn. Por el momento s8lo se analiza-
ré&n de manera preliminar, las estructuras obtenidas en la difg
renciacién de los cultivos estudiados, haciendo hincapié en
que, mas que la caracterizacibn, dada su incipiencia como he-
rramienta taxonémica, son las pruebas de interfertilidad, el
criterio mis préximo gque los cultivos ofrecen en la definicidn
de especies y que la conjuncidn de ambos con la taxonomfia clé-
sica promete hallazgos importantes en un futuro, que esperamos,

no sea muy lejano.
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OBJETIVOS

El aislamiento y caracterizaci6tn de micelios constituye
una primera fase, bdsica para desarrollar el nlanteamiento pro
puesto sobre el aprovechamiento de los micelios de Amanita
(p8g. 37). El presente trabajo pretende contribuir con esta
primera fase en lo que respecta al estudio de cuétro cepas co-

rrespondientes a cuatro especies: Amanita abrupta Peck, A. ge-

mmata f. gracilis Konrad y Maublanc (1925),A. Muscaria (L.;

Fr.) Pers. ex Hooker y A. rubescens (vers.; Fr.) S.F. Gray.

De los datos aportados por las caracterizaciones, intenta-
remos un anflisis preliminar acerca del significado taxonbmico
de algunas estructuras, comparando nuestros resultados con los
obteniﬁos por otros autores,

Elrfinalizaf el presente trabajo significa, ademés de ini-
ciar el estudio del micelio de amanitas mexicanas, la conserva
cibén del germoplasma de cuatro especies micorricicas que en el
futuro podrén ser aprovechadas.

Por orden de importancia, los objetivos de esta tesis son:
1). Aislar cuatro especies del género Amanita y cultivar su mi

celio para iniciar un banco de germoplasma de amanitas me-

xicanas.

2}. Caracterizar los micelios en cultivo,

3). Confirmar el origen de las cepas como provenientes de un
basidiomicete, observando el septo deliporo mediante la
transm%sién de electrones.

4). Con los datos obtenidos por la caracterizacibén de las ce-

pas mexicanas y los reportados por otros autores, discutir
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la posibilidad de emplear la caracterizacién como herra-
mienta taxonSmica dentro del género y definir el curso que
habrdn de seguir investigaciones pogferiores en el mismo
sentido.

Prbveer de una herramienta experimental a futuras investi-

gaciones que las requieran.



MATERIALES Y METODO




MATERIALES Y METODO

a). Condiciones de estexilidad., Dado el.carécter de este tra-
bajo, se requirié de una vigilancia permanente de las con-
diciones asépticas en todas las fases de esta investigacifn.
Desde la preparaci6bn de las cajas de Petri, hasta el momen-
to de llevar a cabo la caracterizacién de los cultivos, fue
necesario el mantenimiento de las condiciones asépticas lo
més posible cerca de la esterilidad.

En este cuidadc constante son cinco las fuentes de con-
taminacitn que se hubieron de tomar siempre en cuenta. A

saber:

1. E1 medio externo inmediato.

2. El medio de cultivo.

3. El equipo de laboratorio empleado.

4. La-persona que realiza el aislamiento y resiembras.

5. El1 in6culo mismo.

Al mismo tiempo, debido a gue parte del trabajo de labo-
raforio se verifict en dos lugares distintos, la manera en
que estas fuentes de contaminacifn fueron reducidas a un
minimo, varié en ciertos aspectos, auncue no de una manera
esencial, dependiendo de si nos encontrébamos en el campo,
donde se realizaba la obtencitn del inGculo; o en el labo-
ratorio en gue se practicaban las resiembras, mantenimien-

to y purificacibtn de los cultivos.

Obtencibn del inbculo. FEn lo cue se refiere a la primera

de las fuentes de contaminacién consideradas, lo ideal hu-
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biera sido el haber podido trabajar en un sitio destinado .
exclusivamente para la realizacibén de este tipo de investi
gaciones, es decir, una habitacifn cerrada en la éue pri-
varan condiciones de esterilidad, o un laboratorio de cul-
tivo de tejidos equipado con filtros de aire, termostatos
Y una campana de flujo laminar, todo totalmente desinfecta
do tal y como se describe en los manuales.

Desde .un inicio se desecho la idea de contar con un la-
boratorio como el antes descrito, pues no obstarte que en
la Facultad de Ciencias se pudiera disponer de alg@n espa~
cio con tales caracteristicas, la lejania del lugar de re-
coleccifn, la duracifén de las salidas de campo (tres o cua
tro dias) y el hecho de que la obtencién del inb6culo habria
de realizarse el mismo dfa en que el ejemplar era colectado,
esta opcibn resultaba inadecuada.

Asi, se decidi6 trabajar en el sitio mds cercano que
permitiera tener el control m&s adecuado nosible de las
condiciones ambientales externas gue posibilitara, si no
la esterilidad completa, ni mucho menos, si disminuir el
riesgo de contaminaci6n y por otro lado, obtener el inbcu-
lo el mismo-dfa en que se llevaba a cabo la recoleccibn de
especimenes., Este sitio lo constituyb el cuarto de un ho-
tel en el poblado mis cercano al sitio de recoleccibn.

Auncue un cuarto de hotel con camas, baho y quien sabe
cue tan limpio, dista mucho de la idea que se pueda tener
un labératorio estéril, por lo menos permite evitar las co
rrientes de aire y desinfectar las superficies inmediatas

a la mesa de trabajo.
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No se podfa considerar a toda la habitacién como "el la
boratorio", pues hubiera sido necesario desinfectar totale-
mente todas las superficies y evacuar el mobiliario. La
idea de "laboratorio" tenfa qué restringirse (afin mis de
lo que ya estaba al estar en un hotel) a un 8rea dentro de
la habitacifn gue procurara las condiciones més apropiadas.
En este sentido se siguieron los pasos cue a continuacibn
se enumeran:

1. Cefrar todas las puertas y ventanas con el fin de

evitar corrientes de aire.

2. Elegir el rincbn m&s alejado de superficies porosas,

tales como entrepafos, cortinas, etc., cue pudieran acu

mular polvo y, por ende, esporas de otros hongos.

3. Desinfectar la mesa de trabajo y silla con una solu-

cién de hipoclorito de sodio comercial y agua (1:2).

4, Los utensilios empleados en el aislamiento (dos agu-

jags de disececi6bn y un mechero) eran flameados con al-

cohol, después de haberlos limpiado con hipoclorito de

sodio, y colocados en el centro de la mesa, la cual era

cubierta con un pafio empapado en la solucibn desinfec-

tante.

5. En la mayorfa de los casos se dispuso de un aerosotl

desodorante ambiental, de cualcuier marca, con el cue

era rociada la atmésfera del cuarto para precipitar las

esporas que pudieran encontrarse flotando.

6. Esperar de 15 a 20 minutos para permitir dicha preci

pitacibn.
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7. Una vez dispuesto todo y empleando tapabocas, se pro-
cedia a el aislamiento. Para esto, sobre la mesa de
trabajo, se colocaban finicamente los utensilios necesa-
rios para la siembra del tejido en un ejemplar: dos ca-
jas de Petri por cada medio de cultivo, el mechero en-
cendido, dos agujas de diseccidén y un pequefio recipien-
te con alcohol, en el que se enfriaban las agujas des-~
pués dé ponerlas al rojo vivo.

El ejemplar se colocaba, en caso necesario, sobre la
mesa, pero fuera del &rea cubierta con el pafio, en la
cual, en su centro, se réalizaban todas las manipulacio
nes. Después de cada aislamiento el ejemplar era reti-
rado, junto con las cajas de Petri ya etiquetadas y se-
lladas.

Con estas medidas, el indice de contaminacifn permane-
cl6 m&s o menos constante en un 35%, e§ decir, de cada diez
cajas, tres o cuatro resultaban contaminadas. Siendé la ma
yoria de las veces el in6culo mismo, la fuente de contamina
cibn, especialmente en aquellos casos en los que se intent8
aislar ejemplares sin velo parcial cerrado.

En condiciones 6ptimas de trabajo el Indice de contamina
cibén aceptable, en aislamientos obtenidos a partir de ejem;

plares silvestres, es del 25% (Stamets y Chilton, 1983).

Resiembras y mantenimiento de cultivos. En lo que se refie-

re a las condiciones de higiene en el laboratorio en la ciudad hubo un con
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trol mds riguroso que en el campo, ya que se contd con un
sitio cerrado del que se tenia un control absoluto.

Al iniclar este estudio se adecud una habitacibn para
su uso como laboratorio, lo cual b?indﬁ las siguientes ven
Eajas:

1), Tener un sitio exclusivo destinado al cultivo de

micelios de Amanita.

2). Un laboratorio siempre limpio y cerrado. Unicamen=

te las personas relaciocnadas con este trabajo tenfan ac

ceso a €1 y las condiciones de higiene dependfan finica-
mente de ellas.

El laboratorio consisti6 Gnicamente de lo siguiente:
una mesa, una silla y una repisa.

El procedimiento para resembrar fue esencialmente el
mismo que para la obtencifén del inéculo.

Las cajas de Petri se limpiaban peri&dicamente con la
solucibn desinfectante. Aguellas cue habiendo concluido
el tiempo de incubacibn, eran trasladadas a la Facultad de

Cienclas para su caracterizacibn microscfpica, eran asimig

mo, desinfectadas antes de reintegrarlas al laboratorio.

Medios de Cultivo. En este estudio se emplearon: Extracto

de Malta Agar (MA) y Papa Dextrosa Agar (PDA), cuya compo-

sicibn es la siquiente:

Extracto de Malta Agar Papa dextrosa Agar
Extracto de malta -- 12.5 g, Papa macerada -- 200 g.
Agay =meommssoceme—e—— 20.0 qg. Dextrosa ---.--- 20 a.
Agua destilada - 1 1.
Agua destilada 11, Agar —s--m=—m——- 20 g.

(Nobles, 1965) (Wwatling, 1981)
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Ambos medios fueron enricuecidos con tiamina (25 p.p.m.)

segin indica Thielke (1978) para Amanita caesarea.

Modo de preparacién. En un matraz de 1 litro se vertfan

las dos terceras partes del agua junto con la papa o el ex
tracto de malta, siendo calentados en bano marfa hasta ob=-
tener ebullici6n moderada. Posteriormente, el agar disuel
to en la otra tercera parte de agua, era agregado conti-
nuando con el calentamiento hasta lograr una textura homo-
génea, una vez gue se hubieran intecrado todos los ingre-
dientes.

La dextrosa es anadida justamente antes de vertir el ne
dio en botellas de 500 ml., de boca chica y tapbn de roéca,
para su posterior esterilizacifn.

'La tiamina.se incorporaba al salir las botellas del au-
toclave.

Los medios de cultivo as{ embotellados, eran almacena-
dos hasta el momento de ser utilizades.

Esterilizacifn. Se llev6 a cabo en autoclave a 15 lb/pul2

durante 20 minutos.

vaciado. Al salir las botellas con el medio de cultivo
del autcclave, se dejaba un lapso suficiente para que la
temperatura disminuyera a 45°, aproximadamente, con el ob-
jeto de evitar. la excesiva acumulaci®n de aqua, producto
de la condensacifn de vapor, sobre la superficie del medio
de cultivo una vez que Este se haya sclidificado., Al su-
ceder esto Gltimo, las cajas se sellaban con cinta adhesi

va (masking tape) cuedando listas para su utilizacién en
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]
el campo.

El vaciado se realizaba ante el mechero y empleando el
paho con solucibn desinfectante, tres dfas antes de la re-
coleccibn. Dicho lapso con el fin de copstatar cue, efec-
tivamente, el medio de cultivo se encont;ab; estgrfi ;l mo
mento de abrir por primera vez las cajas, al no producirse
el crecimiento de ningGn tipo de organismo durante ese tiem
pc.

En un inicio se pens6 que el sellar las cajas sblo se-
ria necesario para el transporte de las cajas del laborato
rio al campo, y viceversa, perc el hecho de cue, afin con
todas las medidas de seguridad tomadas §ara evitar la in-
tromisibn de esporas y otros organismos dentro del labora-
torio, la presencia de contaminantes en los cultivos se ha
ciza evidente al pasar el tiempo, hizo obligatorio el traba
jar siempre con las cajas selladas. Se pens6 cue el creci
miento se veria afectado al disminuir la circulacién de
aire, pero que esto era preferible a nerder los aislamien=-
tos por contaminacién. Sin embargo, no se observarcn cam-
bios en la taza de crecimiento. Es posible gue el abrir
las cajas para su examen y para realizar las resiembras,
procurd a los cultivos el oxigeno suficiente, ademis de
que la cinta adhesiva no procuraba un aislamiento gaseoso

total.

Aislamiento. ' Todos los cultivos fueron aislados a partir
de tejidos de carpoforos frescos siguiendo la técnica des-

crita por Watling (1981), empleando como inéculos fragmen-
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tos de tejido productor de esporas (ldmina) y del cue se
halla en la Qnién del estipite con el contexto del pileo.

Para la obtencibn de los fragmentos de l8mina érimero
se retiraba el velo parcial cuidadosamente, tratando de no
tocar las léminas, ni con la aguja de diseccibn con gue ma
niQulamos el velo, ni con el velo mismo ya gue en su super
ficie externa, que se encuentra en contacto con el ambien-
te, pudiera haber esporas, hongos o bacterias contaminan-
tes.

Una vez retirado el velo, con otra aguja estéril se cor
taron fragmentos de léimina procurando que fueran de la par
te central de la misma. Si era posible, se retiraban va-
rios fragmentos al mismo tiempo para evitar abrir la caja
de Petri varias veces. Inmediatamente después de haber fi
jado el tejido a la aguja, €sta era acercada a la flama
del mechero, mientras que con la otra mano se tomaba la ca
ja de Petri acercindola a la flama para introducir el in&-
culo. La caja era abierta s6lo lo suficiente como para
que la aguja con el tejido pudieran penetrar al interior.

Una vez hgcho esto, se volvia a sellar la caja etigue-
t&ndola y retirfindola de la mesa de trabajo.

Posteriormente se procedia a abrir el carpoforo. Esto
se realizaba finicamente con las manos., Con el pulgar e
indice de ambas manos se fijaba el pilec y se procedfa a
partirlc simplemente abriendo el espacio entre las mismas.
No se usb ni navaja ni bisturf para cortarlo, ya cue se
trat6 de evitar acue el exterior del honno entrara en con-

tacto con el interior probablemente est€éril,
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Una vez expuesto el ;nterior del pileo se obtenia el
in6culo siguiendo el procedimiento descrito rara las l&mi-
nas, sblo que esta vez empleando el fejido del contexto
que se halla en la unibn con el estipite. Si el contexto
resultaba escaso o muy delgado, el in6culo se obtenia de
la parte interior del estipite situada en el &pice del mis
mo.

Siempre en una caja de Petri se colocaban varios frag-
mentos del mismo tejido con el fin de aprovechar toda la
superficie de la misma. Cuando el inbculo se sembraba en
tubo de ensaye se colocaban uno o dos fragmentos de tejido.

Como ya dijimos, los ejemplares elegidos para ser aisla
dos fueron los mds j6venes y que poseian el velo parcial
cerrado, hecho que nos brinda un tejido en crecimiento fac
tible de seguir desarrollindose en cultivo y que, lo mis
probable, se encuentra estéril en su interior.

El aislamiento se verificH siempre el mismo dfa en que

se colectaba el ejemplar, aproximadamente a las ocho horas.

Purificacibn. A partir del momento en gue se sembraba el
infbculo, las cajas de Petri eran sujetas a una vigilancia
permanente con el objeto de detectar cualguier cambio. En
este sentido podilan suceder cuatro cosas:
1. Que la porcibn de tejido germinara permaneciendo li-
bre de organismos extranos. En este caso se esperaba
el tiempo suficiente para gue las nuevas hifas se in-
crustaran en el agar y fuera posible la obtencibn de

inBculos para la resiembra.
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2. Que la porcibn de tejido germinﬁra pero cue al mismo
tiempo proliferaran otros hongos, levaduras o &caros.
Cuando esto sucedfa, ‘se procedfa a transferir él tejido
con o sin crecimiento a otra caja limpia, desechando la
anterior.

En el caso de encontrar &caros, la caja era manteni-
da fuera del laboratorio para no correr el riesgo de in
festar a los demfs aislamientos.

3. Que el inbculo fuera invadido por levaduras, larvas
de dipteros, hongos parfisitos, etc., presentes en el te
jido desde el momento de obtener el in6culo. En este
caso se aislaban las especies de hon¢os pardsitas para
su posterior identificaci®n,

.4. Que el inbculo permaneciera estéril pero sin manifes
tar crecimiento. En este caso el tejido se gquardaba

por tiempo indefinido.

e). Propagacién. Una vez purificados los cultivos se procedia
a resembrar en los dos medios de cultivo mencionados.

Primera resiembra. Se llevaba a cabo en dos cajas de

Petri por cada medic de cultivo para cada aislamien-
to.

Al cabo de cuatro semanas se elegfa una caja por ca-
da medio, aguélla que mostrara crecimiento mds vigo-
roso, para realizar la segunda resiembra.
Simulténeamente se observaba al microscopio con el
fin de registrar los tipos celulares presentes, ya

sea para constatar gue &stos se mantenian dentro de
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"lo esperado" o para detectar el deéarrollo de algqu-
na estructura caracteristica de otro grupo de hongos.
Cabe decir que los micelios, afin cuando mostraran to
das las posibilidades de ser'de Amanita, hasta que
no fueran confirmados por microscopla electrénica o
por la presencia de fibulas, seguirfan siendo "mice-

lios sospechosos”.

Sequnda resiembra. Del margen de una colonia de cuatro

semanas se obtenfa un cubo de agar de aproximadamen-
te 3 mm2, el cual era utilizado como inbculo vara la
segunda resiembra. Como en la resiembra anterior el
inéculo era colocado en el centro de la caja de Pe-
tri, empledndose cuatro cajas nor cada medio de cul-
tivo para cada una de las cajas elegidas de la prime
ra resiembra.

Transcurridas hueve semanas se procedia a la caracte
rizacibn y a la aplicacibn de la técnica de microsco
pia electrbnica para la observacitn del septo dolipo

ro.

Preservacifn. Al momento de hacer la segunda resiembra se
inoculaban tubos de ensaye con medio de cultivo con el fin
de crear un pequefio cepario o almacén de micelios. La ope
racidn se hacfa por tr.plicado por cada especie y en ambos
medios de cultivo, pensando en depositar tres juegos en
tres lugares distintos como medida de seguridad que impida
la desaparicibn accidental del aislamiento.

Estos tubos almacenadores se mantienen en refrigeracibn
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aproximadamente 4°C requiriendo resembrarse el micelio ca-
da tres o cuatro meses.

Ademés de las resiembras practicadas para la réalizacién
de las observaciones, se han hecho varias con el objeto de
dejar que lentamente se deshidraten a temperatura ambiente,
pensando que si permanecen viables €sta puede ser una ma
nera ée conservar el micelio. Asimismo, otros tres jueqos

de tubos'almacenadores permanecen sin refrigeracién.

Recoleccién y manejo de ejemplares. Con el objeto de reco
lectar especimenes de Amanita ogue nos pudieran servir como
fuente para la obtencibén de inbculos, se realizaron varias
salidas al campo que comprendieron localidades previamente .
exploradas, ricas en especies del género.

1. Teziutldn, Puebla. Bosgue mes6filo de montafa; bajo

Quercus crassifolia, Q. candicans, Alnus jorullensis

y Clethra mexicana (Aroche, et al, 1984)

Se recolectaron especfimenes durante las fechas cue
van del 21 al 23 de junio, del 25 al 28 de julio y
del 15 al 18 de septiembre de 1986.

2. Molango y Tlanchinol, Hidalgo. Bosgues mixtos de

Pinus-Quercus y mes6filo de alta montana, respecti-

vamente. Del 8 al 11 de agosto de 1986. -
3. Altotonga, Veracruz. Bosgue de Pinus sp. Del 19 al
20 de septiembre de 1986.
La descripcibn del material fresco se hizo siguiendo la
terminologia propuesta por (Scates, 1982).

El color de los basidiocarpos se determiné segln el ma
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nual de Methuen (Kornerup y Wanscher, 1978).

A cada ejemplar le era asignada una eticueta con un n-
mero congruente con la numeracifén de las papeletas en las
aue eran transcritas las descripciones en limpio.

Al tiempo en cue se describian los especimenes, se veri
ficaba la seleccibn de los ejemplares que habrfan de ser
aislados, a lo cual se procedf{a una vez completada la des-
¢ripeidny

En el momento de la seleccién los nfmeros que correspon
dfan a cada ejemplar, eran anotados en una libreta y, pos-
teriormente, en la eticueta de la caja de Petri.

Una vez descrito y aislado, el ejemplér era deshidrata—
do al calor de una parrilla eléctrica en una secadora espe
cialmente disefiada para tal efecto. Una vez seco, cada
ejemplar fue colocado en una bolsa de plistico junto con
la papeleta cue contenia su descripcién, la cual serfa com
pletada posteriormente al verificarse la caracterizacibn
microscdpica en el laboratorio.

-La descrivcibn microscdpica se realizb con base en las
técnicas de Bas (1969) y Largent et al, (1977).

-La identificacifn de los ejemplares seleccionados se
realizé siguiendo los criterios de Bas (1969),y Jenkins

(1986) .

Caracterizaci6n de micelios. La caracterizacién de los

cultivos fue macro y microscSpica, siguiendo los procedi-
mientos empleados por varios autores (Campbell y Petersen,

1975; Nobles, 1965; Pantidou et al, 1983, principalmente}.
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Caracteres macroscfpicos. Se tomaron en cuenta los siguien

tes: color, textura y tasa de crecimieﬁto de la colonia.
Esta filtima medida con base en el didmetro alcanzado en un
lapso determinado (9 y 16 semanas).

Se emple6 guayacol para la deteccifn de oxidasa extrace
lular (Singer, 1986).

Caracteres microsc6picos. Considerando la forma, el tama-

fio y el grosor de la pared celular, se registraron distin-
tos tipos celulares.

Para su descripcibn al microscopio f6ptico se obtenian
muestras de tres regiones de la colonia: zona de avance o
margen, zona media y zona central., Con una acuja de disec
cibn se obtenian pequenias porciones de micelio proyenien-
tes de varios puntos de las zonas antes citadas, procuran-
do gue estuvieran distribuidos uniformemente de modo que
los datos fueran representativos., Dependiendo del grado de
diferenciacién del micelio variaba el nmerc de puntos.

Dada la homogeneidad observada en el crecimiento de ca-
da aislamiento, y a la ausencia en la mayoria de los casos
de alglin tipo de zonacién en cuanto a caracteres "atfpicos",
que proliferaran en regiones o puntos anirquicamente dis-~
puestos, la caracterizacidn se efectub de una manera flui-
da y sin muchas dificultades, concordando la aparicifn de
tipos celulares con la edad del micelio, de modo que el
iniciar nuestras observaciones con el margen y finalizar
con el centro de la colonia, nos permitid apreciar la evo-
lucidn de la diferenciacifén de algunos tipos celulares es-

pecificos.
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Las preparaciones se efectuaban mediante un ligero
"squash", despufs de tefiida la muestra. En el caso del mi-
celio sumergido, después de eliminar el micelio aéieo, uno
o dos fragmentos que abarcaran al micelio incrustado eran
extraidos de otro fragmento mds grande (4mm) gue habia sido
cortado de la colonia.

El micelio aéreo se observaba después de esparcir los fi
lamentos con la ayuda de agujas y pinzas, de modo que el em
palmamiento de c€lulas no dificultara su observacidn.

Las preparaciones, temporales, se hacfan con agua, KOE,
rojo congo, Melzer y azGl algodén.

Una vez realizada la descripcibn de cada caja de Petri
(4 por cada medio de cultivo por cada especie) se procedid
a lé caracterizacién general del aislamiento y a la elabora
cién del cédigo‘de especie con el empleo de la clave de No-

bles (1965). '

Confirmacién de las cepas.

n

La observaci6n del septo dolipeoro con la ayuda del mi-
croscopio electrénico de transmisién electrénica, en el pre-
sente caso, se logr6 mediante la utilizacién de una técni-
ca muy difundida, empleada de manera rutinaria en la mayo-
rfa de los laboratorios de microscopia electrbnica y que
se encuentra desé}ita en libros de texto bésicos como Ha-
yat (1978) y Sjoéstrand (1967). Dicha técnica permite la
tincidn general de los componentes celulares. En resumen

consiste de lo siguiente:
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1. Empleando cultivos de PDA de 9 semanas se obtuvieron
pequefios bloques de agar y micelio de 1 mm2, aproximada
mente, en su base menor, cuadriculando toda la mata con
una navaja.
2. Los bloQues de tejido fueron fijados en glutaraldehi
do al 2.3% amortiguado a pH 7.3 con buffer de fosfatos
0.16 M durante 1 hora a temperatura ambiente.
3. Después de lavar con tres cambios de amortiguador se
post-£fij6 el tejido con tetrabxido de Osmio al 1% con
el mismo amortiguador, por 1 hora, a temperatura ambien
te.
4. Posterior a otro lavado con la solucibn "buffer” se
deshidrat6 con etanol en soluciones graduales hasta eta
nol absoluto.
5. Se incluyd el material en Epon 812 polimerizado a
60°C durante 24 horas.
6. En un microtomo manual "Sorvall" se realizaron cor-
tes de 60 nm aproximadamente, los cuales fueron coloca-
dos sobre rejillas de cobre cubiertas con unha membrana
de Formvar.
7: Los cortes se contrastaron con acetato de uranilo al
5% y citrato de plomo 0.3 M, lavando con agua destilada
antes y después de la tincién.
8. Las observaciones se realizaron en un microscopio

electrbnico modelo "EM 9" de la casa"Carl Zeiss".

El contrastado se hizo colocando la rejilla de cobre con

el corte scbre una gota de colorante dentro de una caja de



Petri con el fondo cubierto con mapel filtro.

Hasta el momento las cepas confirmadas son las gue se
reportan en el presente trabajo. Se han aislado micelios
que microsc6picamente corresponden a la morfologfa de Ama-
nita (células vesiculares, helicoidales, etc.) pero due
habr&n de considerarse como "micelios sospechosos" en tan-

to no se confirme su origen.



RESULTADOS
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Amanita abrupta Peck

Aislamiento Aa l: Ejemplar recolectado el 25 de julio
de 1986 en Teziutlln, Puebla. En
bosque de Quercus. Aislado a partir
de l8nmina.

C6digo de especie: 2.6,10.22.26.32,36.38.47,56,
(con base en Nobles, 1965. Ver apén
dice I).

CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS

Colonia en MA a las 9 semanas

a). Descripcibén macroscépica.- Los fragmentos de lamina germina-
ron exhibiendo finos filamentos hifales en toda su superficie.
Sin embargo, previamente al crecimiento filamentoso, las l&mi
nas' mostraron una turgencia o hinchamiento que terminé por
conferirle a las mismas una textura verrucosa, posteriormen-
te proyectando las hifas gue habrfan de invadir el agar a las
dos semanas de la siembra.

En las resiembras sucesivas el mismc fendmeno se presenta, ya
que el inb6culo aumenta de tamafio creciendo sobre si mismo en
forma rugosa, y no es sino hasta que transcurre un mes apro-
ximadamente, que inicia la produccién de micelio afreo, el
cual, a las nueve semanas presenta las siguientes caracteris-
ticas:

Disdmetro de la colonia de 15 a 45 mm. Micelio blanco, algo~
donoso, principalmente aéreo. Crecimiento homogé&nec y vigo-
roso, las hifas se extienden hasta 3 mm., aproximadamente,
sobre el agar. Margen uniforme. Sin olor. La prueba para
oxidasa extracelular fué positiva; al aplicar guayacol al mi

celio éste adquirid una coloracién vindcea en un lapso de tres
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minutos.
b). Descripcién microscépica.~ Hifas generativas sin ffbulas
presentando la siguiente morfologfa:

Zona de avance y zona media

i} Hifas filamentosas, simples, delgadas (1-2um), pared
fina, contenido homogéneo, en arreglos m8s o menos pa-
ralelos o entrelazadas unas con otras. En micelio aé-
reo.

ii) Hifas helicoidales de difmetro uniforme (2-3um), pu-
diendo observarlas individualmente formando "bulbilos”,
entre varias formando "nudos" o trenzadas en forma de
"zarcillos" (Fig. 5). En micelio a&reo.

iii) Filamentosas de 2-3um de diémetro, con pared delgada,
ensanch&ndose en el fpice (3.5-5um)} formando vesiculas
ovales; con gemaciones muy frecuentes con la misma for
ma. En micelio aéreo. (Fig. 6).

iv) Filamentosas de diametro variable, hifas de lpm que
repentinamente dan lugar a hinchamientos de hasta 3 y
4um. Dispuestas laxamente de manera intrincada. En
micelio sumergido. (Figs. 7 y 8).

v) Hifas simples, m&s gruesas (3-4um) con Spices ligera-

mente ensanchados. En micelio sumergido. (Fig. 1la).

Zona centro.- Ademés de las anteriores se observan:

vi) Células vesiculares de 5-7pm de didmetro, con forma
variable tendiendo a ser redondeadas, con paredes fi-
nas, contenido granular mis © menos homogéneo, forman
do cadenas de 5 a 7 células en segmentos terminales.

{Fig. 10). En micelio aéreo.
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" vii) Células moniliformes de 5-7 X 6~9 um con paredes refrin
gentes engrosadas ligeramente de manera irregular prin-
cipalmente en los puntos de uni6én con otras-células.
Desprendidas individualmente o unidas en cadenas cortas
de 2 a 3 cflulas, poco frecuentes. (Figs. 9 y 11 b). Eﬂ
micelio sumergido.

viii) Hifas de didmetro irregular de 2-5um. No existe unifor
midad en las formas aungue tienden a ser filamentosas;
con ramificaciones azarosas e hinchamientos desicuales.

En micelic sumergido son el tipo m&s comGn. (Fi¢. lic)

Colonia en MA a las 16 semanas

a). Descripcifn macroscbpica. Colonia de 20-55mm de didme
tro, igual que en 9 semanas.

b} . Descripcidn microscfpica. No se observan cambios en
la morfologia de las células, a excepcibn de que en la
zona central las células filamentosas se encuentran va-
cfas, observindose también un incremento en la frecuen-
cia de c&lulas vesiculares, como las anteriormente des-

critas, en las zonas media y central.



Fig.¢

Amanita abrupta. Cultivos en MA.

Fig.5. Hifas helicoidales en nudos o bulbilos. 1500 X.
Fig.6. Filamentos con dpices ensanchados en forma de

. vesiculas ovales. 1500 x.
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Fig.8

Amanita abrupta. Cultivos ep MA.

Figs. 7 y 8. Filamentos de difmetro variable con hinchamien-

!
tos y gemaciones. 1500 «.

7]



Amanita abrupta. Cultivos en MA.

Fig. 9. C&lulas moniliformes en cadenas cortas ([=).

1500 x.

Fig.10. c&lulas vesicul

cillos". 1500 x

ares e hifas helicoidales en "zar-

72.
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FIG. M
Amanita abrupta (MA)

L
10mm= 6ym

Fig.1l, Amanita abrupta. Cultivos en MA. a: hifas simples

con &pices ligeramente ensanchados, b: células moniliformes
con paredes engrosadas, c¢: hifas de di&metro y forma irregu-
lares.
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Colonia en PDA a las 9 semanas

Descripcifbn macrosc6pica. Didmetro de la Colonia de 10 a
55mm. Micelip algodonoso blanco, aéreo, alcanzando gran al-
tura sobre la superficie del agar hasta llegar a tocar 1la
tapa de la caja de Petri (9mm). <Crecimiento homogéneo, mar
gen uniforme, sin olor.

Como en MA hay una fase inicial de crecimiento rugoso.
Descripci6n microscbpica.

Zona de avance y zona media. PAdemds de los tipos celula

res observados en las mismas zonas en MA, se presentan las
células moniliformes como las descritas en ese medio para la
zona centro, asi como otro tipo celular nuevo:

i} Hifas anchas (4.5-6um) con hinchamientos seriados, re-
dondeados y simétricos, d8ndole una apariencia ondula-
da al contorno del filamento (Fig. 12a). En micelio aé
reo.

Zona centro. La mayorfa de las células son vesiculares

formando grandes masas y conalomerados junto con hifas de

forma'tortuosa o azarosa y difmetros variables, dando la apa

‘riencia de un seudotejido. Dentro de las c€lulas vesicula-

res encontramos los tipos antes descritos asi como otras que
representan un estado m&s avanzado de las hifas seriadamente
hinchadas que se observan en la zona media, ya que se puede
ver la gradacién que va desde hifas con ligeros ensanchamien
tos en serie hasta la formacibén de cBlulas vesiculares, y su
desprendimiento como células moniliformes al incrementarse

el tamafio de las mismas. Estas células monilifeormes son disg



a).

b).
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tintas a las observadas anteriormente, ya que su forma es sub
globosa, sus paredes delgadas y su tamano mucho mayor (12--

17am) (Fig. 12b).

Colonia en PDA a las 16 semanas

Descripcifn macroscépica. Ningln cambio a excepcibn del dif
metro que va de 30 a 90mm.

Descripcibn microscbpica. Aparte de los tipos antes mencio
nados, que en este caso aumentan su frecuencia en la zona me
dia y central, encontramos lo siguiente:

Zona centro. La textura del seudotejido es mis firme yw
las formas de las c€lulas mds caprichosas, mientras que en
el micelio algodonosc aparece un tipo celular nuevo: células
infladas de tres tipos.

ii) Pedunculadaﬁ, con la base ensanchada, presentando gﬁtg
las refringentes en el interior que tiende a estar va-
cfo. Tomando su longitud y su parte mis ancha, miden
de 12-23 X 23-34 um, de acuerdo al Q que resulta de es
tas medidas su forma varfa de elipsoides a cilindricas,
aunque son mds angostas en uno de sus extremos. Pueden
ser apicales o intercalares (Fig. 12¢).

iii) De 13.8 - 26 X 17-34 um (cortamente elipticas) y de 20~
21 X 30-34pm (elipsoides). Algunas con gdtulas refringen
tes, la mayorfa vacifas, con paredes arrugadas, raras ve
ces unidas a filamentos (Fig. 12d).

iv) CElulas infladas gigantesg (7-30 X 46-76 pm) de basili-

formes a cilindricas segln el Q; vacias, paredes arruga
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das. Desprendidas. Escasas (Fig. 12e).

OTRAS OBSERVACIONES

Después de las 16 semanas, de manera variable, el micelio ce
sa su crecimiento, languideciéndo el micelio aéreo. Sin embargo,
en ocasiones la mata contina expandiéndose hasta cubrir la tota
lidad de la superficie disponible.

En las resiembras sucesivas se nota una disminucién en la ta
sa de crecimiento en la mayoria de los casos. En ocasiones el
micelio crece r§pidamente sin pasar por la fase de crecimiento
rugoso. Asimismo, de manera inconstante se observa una zona de
difusibn alrededor del inGculo de color café a gris obscuro, en
PDA.

Varios cultivos se guardaron con el objeto de constatar la
posibilidad de que después de deshidratarse el micelio, éste vol
viera a germinar. Se ha podido observar, en cultivos de un ano,
la germinaci6én y crecimiento, permaneciendo los caracteres cons-
tantes.

La prueba con guayacol para oxidasa extracelular fué positi-
va, el micelio adqu{rié una coloracién vindcea a los cinco minu-

‘tos de la aplicacién del reactivo.

- e Eépto.doliporo‘observado'en el micelio corresponde con la

desq;ipcién del septo de holobasidiomicetes éue se hize en la

pég:29 . Todas las estructuras que se mencionan en la misma pue

[
. -t

den ser identificadas en las fotomicrografias cue muestra la fig.
13+ "La“Presencia del septo dodipord ¥ de lam célulds.infladas
confirman gue la cepa que ‘aqui se ha descrito, corresponde avﬁmg-

nita abrupta Peck.



FIG.12
Amanita abrupta (PDA),
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Fig. 13, Septo doliporo en Amanita abrupta. 22,000 x.
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ESTA TESIS MO DEBE
SAUR BE LA BISLIGTECA

Amanita gemmata f, gracilis Konrad y Maublanc (1925)

Aislamiento Ag 1l: Ejemplar recolectado el 25 de julio
de 1986 en Teziutl&n, Puebla, En
Bosque de Quercus. Aislamiento obte
r nido a nartir de 14mina, en PDA.
C6digo de especie: 2.6.26.32.36.38.47.56.

(con base en Nobles, 1965. Ver apén
dice I).

CARACTERIZACION DE LOS CULTIVOS

A los diez dfas de realizado el aislamiento se observé ger-
minaci6n de la porcidn de tejido. Sin embargo, durante dos me-
ses &ste no logrd invadir el agar, creciendo Gnicamente sobre el
in6culo en forma de finos filamentos, postrados, blancos y de po
ca densidad. Pasado este lapso el crecimiento se aceler6, el mi
celio invadif el agar como un finisimo terciopelo blanco, forman
do un anillo de crecimiento denso alrededor del in6culo, en el
que posteriormente desarrollé la misma textura. Once semanas des
pués del aislamiento, cuendo el micelio crecié 5mm alrededor del

centro, se practicarcn las resiembras.

Colonia en MA a las 9 semanas

a). Descripcibn macroscbpica. Didmetro de la colonia de 5-10mm.
Micelio principalmente sumergido, blancuecino, laxo, translG
cido, EI1 micelio aéreo sobresalif apenas del agar en forma
de una tenue peluza blancuzca, Margen irrecular, crecimien-
to lento.

b). Descripcibn microscédpica. Micelio indiferenciado consisten-
te de hifas filamentosas delgadas, simples, de 1 a 3um de
di&metro con gemaciones digitiformes finas y seudoffbulas o

brotes contiguos a septos, algunas veces mfiltiples. Puent:-



al).

b).

a).

b).

a).

b).
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plasmogémicos frecuentes.(Figs. 14 y 1l6e),

Colonia en MA a las 16 semanas

Descripcibn macroscbpica. Colonia de 22 a 30rm de difmetro.
Con las mismas caracter{sticas que para 9 semanas, a excep~
cibn de que en la zona central del micelio ya no es translQ
cido, siendo blanco, md&s denso.

Descripcibn microscfpica. Micelio casi totalmente indiferen
ciado a excepcibn hecha de la presencia de hifas helicoida-
les en forma de "zarcillos" o individualmente poco espirala
das. En ocasiones se observa material refrincente sobre la
superficie externa de la pared de aldunas hifas, asimismo,
el contenido de algunas células se muestra totalmente refrin

gente.

Colonia en PDA a las 9 semanas

Descripcibn macrosclpica. Colonia de 4 a 12mm de didmetro.
Micelio principalmente aéreo, como gamuza tersa, ffiamentos
muy cortos, crecimiento uniforme, margen regular.

Descripci6bn microscdpica. Filamentos simples de 1 a 3pum de
didmetro, frecuentemente formando zarcillos (Fig. 15). Bro

tes como los descritos para MA.

Colonia en PDA a las 16 semanas

Descripcifn macroscépica. Micelio igual que vara 9 sepanas.
Didmetro de la cclonia de 25 a 60mm.

Descripcifn microsclpica. Ademis de lo ya descrito para MA

y PDA de 5 semanas, en la zona central se observa lo siguien

te:



Tig. 14

Fig.15

Aranita gemmata t. gracilis. Cultivos en M2.

Fig. 14. Hifa delcada con gemacién digitiforme. 1500 x.

Fig. 15. Hifas helicoidales refringentes en forma de
varcillos. 1500 x.

81.
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i) Células con vesiculas pequefias -(3-4um) formando cade-
nas, céda célula por lo general presenta dos vesiculas
al estrecharse en el centro. Péredes delgadas, conte-
nido mids o menos homogéneo (Fig. 16a).

ii) Filamentos anchos (6-8um) formades por cé€lulas en for
ma de huzo, de pared delgada, con gﬁtula; refringentes
{(Fig. 16b}),

iii) Células de 20 a 25um de longitud, con contenido refrin
gente de color amarillo (en agua y KOH}, con hinchamien
tos seriados de didmetro variable (3~8um), Terminales
y unidas a filamentos mucho mds delgados (1.5um) {Fic.
l6c).

iv) Células de forma irregular y di&metro variable, con hin
chamientos en células larcas (27-40 pm), pared delgada,

contenido poco vacualizado (Fig. 16d).

OTRAS OBSERVACIONES

DespuBs de las 16 semanas existe un lapso (30 dias aproxima~
damente) en el que el crecimiento continGa uniformemente; luego,
Este puede suspenderse permanentemente o continuar de manera in-
termitente form&ndose anillos de micelio de mayor o menor densi-
dad alrededor de la mata.

En las resiembras se nota un aumento en la tasa de crecimien
to.

El micelio parmanece viable al hﬁo de edad sin cambios apa-
rentes en su morfologia.

La prueba con guayacol para la deteccifn de oxidasa extrace-

lular fue positiva.
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CONFIRMACION DEL AISLAMIENTO

La estructura del septo doliporo cbservado (Fig. 17) corres-

ponde a la de holobasidiomicetes, lo cual confirma que la cepa

antes descrita corresponde a Amanita gemmata f. gracilis. Kon-

rad y Maublanc (1925).
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FIG.168

Amanita gemmata f. gragilis

L}
10mm = 6ym




17. Septo doliporo en Amanita gemmata £. cracilis. 99,000 x.

"G8
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Amanita muscaria (L.; Fr.) Pers. ex Hooker.

Aislamiento Am 1: Ejemplar recolectado en Altotonoa,
Veracruz. En bosque de Pinus sp.
El 19 de septiembre de 1386. Ais-
lamiento obtenido a partir de lémi
na, en PDA, -

C6digo de especie: 1.3.10.26.32,36.39.47.56 (con base en
Nobles, 1965, Ver apéndice I}.

Colonia en MA a las 9 semanas

a). Descripcibn macroscépica. Di&metro de la colonia muy varia
ble, de 12 a 60mm. Micello principalmente sumergido, laxo,
con.crecimiento mis o menos uniforme. Se presenta micelio
aéreo en la parte central, blanco como fieltro, laxo, elevin
dose escasamente sobre el agar. El micelio sumergido es
blanquecino y transltGecido.

b). Descripcifn microscbpica.

Zona de avance. Hifas generativas delgadas (1-2pm); paredes

finas la mayorfa hialinas con algunos gr@nulos obscuros o re
fringentes; algunas con contenido totalmente refringente en
preparaciones con agua y KOH (Fig. 18); poco fibuladas, fi-
bulas en medallén ("Medallion clamps"; Largent, 1981).

Zona media y zona central. Hifas generativas, frecuentemente

fibuladas., De cuatro tipos morfolbqicos:

i) Simples de 1 a Zum de didmetro. Algunas veces presen-
tan c€lulas vesiculares intercalares de 4-5um (Fig. 19)
casi esféricas, individuales.

ii) Filamentosas simples de 3-4um, con paredes delgadas.
iii) Cé€lulas moniliformes de 9 a 16um de di&metro, redon-

deadas, algunas con grinulos refringentes, otras apa-
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fentemente sin contenido, Muy escasas, se encuentran
desarticuladas. (Fig. 20). |

iy) Hifas helicoidales delgadas (1-~2pm), con paredes finas,
generalmente en forma de zarcillos; se pueden observar
también‘de manera individual con espiralizacibn laxa,
(Fig. 21).

v) Hifas de didmetro variable formadas por c&lulas gue pre
sentan un segmento recto de 3-4um, y otro en el que se
ensanchan bruscamente (7.6-9um) ¢ de manera sinuada

(4.6~6um). En micelio sumergido.

Colonia en MA a las 16 semanas

Descripcibn macroscbpica. Didmetro de la colonia de 55-90mm.
Igual a la descripcibn hecha para nueve semanas a axcepcién
de que la zona central de micelio aérec se ha expandido de
Smm (9 semanas) hasta llegar a medir de 15 a 35mm en su did-
metro, ademds de que se ha desarrollado una coloracién lige-
ramente ocricea al revés de la caja de Petri en el centro de
la mata.

Descripcibn microscodpica.

Zona de avance, Hifas de tres tipos morfolboicos:

vi) Filamentos de di&metro uniforme (3.06pm), formados por
~células con uno de sus extremos ligeramente ensanchado
y redondeado, sin fibulas, pero presentan seudofibulas
de una manera constante. Contenido granular poco den-
so, células apicales ensanchadas. (Fig. 22b).
La unién entre las células son del tipo 1 y 3, (Fig.

22n) .,
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vii) Filamentos de c€lulas cue muestran hinchamientos brus-~
cos (7.6-9.2um) o sinuados (3.8-6um), siendo el difme-
tro normal de la hifa de 3 a 3.8um aproximadamente.
{(Fig. 22a). La unién entre las células de los tipos 2
y 3 (Fig. 22n).

viii) Cé€lulas vesiculares con uno o dos hinchamientos conti-
nuocs, uno mis grande (7.6 a %,2pm) y otro mis pequeiio
(4.6 a 5.4um} tendiendo a formar cadenas de dos a cua-
tro células; de paredes delgadas y contenido homoaéneo,
granular (Fig. 22cj}.
Los tres tipos celulares se presentan en micelio sumergido.
El micelio afreo es muy escaso o ausente, estando compuesto de

hifas filamentosas simples y delgadas (1.5um), poco fibuladas.

Zona media. En el micelio aéreo hifas filamentosas de tres
tipos:

ix) Delgadas (1;1.5um), sin contenido celular, formande con
glomerados al entrelazarse unas con otras.

%) Helicoidales, delgadas (1.5um), individuales poco espi
raladas, en zarcillos o creciendo alrededor de tipos
celulares m&s grandes.

xi) Gruesas (3-5.4um), poco ramificadas, uniformemente ci-
lindricas, en arreglo paralelc y denso. Contenido ho~
mogéneo, refringente, frecuentemente fibuladas y con
seudofibulas dando origen a ramificaciones (Fig. 22c).

En micelio sumeraido se cbservaron:
xii) Filamentosas de 3 a 5.4pnm de difmetro con tipo de unién
3y 4; en azul algodén ei contenido finamente granular

con un cuerpo planc de forma estrellada adherido al in
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terior de la pared que se tifie mds densamente (Fig.22k).
Células alargadas de didmetro uniforme 3pm) con ambos
extremos ensancﬁados ligeramente dando la apariencia de
"huesos" o "falanges", en cadenas, contenido homogéneo
ligeramente refringente (Fig. 224).

Células vesiculares orandes de 7.6-12,2 X 12.2-26um de
forma variable, pudiendo ser de mis o ménos elipticas

a clavadas, en cadenas o sclas intercalarmente. Frecuen
temente fibuladas (Fig. 22e).

Vesiculares de 15,3-18.4 X 18.4-21.4pm con contenido
granular y vacuolizado. En cadenas cortas o intercala
res de manera individual (Fig. 22f),

Células infladas apicales, vacias con la pared arruga-
da, de 15-20 X 23-28um. Poco frecuentes. En micelio
aéreo. (Fig. 22h), '

Células alargadas con di&metro ligeramente irregular
caracterizadas por poseer en unc de sus extremos una
lobulacién que les confiere forma de "calceta". En su
extremo mds ancho midiendo de 10.7-14um mientras cue

en el mis estrecho de 5 a 6um. El extremo lobulado se
une a la cé&lula siguiente segln el tipo 4 (Fig. 22n)
mientras que el otro mediante el tipo 2. Se localizan
aisladas intercalarmente. Su contenido es granular y
moderadamente vacuolizado (Fig. 221},

Células vesiculares de reniformes a faseoliformes, mi-
diendo de extremo a extremo de 20 a 30pm (el segmento
de recta que une las puntas del arco) y de 9.18 a

12.24pm en su didmetro mayor. Puede encontrirseles in
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dividualmente conectando dos cé&lulas, de manera aisla-
da, o en zonas en gque se hacen muy frecuentes, apicales
e intercalares, formando conalomerados densoé junto con
otros tipos celulares (Fig. 22Zm).

xix) C8lulas vesiculares cortas (6.12 X 7um) en forma de
"barril" frecuentemente seudofibuladas, intercalares,
solitarias (Figs. 221 y 221).

xx) Células de forma azarosa formando uniones entre distin-
tos tipos celulares.

Zona central. Todos los tipos celulares mencicnados para la

zona media los encontramos en la central, siendo en esta Gl-

tima mds frecuentes las células interconectadoras de formas
caprichosas, asi como mayor la densidad del micelio. Ademis
de ios anteriores, se presentan los siguientes tipos:

xxi) CE&lulas infladas de subglobosas a fusiformes, grandes,
de 15.3 a 24.5pm las primeras y de 12,.24-20 X 21.4-32um
las segqundas. Unidas en pares o individualmente desar-
ticuladas, raras veces unidas a filamentos, cuando esto
sucede, las células adyvacentes son mucho més estrechas
y se encuentran muy vacuolizadas o totalmente vacias.
En micelio aéreo {Fig. 227).

En micelio aéreo es frecuente la presencia de filamentos que
han perdido su contenido al mismo tiempo que se observan hifas
jOvenes coﬁ gemaciones, asi como los tipos antes mencionados.

En el micelio sumergido se presenta la estructura de un seudo-
tejido formado por células tanto maduras y senescentes (vaclas),
como indiferenciadas. Los tipos celulares se interconectan unos

con otros directamente o mediante células amorfas, siendo estas

Gltimas muy frecuentes.



Amanita muscaria. Cultivos en MA.

Fig. 18. C&lula refringente intercalar. 1560

P

Fig. 19. C&lula vesicular intercalar con grin:los
refringentes. 1500 x.
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Amanita muscaria. Cultivos en MA.

Fig. 20. célula méniliforme, desprendida. 1500

Fig. 21. Hifas helicoidales en zarcillos. 1500 x,

92,
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Amanita muscaria {MA)

FIG.22
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FIG.22 (cont.)

Tipos d» union entre cetulas




a).

b).
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Colonia en PDA a las 9 semanas

Descripcibn macroscéﬁica. Diémetro de la colonia de 25 a

40 mm. Micelio blanco, compacto, de afelpado a algodonoso,
principflmente aéreo. Crecimiento y margen uniformes. Al
reverso de la caja de Petri se observa en el centro una colo
racidn obscura caf€ grisisea de 15 a 20 mm de difmetro.

Descripcidn microscépica. En la zona de avance hifas genera

tivas filamentosas, de 1 a 3um de didmetro, consistentemente

fibuladas, paredes finas, frecuentemente con contenido refrin

4

gente.
Zona media. Hifas de cuatro tipos morfolbgicos:
1) Hifas delgadas (1-3pm), frecuentemente fibuladas, con
células intercalares vesiculares de 3-4pm de didmetro
y contenido refringente. En micelio aéreo:

ii) Filamentosas mds anchas, de 3-4um de difimetro. Fibula
das (Fig. 23b).

iii) Helicoidales en zarcillos, delgadas {i-4um). En mice-
lio aéreo.

iv) Células moniliformes grandes de 16 a 20pm de diémetro,
mds o menos globosas, escasas y desprendidas. $Sin con
tenido o con grénulos refrinoentes y la pared ligera-
mente engrosada.

Zona central
v) Hifas filamentosas de una micra de espesor, sin conte-
nido celuiar, o con una luz muy delgada, paredes re-
fringentes y ligeramente encrosadas de manera irregu-
lar.

vi) Filamentosas de 2 a dnpm de difimetro con brotes y cenos:
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ciones frecuentemente. fibuladas.
vii) Hifas lobuladas en forma de "calceta" como las descfi-
tas anteriormente en la colonia en MA. Poco frecuentes.
viii) Hifas contorsionadas, sin contenido, con la pared re-
fringente ligeramente engrosada, ramificadas dendriti

camente (Fig. 23f).

Colonia en PDA a las 16 semanas

Descripci6n macroscbpica. E1 difmetro de la colonia de 40 a
90mm, igual que en 9 semanas. La zona obscura al revés de
la caja de 25 a 35mm.

Descripcibn microscépica.

Zona de avance. En micelio afreo, las hifas son filamento-

sas, muy poco ramificadas, con difmetro completamente unifor
me tanto en la hifa individual como entre varias hifas (3um),
las células miden 150um o m8s dé largo; son consistentemente
fibuladas, de contenido homogénec y paredes delgadas (Fig.
23b).

En micelio sumergido encontramos los siguientes tipos morfo-
16gicos:

ix) Hifas filamentosas como las anteriores, peroc se unen
unas con otras segfin el tipo 3 (Fig. 22n), ya cue los
extremos de las células se encuentran ligeramente en-
sanchados de tal manera que uno de ellos es simétrica
mente redondeado mientras gue el otro se ensancha s6-
lo hacia un lado. Este es el tipo celular mis comfn
(Fig. 23a).

x) Hifas en forma de falange o "hueso" similares a las

descritas para MA,
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Hifas con un extremo lobuvlado en forma de "calceta" co

mo las observadas en MA. Poco frecuentes.

Zona m

avance

este ¢

Xii)

xiii) -

xiv)

Xv)

xvi)

xvii)

edia. Los tipos celulares mencionados para la zona de
se presentan aqui también, siendo caracterfisticos en
aso, los siguientes:
Filamentosas delgadas sin contenido, formando redes in
trincadas y densas.
Filamentosas gruesas de 6 a 7pm, cilindricas, con pa-
red delgada y contenido heterogéneo y vaculizado,
Cé€lulas vesiculares apicales, elipsoides, de 7.6-9 X
12pm. Contenido homogéneamente cian6filo, refringente
en KOH en un inicio, después heterogéneo en distintos
grados de vacuolizacién y de pérdida de material, ha-
biendo algunas totalmente vacias, las més grandes. La
célula a la que se encuentran unidas por lo general va
cia y de 4.5um de ancho. (Fig. 23c¢).
Células fusiformes en filamentos, con paredes ligera-
mente engrosadas. Didmetro de 27-33 X 7-9um.
Células hinchadas mds o menos rectangulares, formando
filamentos de 6-9um. Contenido de finamente granular
en azul algodbn a vacuolizado o ausente. La pared mues
tra arrugas al irse perdiendo el contenido. En un mis-
mo filamento pueden encontrarse estas gradaciones hasta
encontrar segmentos totalmente vacios. La pared engro
sada de manera regular (Fig. 23d}.
Células infladas de 15-17 X 20-25um, con paredes arru-
gadas, sin contenido, apicales, intercalares o despren

didas. De subglobosas a cilindricas y amorfas (Fic.

23e).
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xviii} Células de formas azarosas, tamanos variables y ramifj
caciones caprichosas (Fic. 23f).

Zona centroc. El micelio aéreo casi totalmente formado por
células sin contenido, generalmente filamentosas e infladas,
Los tipos que permanecen con contenido son filamentos en
crecimiento, con fibulas y seudofibulas, siendo menos fre-
cuentes.

En micelig sumergido, igual nfimerc de cé€lulas vacfas y lle-
nas entremezcladas, de formas caprichosas extremas, asi co-
mo contrastes entre dimensiones e hinchazones, cuyas uniones
casi de manera constante presentan lo que parecerfa un doli-
poro.

Los tipos celulares mencionados para las zonas anteriores se
presentan en menor frecuencia, a excepcidn hecha de las célu
las infladas que en esta zona son mds frecuentes aunque con
formas irregulares e indefinibles. La estructura del mice-~
lio es seudoparenquimatosa (Ver apéndice I, No. 10} aun cuan
do no se observa coloracién en las paredes como en A. rube-

scens.

OTRAS OBSERVACIONES

En las resiembras sucesivas se observé incremento de la tasa
de crecimiento. En varios casos el micelio predujo una zona de
difusidn (en PDA) de color rosado, la cual se expénde en todo el
agar.

Después de un afic el micelio continGa siendo viable, germinan
do en todos los casos.

No se detect6 la presencia de oxidasa extracelular.



99.

CONFIRMACION DEL AISLAMIENTO

La descripcifn anterior aporta como evidencias para la con-
firmaci6n de la cepa la presencia de fibulas y de las células
infladas.

Esto aunado a la observacin del septo dcliporo estructural-
mente mds complejo dentro de basidiomicetes (Fig. 24), deja po-
cas dudas sobre la identidad del micelio. Pcdemes decir que los

cultivos aqui descritos pertenecen a Amanita muscaria (L.; Pr.)

Fers. ex Hooker.






A, g

Fig. 24, Septo doliporo en Amanita muscaria. 78,000 x.

“T0T
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Amanita rubescens (Pers. Fr.) S.F. Gray.

Aislamiento Ar 1: Ejemplar recolectado el 25 de
julio de 1986 en Teziutlé&n,
Puebla. En boscue de Quercus
sp. Obtenido a partir de teji-
do de contexto. En PDA.

Cc6digo de especie: 2.6.10.22.26.32,37.39.47.56.

Colonia en MA a las 9 semanas

a). Descripecifn macroscbpica. Didmetro de la colonia de 5 a 8mm.
Micelio principalmente sumergido+en un inicio blanqueciné y
posteriormente de color carne a café rojizo obscuro. El mi-
celio aéreo muy tenue y laxo como una pelusilla blanquecina
a color crema. Crecimiento lento e irregular, formindose zo
nas m&s densas en cuanto a micelio y coloracifn, correspon-
diendo éstas al centro. Hacia la periferia, el micelio se
hace m&s difuso siendo translGcido y blanquecino, totalmente
sumergide. Margen irregular y difuso.

b). Descripcién microscdpica.

Zona de avance. Hifas principalmente filamentosas, c&lulas

vesiculares poco frecuentes. Se presentan los siguientes ti
pos:
i) Hifas germinativas delgadas (1-2pm), simples terminan-~
do en punta (Fig. 25a).

ii) Hifas gruesas (3-4um) con pared delgada y dos tipos de
septo uno fino y otro ancho y refringente de aproxima-
damente lum. Algunas células apicales con contenido
homogéneo y refringente (Fig. 25b).

iii) Hifas helicoidales delgadas (1-2ym) en zarcilles, espi
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ralau.s individualmente o formando nudos (Figs. 26, 27
y 28).
Zona central.

iv) Filamentosas gruesas de 3-4um, simples, frecuentemente
con células esféricas intercalares, unas de 4—$um éoﬁ
pared delgada y otras mds grandes (6-7um) con paredes
ligeramente engrosadas y refringentes (Fig. 29).

v) Cé&lulas vesiculares formando cadenas cortas de dos o
tres células con paredes refringentes separadas unas de
otras por un septo grueso (lum) y refringeyte. Poco
frecuentes (Fig. 25c¢}.

vi) C&lulas moniliformes de 7-15um desprendidas, con pared
delgada, contenido desde granular hasta ausente. Esca-

sas (Figs. 30 y 31).

Colonia en MA a las 16 semanas

Descripci6n macrosc6pica. Didmetro de la coclonia de 10 a 25mm.
Las zonas en que el micelio es més denso se elevan sobre el
agar, como parches planos o "mesetas" de 2 a 4mm de didmetro
siendo redondeados y compuestos de tejido compacto de color ca
fé rojizo obscuro. El aumento en el difimetro de la colonia
compuesto de micelio Qumergido, blanquecino, laxo, translGci
do, dando la apariencia de vaho. Unicamente el centro presen
ta micelio aéreo en forma de filamentos dispersos como peluza,
blanquecina o cremosa. Margen irregular.

Descripecifn microscbpica.

Zona de avance.

vii) Filamentosas de 4.5-6um de difmetro, con seudoffbulas
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anchas (4.5mm) (Fig. 25e).

Células intercalares homogéneamente refringentes de
color amarillo con didmetro de 3 a 9um, generalmente
cilindricas, otras vesiculares de forma irregular
(Fig. 25f).

Células apicales en forma de "raqueta"; Miden 9.2 X
10.7am de manera constante. Contenido Homogéneamen-
te refringente, pared ligeramente engrosada. En su
unién con el filamento presentan un segmento recto de

6.lum de largo (Fig. 25g).

Zona media.

X}

x1i)

Xii)

Filamentos contorsionados formados por cé&lulas de 7-
10um cde didmetro, no ramificadas, con gftulas refrin
gentes 0 con un cuerpc refringente homogéneo en el
centro de la célula (Fig. 25m).

Células con lobulaciones, intercalares de 4-5pm de
grosor {Fig. 25i).

Vesiculares fusiformes, intercalares, solitarias o
en cadenas de tres a seis cé&lulas, niden de 6-8 X

12-17um (Fig. 25j)

Zona centro.

xidii)

xiv)

Células en forma de ragqueta mds grandes (13-15 X 17-
18um) con paredes arrugadas y contenido refrincente
en gtulas. Frecuentemente con brotes o gemaciones.
Otras sin contenido. (Fig. 25h),

Hifas vesiculares de %-15 X 10-20um con contenido

refringente en gGtulas., Desarticuladas o unidas por
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segmentos rectos entre si, en pares.

xv) Vesiculares en trfadas, formando un conjunto de forma
arrifionada, gue se observ6 siempre desarticuiado (Fig.
25k) .

xvi) Células infladas, hialinas de 12-15(21) X 12-17(23)pm,
desarticuladas, individuales o en pares., Generalmen-
te sin contenido, algunas con gotas refringentes
(Fig. 251).

En las zonas de tejido m&s densco y m&s viejas, existen ade-
més de los tipos mencionados en la zona centro, otras, de for-
mas azarosas, siendo mayoritarias, principalmente vesiculares
con contenidos variables, siendo frecuentes las cue poseen re-
fringencia homogénea y en forma de‘agregaciones de gfitulas, en
tremezcladas con cé&lulas cuyo contenido ha desaparecido y de
paredes engrosadas de manera irregqular, las cuales muestran una
coloraci6bn de amarillo a café obscuro (en acua y KOH)}, En es-
te seudoparénquima (Nobles 1965, el No.10) los filamentos se
tornan extremadamente contorsionados, asi como sus difmetros
muy diversos. El tejido es duro e imposible de disg¢regar con
pinzas y aguja, ya que s6lo se logra romperlo en fregmentos més
pequerios. Cortando una rebanada fina y tomando una pequefia por
cibn, ejerciendo la presiéh posible sin gue se rompa el cubre-
ojetos, las células no logran separarse completamente, observin
dose siempre empalmadas.

El seudotejido no muestra ninguna disposicibn especial re-
conocible, s6lo podemos decir gue los tipos celulares de la zo

na centro se hacen menos frecuentes hacia las partes internas,



106,

limitando su bresencia a las capas superficiales; cue el seudo
parénguima sc haya cohesionado por las células cuyas paredes
se han encrosado y carecen de contenido, tanto vesiculares co-
mo fibras, las cuales forman una especie de matriz en cue las
células de forma ézarosa, las vesicualres y los filamentos con
torsionados y gruesos crecen entre los anteriores, de modo cue
existe un componente "muerto® de soporte, y otro "vivo" que no
deja de crecer, pues aun ex las partes mds viejas se llecan a
observar filamentos delgaccs con gemaciones y brotes digitifer

mes.
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FIG.25
Amanita rubescens (MA)
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FiG.25{cont.)




Fig.28

Amanita rubescens. Cultivos en MA.

Fig. 28, Hifas helicoidales espiraladas

de manera laxa.

Fig. 29. Hifas filamentosas con c&lulas
tercalares.

individualmente

vesiculares in-

110.
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Fig.26

Fig.27

Amanita rubescens. Cultivos en MA.

Fig. 26. Hifas helicoidales en zarcillos. 1500 x.
Fig. 27. Hifas helicoidales formando un bulbilo. 1500 x.
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Fig.30

N
¢ &

Amanita rubescens. Cultivos en MA.

Figs. 30 y 31. C€lulas moniliformes desprendidas con
contenido escaso.
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Colonia en PDA a las 9 semanas

Descripcién macrosc6pica., Didmetro de la colonia de 3-4mm.
Micelio trincipalmente aéreo, fino, laxo, como pelusa. En

un iniciz blanco, tornindose de color crema rosado. Una

.zona de 3difusibn café grisésea se observa alrededor de un

radio de 4mm aproximadamente. Crecimiento lento, margen
regqular.

Descripcidn microscbpica. La mayoria de las células son
filamentosas simples de 1-2pm y de 3-4um, con brotes heli-
coidales m&s delgados {(menos de 1.5um), ramificados, poco
espiralzdos. FEn el centro se observan de manera escasa,
células vesiculares poco desarrolladas de 4-5um de didmetro,

algunas -efringentes (Fig, 32a).

+

Colonia en PDA a las 16 semanas

Descripcifn macroscbpica. Didmetro de la colonia de 5-20rm,
Micelio z&reo color crema a café rojizo. La zona de difu-
516n gris obscuro desvaneciéndose hacia la periferia.
Descripcifn microscbpica. Menos diferenciacifin que en MA.

Zona de avance. Filamentosas de 3-4um, con seudofibulas co

munes y ctras enroscadas como caracol, con brotes perpendi-
culares. Se observan puentes plasmocémicos de los que sur-
gen brotes helicoidales ramificados poco espiralados (Fig.
32h).

Zona media. Helicoldales en zarcillos, como en MA.

Zona certro, Filamentosas de 3-4.5um, m8s o menos cilin-

dricas y poco contorsionadas, con contenido homogéneo y re
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fringente.
Células apicales en forma de ragueta como en MA.
Células cilindricas terminales como contenido refringente

y homogéneo como en MA 9 semanas.

De manera muy constante en ambos medios de cultivo, en las

uniones de las c€lulas se observa lo que parecerfa un doliporo.

OTRAS OBSERVACIONES

El micelio que en PDA crecia de manera escasa siendo pfin—
cipalmente aéreo, en las resiembras aumenta su tasa de creci-
miento asf como su densidad.

Las hifas no reaccionan al Melzer ni al KOH.

El micelio permanece viable después de un afio.

Se detect6 la presencia de oxidasa extracelular.

CONFIRMACION DEL. AISLAMIENTO

las caracteristicas estructurales del septo doliporo ob-
servado (Fig. 33) y la presencia de c&lulas infladas en los
cultivos confirman la identidad del aislamiento. El micelio

que aqui se describif corresponde a Amanita rubescens (Pers.:

Fr.) S5.F. Gray.
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FiG.32
Amanita rubescens (PDA)

e |
10 mm = 6um

Fig. 32. Amanita rubescens. Cultivos en PDA.

a: brotes helicoidales ramificados poco espi-
ralados, b: puente plasmogdmico cor. brotes he

licoidales.




DISCUSION



Fig.

33.

Septo

dpliporo en Amanita rubescens. 20,000

TSTT
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CARACTERES MACROSCOPICOS

A).

Tasa de crecimiento. Como se observa en la tabla II, la

tasa de crecimiento gue se obtuvo para cada aislamiento no
es constante. Aun cuando el medio de cultivo y las condi-
ciones ambientales para las resiembras de un aislamiento
fueron las mismas, las medidas de este varémetro fueron dis
tintas. Campbell y Petersen (1975), por el contrario, no
observan esta variaci®n dando un solo datc para la tasa de
crecimiento de cada alslamiento. Sin embarco, hacen notar
que entre aislamientos de la misma especie (A. flavoconia
y A. muscaria) existe variabilicad.

El tomar el incremento en el difmetro de la colonia en

un lapso dado, ha sido considerado como un buen pardmetro

. para la estimacién de la tasa de crecimiento (Brancato v

Golding, 1953) en los hongos en cultivo. Esta estimacién
estd basada en el crecimiento de micromicetes (Penicillium,
Aspergillus, etc.) y es el empleado por Nobles (1965) para
basidiomicetes degradacores de la madera, asi como por Camp
bell y Petersen (1975), Pantiduo et al (1983}, Bianco v Ri-
mondoto (1982) y Miller et al (1983), para acaricales en
cultivo.

Brancato y Golding (1953) indican aue el difmetro de la
colonia en si mismo, constituye una medida satisfactoria
de la tasa de crecimiento, debido a que no existe acelera-
cibn del crecimiento con el tiempo; que cdespués de un lap-
so corto posterior a la germinacidn, muchos mohos, adquie-

ren su tasa de crecimiento radial caracterfstica en un Op-
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timo de temperatura y aue esta tasa es mantenida por un pe
rfodo de tiempo cue varia con los orcanismos y el medio de
cultivo. Asimismo explica que este crecimiento radial cons
tante se debe al hecho de que fnicamente las células apica
les se multiplican. De este modo, la tasa de crecimiento
posee tres componentes: 1) La tasa de divisifn de las célu
las apicales; 2) La tasa de ramificacién (incremento en el
nimero de células apicales) y 3) La tasa de acrandamiento
de las cé&lulas.

Estos tres probablemente tienen una base genética.
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ESPECIE MA PDA
A 3 A 3
A aiTupta 15-45  20-55 | 10-55  15-70
A. gomata 5-10  22-30 | 4-12  25-60
f. aracilis
A. muscaria 12-60  55-90 | 25-40  40-90
A. rubescens 5-8 10-25 3-4 5-20
TABLA II. Difmetro de la colonia (mm) de los

distintos aislamientos.

A. 9 semaras; 3 16 semanas.
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De manera general el crecimiento observado en micelios

de Amanita puede ser descrito como sigue:

1.

Después de resembrar, existe un lapso er el que el
in6culo no presenta crecimiento, dicho lapso por lo
régular varia de 6 a 10 dias,

El micelio aparece como un fino vello cubriendo el
indculo.

Al cabo de dos a tres dias, el micelio invade el a-
gar, iniciando el crecimierto radial, el cual duran
te la primera semana se verifica de una manera rela
tivamente lenta.

La tasa de crecimiento se incrementa y permanece cons
tante hasta la semana 13 o 19.

El crecimiento radial disminuye, en algunos caso (A.
rubescens) permaneciendo estable nasta cubrir el
drea total del agar, llegando a suspenderse en otros
de manera intermitente (A. gemmata) o de manera defi

nitiva (A. abrupta).

Asi, el incremento en el didmetro de la colonia no suce

de a una velocidad constante. Adem8s, el crecimiento aé-

reo y, mis aln, el sumergido muestran ser en muchos casos,

componentes importantes qgue no necesariamente se reflejan

en un aumento del difmetro. Lo mismo puede decirse con

respecto al agrandamiento de las células (vesiculares, mo-

niliformes, infladas, etc.), el cual se acenta en las par

tes mis viejas coincidiendo con la formacién de seudoteji-
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dos cue se incrustan en el.agar, a veces en todo su cspe-
sor y elevé&ndose sobre su superficie,

Estos nechos nos hecen cuestionar la validez dé la me-
dida del di&metro como indice de la tasa de crecimiento y
si no habrd de pensarse en otro modo de cvaluarla, como el
incremente en peso seco, en €l caso de Amanita.

De cualquier manera, independientemente de lo anterior,
era de esperar que las resiembras de un mismo aislamiento
hbajo las mismas circunstancias crecicran a la misma veloci
daéd, lo cual, no sucediS.

Desconocemos las causas de esta variabilidad, se podria
suponer la posible existencia de poblaciones celulares en
el margen de la colénia, de donde era obtenido el inSculo,
1a§ cuales varfan en su capacidad de crecimiento, aun cuan
do se supone cue en dicha 8rea todas las cé&lulas son indife
renciadas. De alguna manera, no todas las‘células del ind
culo mantienen la misma tasa de divisién cuande son desar-
ticuladas del micelio del que forman parte, respondiendo de
marera distinta en el nuevo medio. Esto y la manera en que
crece A. abrupta en un inicio, nos sugiere algln grado de
organizacién dentro de la c¢olonia. Por alguna razén, las
hifas del margen, células totipotenciales en constante di-
visi6n, dependen de las nifas mis viejas que han disminuido
o suspendido éu crecimiento.

Lo anterior podria explicar la "dificultad" con gue Ama-
nita inicia su crecimiento como se ha expresado en los pun-

tos 1 y 2. De las cuatro especies estudiadas A. abrupta
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ma especie, por lo que le resta valor diagnbstico, sicndo
distintiva a nivel de cepas mas no a nivel de especies,
El medio de cultivo parece influir sohre la textura
del micelio. En PDA tiende a ser abreo, mientras cuc en
MA a excepcibn de A. abrupta, son casi totalmente sumergi
dos. Esto posiblemente so debe a gue la papa macerada le
confiere mis densidad al medio de cultivo, dificultardo

la penetracitn de las hifas en ur inicio.

Color. Este carficter resulta relevante cuando es pareci-
do al del observado en el carpoforo, como sucede con A,

rubescens; o cuando aparece en determinadas zonas como en
muscaria, ya que en los demds casos es blarco. En el pri
mer caso concordardo con Miller, et al (1333) y en el se-

gurdo con Jenkins y Petersen (1976). Ver apéndice II.

Oxidasa extracelular. La prueba de deteccibn de presen-

cia de oxidasa extracelular fue positiva en los casos de A,

abrupta, A. gemmata for. gracilis y A. rubescens. Después

de la aplicaci6n del guayacol (10-15 min.) aparecié una cp
loracifin vindcea obscura.

Campbell y Petersen (1975) y Jenkins y Peterseﬁ (1976}
no observan reaccitn §ositiva en sus aislamientos. Miller
et al (1983), por el contrario, reporta para A. runescens
la presencia de la enzima.

El cue los resultados de esta prueba sean distintos en

especies pertenecientes a la misma Seccién (A. gemmata y
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constituye el ejemplo mds claro; no es sino hasta después
de seils semanas aproximadamante que se inicia el crecimien
to aéreo, como ya se menciond, y no obstante que las resiem
bras se efectﬁgn con in6culeos en que la mayor parte del mi-
celio es aéreo, forzosamente habri de transcurrir un lapso
durante el cual no existe mis que crecimiento rugoso en el
mismo inSculo. Durante esta fase sucede la acumulacién de
algln factor que permite el crecimiento aédreo, acumulacién
que probablemente va en funcién del aumento en el nfimero

de cé&lulas, incremento cue sucede de manera lenta y gradual
hasta el momento en que es disparado alg(n mecanismo, median
te el cual el fenotipo del micelio cambia, dando 1la aparieg_
cia que se ha descrito.

Lo mismo sucede con los otros aislamientos, aunque de ma
nera menos drdstica ya que el crecimiento sS8lo se retarda,
pero no cambia de textura, siendo A. abrupta la finica en la
que su forma de crecer resulta diagnSstica de una manera

mis evidente.

Textura; IEn nuestro caso, las texturas de’ todas ias cepas
son distintas, aunaue su evaluacién y denominacién resul-
tan, a veces, dificiles, ya que dos micelios algodonosos y
blancos pueden ser distintos como en A. muscaria (PDA) y A.
abrupta, siendo en esta Gltima mi&s exterdido en el aire,
mientraé que en la primera generalmente mis apresado al agar,
auncue también adquiere gran altura en ocasiones.

Por su parte, Campbell y Petersen (1975) seflalan que la

apariencla de la colonia varia entre aislamientos de la mis
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A. muscaria) y dentro de la misma especie (A. runescens)
puede significar cue dicho caricter se presenta o no, de-
pendiendo de la cepa y no de la especie (si es asi, el
punto de dicotomia que Nobles establece en su clave (Nos.
.1 Yy 2) en Amanita careceria de vilidez); o por el contra-
ric, puede ser indicador de una divergencia en un proceso
de especilacién. La escasez de datos al respecto, por el
momento, impide precisar el valer diagnbéstico de esta

prueba dentro del género que nos interesa.
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CARACTERES MICROSCOPICOS

A). Fibulas. Esta estructura Gnicamente en A. muscaria fue
observada contribuyendo a la confirmacibn del origen del
aislamiento y siendo acorde con la morfologia del cuerpo
fructiferc en el que también existe el desarrollo de fibu
las. Asimismo, dentro de las caracterizaciones de los
aislamientos estudiados esta estructura distingue a A. mus-
caria de los demis. (Tabla III). Aun cuando el grado de
diferenciacién del micelio no hubiera recquerido de las fI
bulas para reconocerlo entre los otros, este caracter pue
de ser importante en el mismo sentido en que lo interpre-
ta Nobles (1965), es decir, un punto de dicotomia entre
aqﬁéllos que la presentan y los que no, lo cual tiene al-
gunhas implicéciones filogenéticas si como dice 8as (1969)
"el género se encuentra en el proceso de perder sus fibu-
las...". El mismo autor sedala gue fuera de la Seccibn
Roanokenses, las fibulas son relativamente raras en Amani-
ta, pudiéndolas observar (inicamente en A. caesarea, A. he-
mibapha y A. princeps de la Seccifn Vaginatae y en A. mus-

caria de la Seccién Amanita.

3) . Seudofibulas. Al igual que las anteriores, la seudofibu-
la es indicadora de tetrapolaridad (W¥atling, 1981) y la
frecuencia de su presencia puede resultar diagnSstica en
la caracterizacién, as{ como su forma. Por otro lado, pg
drian representar un estadio intermedio en el proceso de
pérdida de las fibulas en Amanita.

Este cardcter no se encuentra codificado en Nobles (1965).
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NILICOIDNLES

REPRINGENTES

ESPDCIC FIDULNS | SEUDOF IBULAS e e BB lIEas
A.abrupta o] o0 0
A.gemata

f.gracilis o © ° o0
Amuscaria €00 seal 00 o o]
A.rubescens 000 0o 0o 000
TABLA III Diferenciaciones en hifas filamentosas.

o,

escasas;

0o,

frecuentes; ocoo, abundantes.
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FORMA Y DIMENSIONES ESPECIE
Ovales (3.5-5um) Fig. 5
Redondeadas (5-7um), en cadenas. Fig. 10 A. abrupta
voniliformes (5.7 X 6-9um), des- Fig. 9
prendidas.
Zn cadenas largas, dos hinchazo- Fig. lG6a{ A. gemmata f.
nes por célula (3-4.6um). gracilis
Subglobosas (4.5um, intercala- Pig. 19
res.
En cadenas, dos hinchamientos Fig. 22g A, nuscaria
por célula (4.6-9um)
Con forma de barril (6-7um), in TFig. 22i
tercalares, con seudofibulas.
Irtercalares, subglobosas, de Fig. 29 A. rubescens

4~7um de di&metro.

TABLA IV  Células vesiculares pequeias (hasta 9um) .
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Células filamentosas., Este tipo morfolSgico dado que es

la hase o materia prima para la diferenciaciSn se encuen-
tra en cambic permanente, por lo que nos brinda poca in-
formacibn eépecifica.

Su diametro es muy variable, siendo constante en su fa
se mids indiferenciada, constarcia {(i-3um) gue es comln a
todas las cepas. Sin embargo, existen hifas filamentosas
que se disporen en espirales o portan ramificaciones heli
coidales mis pequefias, gque en el caso de A. rubescens en
forma ramificada resultan distintivas.

Otro rasgo de diferenciacién temprani en filamentos es
la refringencia homogé€nea en células apicales o intercala
res (Figs. 18 y 25f), asi como hinchamientos sinuados en
las células que componer. al filamenrto, cuyas formas, como
las de tipo "Falange" de A. muscaria, resultan diagnSsti-

cas al igual cue el ahusamiento en filamentos gruesos (A.

'gemmata) o en agquellos casos en los aque cierto tipo de

hinchamientos prefiguran las c¢élulas vesiculares en las
que se habrdn de convertir.

En su proceso de diferenciacién, el filamento, en un
inicio delgade (1-3pm) se ensancha gradualmente adquirien
do dimensiones de hasta 7.5um, posteriormente onduldndose
de manera caracteristica segin sea el tipo vesicular cue
se produzca. En esta diferenciacibén las paredes pueden
engrosarse al mismo tiempo qgue el contenido se vacuoliza
o produce zonas con densidades distintas, pudiendo perma-

necer en una condicién mds o menos filamentosa, a veces
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contorsionadas, hincharse intercalarmernte o simplemente
perder su contenido sin presentar ningura diferenciacién

morfolégica.

Células vesiculares, Campbell y Petersen (1975) ya habian

hecho notar que en los micelios de Amanita las diferencias
‘entre especies se expresavan, principalmente, en la forma
y tamafio de sus células vesiculares y gue no existe una‘
terminologia para derominar a cada tipo de hinchazén. En
nuestras caracterizaciones, asimismo, aparece una variedad
de c&lulas vesiculares que salvo en algunos casos en gue
adcuieren alguna forma regular como las de tipo "raqueta"
o las reniformes, no encontramos otro medio mis que esque,
mafizarlas y medirlas, para referirnos a ellas., Sin em-
bargo, a axcepcifrn de las moniliformes peguenas que pueden
o ser claramente distintivas, esta manera "l1lustrativa"
convencional ha sido suficiente, por el momento, para ex-
presar las diferencias que junto con los otros elemertos
de la caracterizacifn integran un diagn6stico (til del com
portamiento del micelio (Tablas IV y V).

Las cé&lulas vesiculares se hacen mis frecuentes confor
me ervejece el micelio y las formas distintivas no se de~
sarrollan sino hasta que transcurren mds de 9 semanas en
la mayoria de los casos. Siendo critico en el caso de A.
gemmata en que inicialmente no se desarrollaban diferencia
ciones de valor.

De los esgqucmas de los principales tipos morfolégicos
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(Fig. 4) que Campbell y Petersen (1975) oroporcionan, po-
cos denotan formas especiales, siendo mis Lien generales
dentro de Amanita, y las que mencionan sin esquematizar
no describen de manera poco ambigua a algln tipo morfold
gico que sin dudar pudiramos reconocer en nuestros culti
vos, a excepcién éé:algunas moniliformes y helicoidales.
Suponemos que el lapso de 6 semanas que emplearon les im-
pidiS§ hacer un registro mids detallado al no observar la
evolucidén completa en la diferenciacién de las c&lulas.

Ademds de su forma y su tamaiio, el contenido celular
resulta significative cuando aparece estructurado de mane
ra reconocible, pudiendo ser homogéneamente refringente o
su refringencia agrupada en aglomeraciones de gfitulas; o
como en el caso de las células en que se tifien cuerpos de
finidos, como los que adcuieren forma estrellada (Fig.22k).
En los demds casos es el contenido heterogéreo u homogénea
mente gramilar, sin ser diagnSstica su presencia. '

En las ocasiones que tuvimos la oportunidad de observar
las gradaciones en la diferenciacifn de un tipo morfoldgi~
co, el contenido variaba, con el tiempo, de finamente gra-
nular homogéneo a refringente hiomogéneo, pvosteriormente
distribuyéndose en gftulas, las cuales al final desapare-
cfan dejando la c&lula vacia, un ejemplo de este caso es
el tipo “"raqueta”; o de finamente granular en filamentosas
se vacuolizaba simultineamente al engrosamiento de las pa-
redes, desapareciendo posteriormente como en el caso ante-

rior (Fig. 23d).



FORMA Y DIMENSIOINES EEPECIE
Subglobosas (12-17um) Fig. 12b| A. abrupta
Moniliformes (9-106um), desarticula- Fig. 20

das.
Clavadas (7.6-12.2 ¥ 12.2-26um), Fig. 22e
fibuladas.
Cortante elipticas (15.3-18.4 X Fig. 22f
13.4-21.4pum) A. muscaria
En forma de "calceta". Fig. 221
Reniformes a faseoliformes. Fig. 22m
Elipsoides, apicales, simétricas Fig. 23c
de 7.6-% ¥ 1lZpnm.

Moniliformes (7-15im), desprendi~ Fig., 30
das. v 3

Apicales, en forma de réqueta de Fig. 25g| A. rubescens
9.2 X 10.7um.

Triadas reniformes. Fig. 25k

TA3LA V C&lulas vesiculares grandes

{(mis de Jum de dismetro).




FORMA Y DIMENSIONES ESPECIE
Pedunculadas, de elipsoides a ci- Fig. l2c
lindricas (12-23 X 23-34um).
De cor-amente elipticas (13.83-26 X Tig. 12d | A. abrupta
17-34pm) a elipsoides (20-21 X
30-34um).
Gigantes de basiliformes a cilin- = Fig. 12e
aricas (7-30 X 46-76um).
Apicales, elipsoides (15,3-13.4 X Fig. 22h
18.4-21).
SubgloLosas (15.3-24.5um) . Fig. 22j
Fusiformes (12.24-20 X 21.4 X32pm) A. muscaria
De subglobosas a cilindricas y Fig. 23e
anorfas (15-17 X 20-25pm)
De 12-15 (21)pm X 12-17 (Z3)pm, Fig. 251 | A.rubescens

subglobosas.

TABLA VI Cé&lulas infladas.
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De estc modo, el contenido celular, en algunos casos,
puede indicar en qué fase de la diferenciacifn estamos ha-
ciendo nuestras observaciones, pudiendo determinaf qué cé-~
lulas habremos de medir y tomar en cuerta en la caracteri-
zacién. Por.ejemplo, las células apicales con forma de
"ragueta" muestran dimensiones uniformes cuando su conteni
do es nomogéneamente refringente, osteriormente al agran-
darse y perder su contenido sus paredes se arrugan y las
dimensiones muestran mayor variabilidad entre cada célula.
Asi como en el carpoforo las esporas cue se utilizan er la
medicién, son aquéllas que se han desprendido del esterig-
ma y muestran el apiculo, algfin parimetro habremos de sc-
guir para las mediciones de las célulés vesiculares de mo-
do éue resulten sigrificativas. Hay ur punto en el que la
c&lula muestra su mayor turgencia o climax en su desarro-
1llo, tras el cual, sus paredes se arrugan, pierden cbnteni
do y/o se agrardan azarosamente. Este punto es importante
de tomar en cuenta en el momento cue se proponga un método
estandarizado para caracterizar micelios de Amanita, asi
como el tiempo de incubacifn cue permita el desarrollo de

células vesiculares.

Células infladas. Otro tipo celular desarrollado y que

constituye la fase terminal en la vida de una cflula vesi-
cular es la célula inflada.
Su parecido con las c€lulas que aparecen en el velo de

carpoforo, ademis de apoyar la corfirmacién del origen de
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la cepa, nos brinda al mismo tiempo un carfcter mids que de
finir& a las especies estudiadas. En la tabla VI se suma-
rizan sus tamanos y disposicifn de estas c&lulas, sobresa=
lierdo A. abrupta por presentar c&lulas inflacas peduncula
das v gigantes. El tiempo de incubacién fue decisive para

lograr observar estei

ﬂi;o morfdlégico que no por ser un es
’.5‘ -

tadio terminal o "dsygnérado" deja de tener un lugar impor

i

tante en el diagndstico.



LA CLAVL DE NOBLLS (1965)

Como ya se dijo, Nobles (19265) corstituye el Gnico método
estandarizado para el cultive y descripcifn de micelios de ba=-
sidiomicetes (Stalpers, 1978, puede coensiderarse como un per-
feccioramiento del anterior, pero menos prictico) v como dice
Camppell y Petersen (1975), resulta inadecuado para Amanita,
ya que las células vesiculares que muestran ser diagnésticas,
todas, quedan incluidas en el nlmero 26 dentro de "hinchazones
consnicuas" (ver apéndice I) sin establecer ninguna distincibn.
Esto resulta l6gico, ya cue el disefio de esta clave estd basa-
do en hongos degradadores de madera. S5in embargo, representa
un "modqlo“ Yy mientras no se proponga wno mejor que cubra con
los requerimientos de Amanita no dejari de ser la referencia
mds pr6xima para quienes se dedican al estudio de micelios.

liobles (1965) es iﬁportante porque funciona como parémetro
o marco de referencia, pudiendo servir de guia en la inplementa
cién de un método estandarizado para el género cue nos intere-
sa. Su carégﬁer "inadecuado" enfatiza lo que debemos modifi-
car y perfec;iénar. Por ejemplo Campbell y Petersen (1975) y
Pantidou et al (1983) ercontraron que el PDA permite mayor cre
cimiento y diferenciacidn, proponiendo este medio como el stén
dard, a reserva de que se prueben otros. En nuestro caso aten
diendo a esta sugerencia confirmamos cue, efectivamente, el
PDA resulta por el momento el mis efective, auncue en ocasio-
nes el MA posibilita mayor diferenciacibén (A. rubescens), ror
lo gque ha de seguirse empleando.,

De la misma manera, al verificar cue el tiempo de incuba-
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cién de G semanas no es suficiente para Amanita, con un creci-
miento lento, logre diferenciarse plenamente, se hace necesa-
ria la ampliacién de dicho lapso.

Al mismo tiempo, el nmero 10 (seudoparénguima); el ho. 3
(fibulas) ; el No. 6 (lhiifas indiferenciadas); y los Nos. del 38
al 40 (Color en el reverso) habrdn de contemplarse en el néto-~
do gue se¢ proponga en el futuro.

Ll que las caracterizaciones de Amanita se hayan realizado
anteriormente en lapsos de seis semanas, no logrando toda la di
ferenciacién posible, impide asevarar categbfricamente que No-
nles (1965) es inadecuado, ya que estructuras que buedan formar
se y estén incluidas en esta clave no se han tomado en cuenta,
aunque es cierto que las c8lulas vesiculares requieren de una
ampliacifn en el lugar ¢ue ocupan dentro de la misma. Por otro
lado, faltaria asimismo, considerar las relaciones micorricicas
tanto con hospederos naturales como resultados Ce pruebas de mi
corrizacién, lo que ademds reforzarla la confirmacién del ori-

I’

gen del aislamiento.

HACIA LA OBTENCION DE UN METODO ESTANDARIZADO PARA LA

DESCRIPCJON DE MICELIOS DE AMANITA.

El mfétodo que en un momento dado se adopte, ha de cubrir
con una serie de requerimientos:
1. 5a de ser lo mis accesible posible a cualcuier mic6logo
dedicado al Génerco, es decir, c¢ue no reguiera de una
infraestructura material sofisticada cue impida su em-—

pleo generalizado.
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2. Ha de permitir la diferenciaci®n celular del micelio.

J., Los caracteres sistematizados ¥y jerarquizadeos de modo
que ofrezcan datos de afinidad o parentesco, ofdenados
en una clave de idertificaciér. |

4. Las cepas deberdn confirmarse en cuanto a su origen siem
pre.

La experiencia que esta tesis representa asi como los datos
que aporta en conjuncifn con los publicados por otros autores
nos pernite, por lo pronto, cbordar tentativamente los puntos
1, 2 y 4, haciendo algunas sugerencias gque se han venido insi-
nuando, cuizds demasiado reiterativamente, en los p4rrafos an-
teriores.

a) Un método accesible. La t&cnica empleada para el aisla

miento y cultivo de micelios de Amanita en esta tesis como se
pudo apreciar es sencilla y relativamente barata. Dicha técni
ca no constituye ninguna novedad, en el presente caso se apli-
caron los criterios conjugados de Stamets y Chilton (1983) y
Watling (1981) adecuindolos a nuestras circunstancias., Esta
técnica adem&s de poseer un rendimiento bastante aceptable,

permite la verificacién del aislamiento el mismo dia de recolec-

cifnr en cualquier lugar en el que se pueda disponer de un espa-

cio cerrado. No obstante que el trabajo de mantenimiento de
los cultivos es bastante laborioso y requiere de un lugar espe
cial, lo mismo serfa afin contando con recursos mis sofistica-
dos. Sin embargo, el que lbs micelios nuedan crecer en cajas
de Petri selladas cmplia las posibilidades, en cuanto a cue, en

los casos de carencia de espacio, los micelios pueden ser alma-
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cenados en alglin mueble acondicionado para tal efecto y Gnica-
mente en el momento de resembrar recurrir a otro sitio, algfin
laboratorio o simplemente urn cuarto, en §1 que siguiendo la
técnica se evite la contaminacién.

Iste método sencillo de adislamiento y cultivo, pesibilita
el hecho de gue cada vez que se colecte un ejenmplar cue refina
las caracteristicas (velo parcial cerrado) pueda ser aislado y
que al momento de su descripcifn, se incorpore la caracteriza-
cién del micelio, siendo é&sta nuestra intercibén para futuras
recolecciones y una reccmerdacifn para aquellos que se dedican

al estudioc de macromicetos.

b) Medios de cultivo simples v tiempo de incubacién. Se ha

enfatizado mucho sobre el hecho de que los hongos ectomicorri-
cicos poseen reguerimientos nutricionales complejos que impiden
o dificultan en gran medida la obtencifn de sus micelios en cul
tivo. Esta aseveracifén es comfin escucharla entre los micSlogos,
de boca de profesores cue imparter clases en licenciatura, en
articulos de divulgacién y en casi todos los libros de texto,
uno de los primeros comentarios cue se hacen en la introduccién
al estudic de estos hongos consiste en citar la serie de casos
en gue ha sido imposible el cultivo de alguna especie.

Es cierto que la cordicifn cctomicorricica en muchos casos
va acompanada de cierto radicalismc en cuanto a que el hengo
muestra ser incapaz de crecer en otras condiciones que no sean
aquéllas cue le propicia su asociacién y que no han logrado
ser comprendidas plenamerte. Sir embargo, es poco frecuente

que se mencicnen los casos en gue hongos ectomicorricicos han
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lograde crecer y hasta fructificar en sustratos con polisacdri
dos complejos y medios de cultivo estandarizados de corposicidn
simple, como los que aparecen en la Tabla VII. ‘

La lista ro pretende ser exhaustiva, finicamente lo es con
respecto a Amanita incluyendo a Campbell y Petersen (1975) con
nueve especies m&s creciendo en MA y PDA.

Como dijimos, poco se hace mencién de estos casos, lo que
propicia la difusién de un prejuicio que desanima a llevar a
la prictica el aislamiento de micelios con estos hongos.

Por otro lado, para fines de caracterizacién, faltaria la
exploraci6én de otros medios de cultivo tomando en consideracifn
para hacer esto el que sean accesibles y permita un amplio uso,
al mismo tiempo cue diferenciacifén. En este sentido, hemos o
servado gue por ejemplo, el medio de Melin-Norkrans cue nos ha
sido recomendado insistentemente por varias personas, ademds
de gue requiere una lista de sales y vitaminas, no ha propicia
do la diferenciacién morfolégica de las hifas cuando ha sido
empleado en caracterizacifn de micelios de otros hongos ectomi
corricicos come lo indicé Mueller (1934) con especies de Lacca-
ria, no obstante que dicho medio es especial para el cultivo de
norgos ectomicorricicos., Lo mismo sucede con el medio de Lagem
nodificado por Modess (Pantidou et al, 1933} el cual es supera-
do en cuanto a crecimiento y diferenciaci6r por el PDA. Por
nuestro lado,‘la diferenciacifn presentada por los micelios en
este medio de cultivo ha sido satisfactoria.

Ll que las distintas especializaciones se hayan obtenido en

un lapso mayor de seis semanas en el presente trabajo, nos ha-
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ESPECIE O GLNERO

NEDIO DE CULTIVO

REFTRENCIA

Amanita rubescens

A. caesarea

verna
tenuifolia
suballiacea

[Beod b iod

hygroscopica
solitaria

1>

»

ovoidea

pantherina

muscar ia

kb

w
.

A. citrina

Cortinarius sp.
doletus sp.
Tricholoma sp.
laccaria laceata

" Tricholoma sp.

Extracto de levadura-agar

MA, CMA, trigo, arroz, maiz
avena, estiércol, paja,
papel peribdico con ex-
tracto de levadura, toma-
te.

Czapek-Dox

PDY

PDA

PDA
Czapek y MA
Extracto de levadura

PDA (primordios)
MA

MA

Gray y Bushnell,
1955,

Thielke, 1973.

stark et al,1973

Johnson y Pres-
ton, 1979.

Pantidou et al,
1983, —° T

Jenkins v Peter-
sen, 1976.

Fiussello, 1982.

y 3Sushnell,

bavis y Jong,
1976.

Miller, 1971.

TABLA VII Medios de cultivo en que se han podido aislar

hongos micorricicos.
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bla de un proceso de maduracibén, el cual impone un tiempo para..
que la caracterizaci6n del micelio se lleve a cabo, hecho cue
no ha sido tomado en cuenta anteriormente al cultivar micelios
de Amanita. Asi como la descripcifén del carpoforo maduro es
indispensable para el taxénomo, asi el micelio en cultivo debe
caracterizarse hasta el momento en que todos sus caracteres po
sibles de expresarse en condiciones de laboratorio, en un nme-
dio de cultivo particular, se evidencilan y alcanzanrsu mayor
desarrollo. Este es el aspecto mis importante a tomar en cuen
ta al querer establecer un méBtodo estandarizado gque posibilite
la caracterizacién distintiva de las especies er cultivo.

Se ha querido estandarizar las condiciones sin tomar en
cuenta la manera diferente en gue los grupos de hongos crecen
en cultivo. Se ha querido forzar este crecimiento mediantg
cambios en la temperatura, con la mentalidad de un mando ficti
cio hacia el organismo, cuardo éste es el que determina, lo
queramos 0 no, el trato que habremos de proporcionarle con cl
fin de que su desarrollo sea lo mis completo posible, sierdo
lo m&s sencillo y natural el dejarlo simplemente crecer.

Jenkins y Petersen (1976) no ouservan diferenciaciones eh
A. muscaria, Miller et al (1983) con A. rubescens encuentra
muy pocas, lo mismo que Pantidou ct al (1933) con A. ovoidea y
A. pantherina, e incluso estos Gltimos reducen el tiempo de in
cubacibn a 30 dias (4 semanas).

Existe el prejuicio de que la mayoria de los hongos ectomi
corricicos no crecen en cultivo cuando la mayorfia no ha sido
probada. Amanita ha crecido en medios de cultivo diversos (has

ta en papel periédico), ha mostrado sefiales de especializacifén



142,

en cultivo, pero no se le ha dado tiempo'para crecer, recibien
do el mismo trato que los hongos savrobios, capaces de germi-
nar, crecer y desarrollar cuerpos fructiferos en lapsos breves.
Desde que uno intenta el aislamiento de este género se hace
evidente su crecimiento lento. Sin embargo, se ha tomado come
referencia la tasa de crecimiento de los hongos saprobios adju.
dic4ndole al crecimiento lento de los ectomicorricicos su re-
querimiento de sustancias nutritivas especiales. Se ha proba-
do que el hongo recibe fotosintetatos de su hospedero, pero es
to no implica que el crecimiento sea mis r&pido o igual al de
los saprobios en condiciones naturales. Es posible que el cre
cimiento lento sea un caracter intrinseco al genoma de Amanita
y no el producto de una limitante, como se ha interpretado. Si
es asi, resulta absurdo el fijar un tiempo insuficiente para
describir sus micelios.

Fl tiempo de 16 semanas es tentativo, se determind tomando
en cuenta no Gnicamente al hongo, sino al medio de cultivo,
Posterior a este lapso la desecacidén del MA se traduce en un
adelgazamiento del medio de cultivo excesivo y su consistencia
demasiado sblida. L1 PDA con papa macerada permanece mis tiem
po hidratado permitiendo el empleo de lapsos mis largos, otro
puntoe a su favor para su empleo como medio de cultivo stdndard.

Por el momento los tiempos de 9 y 16 semanas han permitido
el observar células infladas, vesiculares y organizacifn inci-
piente del micelio en un seudoparénguima siendo la marifesta-~
cidén de estos caracteres distintiva en cada una de las especies

consideradas.
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c) Confirmacibn del origen de la cepa. Muchas veces, des-

pués de que una porcién de tejido ha sido colocada en un medio
de cultivo, se observa crecimiento micelial a partir del inbcu
lo, como si el micelio realmente surgiera de éste, haciéndonos
pensar en un aislamiento exitoso. Sin embargo, aun cuando el
micelio que asi se observa es el (nico gue crece es decir, un
cultivo puro, es frecuente que se trate de alguna especie pard
sita o contaminante, la cual puede ser identificada debido a

la presercia de estructuras caracteristicas (conidios, cleisto
tecios, etc.) generalmente de deuteronmicetes y ascomicetes; o
puede no serlo al no observar ninglin tipo de diferenciacifn,
impidiéndose el conocimiento de la identidad del horgo que cul-
tivamos, el cual puede ser una amanita o el micelio de un conta
minante, un "mycelia sterilia" por ejemplo.

Mranita ro produce cuerpos fructiferos en cultivo, por lo
que no podemos estar seguros de la identidad del micelio gque
cultivamos, a neros que se confirme el origen, de alguna manc-
ra.

Al revisar la bibliografia existente, referente a los ais-
lamientos reportados, salta a la vista la escasez de cepas de
Amanita que se caracterizan y estln confirmadas. La confirma-
cién del origen de la cepa es fundamental, pues no tenemos nin-
guna otra manera de garantizar que el micelio cue describimos,
efectivamente corresponda a la especie que se supone ha sido ais
lada. Salvo en los casos de A. caesarea (Thielke, 1978), A, ve-

latipes y Amanita sp affin strobiliformis (Campbell y Petersen,

1975) donde se verifica el origen mediante la observacibn de fi-

bulas, Gnicamente Joinson y Preston (1979) con A. hygroscopica
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y A. Solitaria, lo hacen mediante microsgopia electrénica del
septo doliporo. '

Si la caracterizacién de micelios en‘cultivo se propone co
mo herramienta taxon6mica, es obvia la importancia cue la con;
firmacién del origen del micelio representa para evitar confu~
siones posteriores en cuanto a la identidad el micelio.

Por otro lado, no sabemos si el septo doliporo pueda pro-
porcionar alguna informacifn diagnSstica del género o de las es
pecles en particular, 3erta y Vecco (1976) lo har intentadoc con
Panaeolus, ercontrando que la diferencia en las dimensiones de
los componentes del septo no son significativas. Sin embargo
se requiere de mds informacidn y una comparacién exhaustiva en-
tre doliporos observados en aislamiento de una especie, entre
especies y entre géneros, hecho muy lejano dada la infraestruc-
tura material requerida.

Straatsma (1985) en Cantharellus cibarius emplea la hibrida

cibn molecular de ADN proveniente del carpoforo fresco y de su
micelio en cultivo. Este método de confirmacién garantiza no
solamente que el micelio proviene de una especie correspondien-~
te al género estudiado, sino que adem&s indica de cué ejemplar
fue aislado, siendo asi un m&todo directo de confirmacién efi~
ciente en un 100% superando a la microscopia electrérica del

deliporo.
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AMANITA muscaria

Campbell y Petersen (1975) presentan la caracterizacién de
tres aislanientos de esta especie, nrovenientes de ejemplares
solectados en tres localidades distintas, es decir, tres cepas,
de Canadi. Los tres aislamientos muestran distintas tasas de
crecimiento. Se observan también variaciones en la coloracién
yendo del blaqco hasta el café madera pasando por tonalidades
rosiceas o avellaradas, en los distintos medios empleados (ver
apéndice II),

- En rnuestro caso la tasa de crecimiento varia dentro del mis
mo aislamiento, siendo nuestros cultivos blancos en todo el mi-
celio aéres.

En cuanto a los caracteres microscdpicos resalta el hecho
de gue ni Campbell y Petersen (op cit) ni Jenkins y Peterseh
(1976) havar observado fibulas en sus micelios, aun cuando en
el carpofocro estin presentes, siendo uno de los caracteres mis
conspicuos en el aislamiento creciendo en PDA.

El aislamiento de Jenkins y Petersen (1976) es casi total-
mente indiferenciado notando finicamente ligeras hinchazones e
hifas refringentes cscasas, no observando ninguno de los tipos
celulares irdicados por Campbell y Petersen (1975).

De los caracteres que mencionan estos autores, s§lo ilusran
las células vesiculares de 20Aen MA y las de formas caprichosas.
En su descripecifin reconocemos varios de los tipos encontrados
por nosotros, auncue en ciertos casos no se puecde estar seguro
dada la falta de esquemas. Por ejemplo, lo que ellos llaman "c@
lulas alargadas con los &pices ensanchados", puede corresponder

a las células cn forma de "falange", sin embargo ignoramos si
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entre los dpices existe un segmento cilindrico como el observa
do en este trabhajo.

El tipo ceiular mds grande (20um) y gue acompafian de un es
guema (ver fig.4), senala a una célula moniliforme con paredes
engrosadas de manera irregular, mientras que en nuestro casc
las moniliformes poseen paredes ligeramente engrosadas de mane=-
ra uniforme, siendo su forma m3s definida.

Las cBlulas helicoidales son consistentes con nuestros re-
sultados, asf como las c&lulas bulbosas y las de formas azaro-
sas pueden ser identificadas dentro de nuestras caracterizacio-
nes, en las cuales, los dem&s tipos celulares son distintos o
no aparecen en las de los autores antes citados quizds debido
al tiempo de incubacién insuficiente que emplean.

Campbell vy Peterser (1975) indican cue de los tres aisla-
mientos, uno mostrd ser distinto en su caracterizacifn, lo que
los 1levé a tomar en cuenta la posibilidad de que sea una "va-
riedad" de A. muscaria con diferencias poco evidentes en el car
poforo, o que quizds tales caracteres del cultivo representan
un caricter real de separacibn de taxa., Dicha posibilidad po-
dria ser aplicada a los tres casos considerados, siempre y cuan
do la variabilidad no sea (inicamente a nivel de cepas.

Jenkins y Petersen (13976) obtienen sus cultivos del neotipo
de A. muscaria colectado en Suecia, en bosques mixtos de Sorbus,

Picea y Betula; Campbell y Petersen los obticnen en Canadi (no

especifican hibitat) y nuestro ejemplar fue colectado en Alto-
tonga, Veracruz, bajo Pinus, perteneciendo a una variedad de A,
muscaria tipica empleada por Jerkins y Petersen (1976) y proba-

blemente distinta a la de Campbell y Petersen (op cit). Las di
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ferencias que se observan al comparar las zaracterizaciones de-
ias tres regiones geogrdficas pueden ser indicatives del proce
so de especiacibn cue se estd verificando en los distihtos'pug
tos. Seria interesante poder realizar cruzas con micelios pro
venientes de las tres regiones, guiz8s el aislamiento reproduc
tivo se ha completado, existiendo especies y no variedades. La
presencia de fibulas en los cultivos permite el que las cruzas
se verifiquen de la manera convercional, no asi como en el ca-
so de A. rubescens en la que se tiene que buscar otro indica-
dor.

Ninguno de los autores citados ha confirmado el or%gen de
sus cepas.

De los caracteres microscépicos, las délulas reniformes
(Fig. Zém)las de forma de falange (Fig. 22d), las vesiculares
refringentes apicales (Fig. 23c) y las de forma de "calceta"
(Pig. 221), asi como las infladas, son las mis factibles ce
constituir caracteres especificos. Hecho que tendrd que-ser
verificado mediante 1a observacifn repetida de los mismos en
varias cepas de la especie.

El septo doliporo caracteristico de holobasidiomicetes ob-
servado en este estudio (Fig. 24), las similitudes de ;as ca-
racterizaciones con Campbell y Petersen (1975), la presencia
de c8lulas infladas, las Fibulas y las seudofibulas se comple-
mentan en la confirmacién del origen del aislamiento estudiado,
la cual seri total al sintetizar ectomicorrizas con su hospede-
ro en el laboratorio o mediante cromatografia detectar la pro-

duccibn de Acido iboténico, muscimol, muscarina, etc.
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De las especies de Amanita, el micelio de A.muscaria es el
gue se ha incluido en un mayor nfimero de trabajos, Muchos des
de el punto ce vista del estudio de los hongos micorricicos in
cluyen aislazientos de esta especie junto con otros hongos en
publicaciones que se refieren a varios aspectos, como la capa-
cidad de las cepas para la produccién de diversas sustancias,
tales como erzimas lignoceluloliticas (Trojanowski, 1984), ami-
nodcidos liktres (Rozycki y Strzelczyk, 1985), hormonas vegeta-
les (IAA) (JSunggquist y Stenstrom, 19383); al crecimiento en cul-
tivo bajo distintas condiciones ambientales, como variaciones
en el pH (durg vy Trappe, 1983) y distintas fuentes de carbono
(Rudawska, 1382); a la sintesis de micorrizas en el laboratorio

como Shaw, et al, 1982, con Picea sitchensis y P. grauca; o al

aislamiento de micelio a partir de las raices del hospedero
(Chu~-Chou y Grace, 1931).
Fries (1378) verifica la germinacidn de esporas de esta es-

pecie. En presencia de Rhodotorula glutinis y carbdn activado,

aumentd su tasa de germinaci6n de 0.0001 a 0.01%, sierdo la Gni

ca de las especies estudiadas (Laccaria laccata, Lactarius hel-

vus, Paxillus involutus y Leccinum scabrum) capaz de germinar

en el medic basal sin ninguno de los aditamentos antes mencio-
nados.

Otros se refieren a la tolerancia en su crecimiento ante me
tales pesades como el zinc (Brown y Wilkins, 19385), A. muscaria
muestra ser altamente tolerante, hecho importante debido a que
esta toleramncia faculta a sus hospederos a crecer en suelos con

alto contenido de este metal, pudiéndose emplear en la refores-
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tacibn de regiones contaminacas o con alto contenido de metales
pesados,

De los trabajos que tratan exclusivamente con el micelio de
esta especie resaltan: Pacleici (1960), que somete cultivos su-
nergidos de uné cepa a varias condiciones de temperatura (22,
25, ¢3, 31 °c), fuentes de nitr6geno (Neopeptona, NH,C1,KNO5,
NH4NO3) y concentraciones de carbohidratos (cextrosa 2 y 1%),
encontrandc como t:omperatura Sptima la de 25°C; y el de Miller
et al (1986) que se refiere a la sintesis de micorriza con la
variedad persicina de A. nuscaria, asociada a Pinus taeda y P.
virginiana Mill. empleando un método sencillo. Este autor men
ciona cue dicha variedad crece mejor en MA y el medio de Hagem
y cue las resiemoras muestran mayor crecimiento que los culti=-
éos originales.

Por otro lado, resulta interesante el hecho de que A. mus-
caria posee propiedades arntiffingicas. Chaumont y Simeray

(1983) encontraron gque extractos acuosos, obtenidos de carpofo

ros, inhibieron el crecimiento de Cytospora, Fusarium, Graphium

ulmi, Rhizoctonia solani y Stereum purpureum, todos hongos patd

genos de vegetales. Esto afinado a los matabolitos secundarios
toxicos a nivel de sistema nervioso central y el hecho de gue
es la especie mas investigada, en cuanto a su micelio, la hace

atractiva para futuras investigaciones.



AMANITA rubescens

Los micelios descritos por Campbell y Petersen (1975) y Mi-
ller et al (1933) varian er su grado de diferenciaci6én, siendo
consistentes en cuanto a la tasa de crecimiento. Macroscbpica-
mente nuestro aislamiento es mis parecido al de ¥iller con res-
pecto al micelio sumergido y a la coloracién rosdcea. Por el
contrario, microscSpicamente, el Gnico tipo morfolfgico cue des
criibe no parece corresponder a ninguno de los observados por
nosotros y por Campbell y Petersen (op.cit.).

Cn las caracterizaciocnes de estos (iltimos podemos reconocer
en el presente trabajo a las hifas helicoidales, las células
fusiformes en cadenas y ciertos tipos vesiculares apicales e
intercalares que aunque no se escuematizan, observan estos au-~
tores y cue pueden corresponder con las células en "ragueta",
ro teniendo seguridad en afirmar esto pues no se indican didme
tros de las células.

Los caracteres que diferencian al aislamiento descrito en
el presente estudio del de los otros autores son las seudofibu
las, las cé&lulas de refringencia homogénea, las inflacas y lo
gue parece un doliporo en casi todas las uniones de las célu-~
las. Dichas diferencias pueden éer efecto de un proceso de esg
peciacifn o a los distintos tiempos de incuvaciérn.

La cepa de Campbell y Petersen (op cit) proviene de Canadi,
la de liller (op cit) al parecer de algfin cepario de E.U.A pucs
no indica mis que el nlmero de cepa (VT990), asimismo no iﬁfor—
ma ce qué parte del cuerpo fructiferc se obtuvo el aislamiento
¥ si su cepa ha permanecido almacenada por mucho tiempo; posi-

blemente la poca difererciacifn que obtiene se deba a eso mism
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y al hecho de emplear una temperatura de 25° constante durante
la incubaciér.
Los antes citados tampoco informan sobre €l hibitat del
ejemplar colectado y no confirman el origen de sus micelios.
Lxisten algunos estudios con micelios de esta especie. La

sintesis de micorrizas se ha efectuado con Pinus virginiana

Mill (Hacskaylo y Palmer, 1955); la temperatura Sptima jara su
crecimiento parece ser de 24-29°C (Hacskaylo, et al, 1965) .
Asimismo esta especie contiene una toxina, rubescenslisina, cue
se ha demostrado causa dafio a cé&lulas en cultivo de tejidos de
distintos 6rganos (Odenthal 1932),

Los caracteres que se presertan (nicamente en los cultivos
de esta especie y que podrian ser cdiagnbsticos son: las cé&lulas
apicaleé en forma de racueta (Pig., 25g), las triadas en forma de
rindén (Fig. 25k}, y las heliccidales ramificadas (Fig. 32a),
principalmernte. Asimismo, la coloracibn del micelio parecida a
la del carpoforo (el color vino o rosado que aparece en el esti

pite al ser dahado) distingue a esta especie de las demis.
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AMANITA abrupta

Aroche y Aguilar (1986) hecen el primer registro pafa Méxi-
co de esta especie indicando cue extractos obtenidos de carpo-~
foros e inyectados por via intraperitoneal provocaror. la muerte
en todos los animales exper imentales.

Los caracteres con posible valor diagnéstico a nivel de es-
pecie son las células infladas pecdunculadas y las gigantes, asi
como la fase de crecimiento rugoso.

No existen datos en la bhibliografia sobre la nmorfologia del

micelio de esta especie.

AMANITA gemmata f£. gracilis

Los cultivos de esta especie fueron, de los estudjados, los
que presentaron menor diferenciacifn. Unicamente las c&lulas
vesiculares pequeias (Fig. 16a), las refringentes apicales
(Fig. l6c) y las seudofibulas miltiples (Fig. 16e), la diferen-
cian de las demds, no existiendo un tipo celular con forma de-
finida que la distinga claramente o que pudiera ser considera-
do como cardcter de la especie como los que se observan en los
otros aislamientos,

Jonavides y Aroche (1986) observan que A. gemmata y sus for

mas (amici y gracilis) presentan diferencias en la morfologia

del carpoforo, asl como en cilertos efectos téxicos evidenciados
por bioensaye (Bonavides et al, 1987) que sugieren una separa-
cibn de taxa. Los micelios serdn Gtiles como apoyo taxondmico
en el momento en gue se aisle y confirmen cepas de la especie

y sus formas.
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CONCLUSIONES

Debido a la poca informaci6n de cue se dispore er cuanto a
las caracteristicas del micelio de Amanita en cultivo y al po-
co nlmero de aislamientos incluidos en esta tesis, las conclu-
siones a las que podemos llegar son un poco limitadas. Sin em
bargo, el andlisis de los datos presentados en.conjuncién con
los de otros autores, nos ofrece un panorama que empieza a de-
linear sus contornos con base en una serie de hechos sercillos:

1. Para aislar los micelios de Amanita no se reguiere de
una infraestructura material sofisticada y cara.

2. Amanita es capaz de crecer en medios de cultivo de com-
posicién simple.

3. El crecimiento y diferenciacién del micelio ocurren mas
lentamente que en gtros tipos de hongos, por lo cue él
tiempo indicado por Nobles (1965) para llevar a cabo 1la
caracterizacién, resulta insuficiente en el caso de Ama-
nita. Asimismo el sistema de Mobles (1965} ha resultado
inadecuado hasta hoy para la caracterizacidn morfoldgica
del micelio.

4. lLas especializaciones hifales producidas en medios de
cultivo sencillos son suficientes para diferenciar a las
especies a nivel de su micelio.

5. La confirmacién del origen de la cepa por medic de la mi
croscopia electrénica es apoyada por la presencia de
ciertos tipos celulares como las fibulas y las células
infladas.

6. Un banco d¢ germoplasma de Amanita, con hase en cepas
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confirmadas es imprescindible para el avance en el estu-
dio del Género asi como para la conservacibn de los orga
nismos y como aportacién al conocimiento y manejo de

nuestros hosques,



APENDICE I

El sistema de Nobles (1965) para la caracterizaci6én de

"micelios en hwongos degradadores de la madera
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A continuacibn se enumeran los caracteres empleados por

Nobles (1965) para caracterizar los cultivos de hongos degra-
dadores de madera, El nfimero asignado a cada uno de &stos es
empleado en la elaboracién del c6digo de especile como mis ade-

lante se explicar§.

PRODUCCION DL OXIDASA EXTRACELULAR

i. Resultados negativos en las pruebas de oxidasa extrace-
lular.
2. Resultados positivos en las pruebas de oxidasa extrace-
lular.
En el caso en que no sea constante el resultado de la prue-
ba, es decir, que en un mismo aislamiento se observen resulta-
dos positivos y negativos, los nmeros 1 y 2 se incluyen en el

c6digo de especie.

SEPTACIOY, DE LAS HIFAS

3. Hifas con pared delgada constantemente nodoso-~septadas.

4, Hifas con pared delgada y septos simples en la zona de
avance, estas hifas, usualmente anchas, emitiendo rami-
ficaciones que son mds estrechas y rodoso-septadas. La
parte mds vieja de la mata estando compuesta de tales
hifas nodoso-septadas.

5. Hifas con paredes délgadas, principalmente con septo
simple pero con fibulas mGltiples o solitarias ocasiona
les, presenténdose &stas m&s frecuentemente en las hi~

fas de la zona de avance.
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Hifas con pared delgada y septos simples.

El exanen de las hifas de la zona de avance es esencial en

la diagnosis, ya que es en esta zona que los septos sihples de

las hifas en especies con el No. 4 y las fibuladas mGltiples o

individuales de las hifas de las especies con el No. 5 pueden

ser observados.

.

PRESEIICIA DE ESTRUCTURAS ESPECIALES FORMADAS POP. DIFERENCIA-

CION DE LAS hTIFAS,

7.
8.

Hifas con pared delgada permaneciendo indiferenciadas.
Hifas cque se diferencian para formar fibras, es decir,
hifas con paredes gruesas, refractantes, hialinas o de
color café v luz estrecha o aparentemente ausente., Es-
tas hifas surgen, por lo general, como la elongacidn de
la c€lula terminal de una hifa, por lo tanto son aceépta
das. Pueden presentar fibulas. In muchas especies las
fibras son numerosas, largas y flexionadas y entreteji-
das, formando una mata densa, cohesionada y correésa.
Hifas diferenciadas para formar hifas nodoso-septadas
con paredes engrosadas irregularmente o conréreas grue-
sas y refractantes dispersas en las paredes. En las hi
fas de este tipo, las paredes se engrueéan desigualmen~
te, son refractantes y, en algunas especies al meros,
se modifican a gelatinosas, mientras‘que el lumen se re
duce a una linea estrecha con expansiones ocasionales
gue corre de un extremo a otro de la hifa. En algunas
especies la primera irdicacifn de este tipo de difercn-

ciacibén, es la formacibén de hifas con numerosas ramas
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11.

12.
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cortas o protuberancias, cuyas paredes son gruecsas y re
fractantes. ULas fibulas pueden agrandarse, engrosarse
en las paredes y semejar la estruc;ﬁra de una articula-
cibn 6sea tipo "ball and socket".

Hifas diferenciadas para formar células cuticulares, em
paquetadas muy estrechamente dando origen a un seudopa-
rénquima.

Las nifas de este tipo surgen como hinchazones termina=-
les o intermedias sobre las hifas, al principio hialinas
con el interior tiféndose con floxina y finalmente con
paredes ligeramehte engrosadas y permaneciendo hialinas
o torndndose de tonos cafés, formando Areas parenguimato
sas cue se observan como piel o crustosas sobre la super
ficie de la mata.

Hifas diferenciadas a través de la formaci6n de numerosas
ramas cortas, recurvadas o en forma de gancho o nédulos
con paredes gruesas entrelazados para formar un plecté&n-
quima.

Las preparaciones para el estudio microsc6pico de las 8-
reas correosas de las matas miceliales de numerosas espe
cies muestran un plecténqhima gue parece ur romnpecabezas
o mosaico. Las hifas componentes, firmemente entrelaza-
das, denotadas por el No. 11, incluyen dos tipos, aqué-
llas con ramificacioﬁes cortas en forma ée gancho o cur-
vadas y aquéllas con ramificaciones, nédulos o protuberan
cias irreqularesg y con paredes gruesas.

Hifas diferenciadas para formar extremos hifales contoxr-



13.

14,

16.

sionados y con recubrimientos {("incrusted"}.

Cistidios presentes en el micelio vegetativo, E1l término
cistidio se aplica generalmerte a Srganos estérilés que se
presentaﬁ en el himenio de diversas especies, hero estruc-
turas similares se pueden encontrar en ciertos micelics
aéreos.

Cistidios presentes exclusivamente en el himenio o ireas
con fructificaciones.

Gleocistidios presentes en el micelio vegetativo o en ol
himenio de freas fructificantes.

Las hifas se agregan para formar rizomorfas o nebras cons-
picuas. .

Setas en micelio afreo o en dreas con fructificaciones.
Hifés en forma de setas.

Sin uso.

Hifas con proyecciones minfisculas sobre las paredes.

llifas con masas resirosas adheridas a las parcdes.
dulbilos o nudos de hifas.

Esclerocios.

Hifas con paredes ligeramente engrosadas y lumen vacioc, o©
al menos due permanece sin tenir, y con ramificaciones ri-
gidas mis o menos en &ngulo recto.

Hifas con paredes engrosadas permaneciendo el lumen sin
tenir.

Einchazones conspicuas en las hifas,

"Hinchazones" constituye un término amplisimo que abarca

desdie hinchamientos poco notorios en hifas con pared delga
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da, a las prominentes con dispozizi6n moniliforme, c<&lulas

latciferas, alocistos, expansiones en f£ibras ¢ ninchazones

que pueden interpretarse como clamidosporas o simplemente
como hinchamientos.

Como se ha visto, el nimero 7 y los nGzeros del 8 al 25 son
épuestos separando aquellas especies en las que las hifas per-
nanecen indiferenciadas de aquellas en las gque se presentan di-
ferenciaciones en estructuras especializadas., Por lo tanto,
el lic. 7 ¥y los Nos. del 8 al 26 son mutuamente excluyentes, No
obstante, en algunas especies una estructura puede ser "rara o
aparentemente ausente®, una condicifn gue se expresa en el c6di-
go de especie incluyendo el No. 7, derotands ninguna estructu-
ra especial, y tambi&n el nlmero cue denota la presencia de di
cha estructura.

27 a 31. Permanecen sin uso.

PRESENCIA DE CONIDIOQS, CLAMIDOSPORAS U OIDIOS

32. Conidios, clamidosporas y ofdios ausentes.
33. Conidios presentes.

34. Clamidosporaé presentes.,

35, Oidios presentes.

El No. 32 es opuesto a los 33, 34 y 35, separando aquellas
especies en las que no existen esporas accesorias de aquéllas
cue si las presentan. Sin embargo, en algurzs especies se pre
sentan muy escasamente. Tales esbecies tendrin el nGmero 32 y

el 33, 34 o 3% en su c6digo de especie.

Como se utiliza aqui, los conidios son armellas esporas se
cundarias que crecen terminalmente sobre estructuras especiali

zadas, los conidi6foros.
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Las clamidosporas pucder ser raras o abundantes, termina-
les o irtercalares, con parcdes gruesas a delgadas, hilalinas o
con color cafég, |

Los oldios se formarn por la fragmentacién de hifas nodoso-
septadas donde la f1bula puede permanecer unida al ofdio, o por

la fragmentacifin de ramificaciones con septos simples.

COLOR DE LAS HIFAS Y DE LAS MATAS MICELIALES

.

36. Hifas hialinas y matas blancas o de ¢olor pilido,
37. Hifas amarillas o de color café cuando se montan en KOK y

rnatas amarilias o de color café al menos parcialmente.

CANBIOS LN LA COLORACION DEL AGAR INDUCIPOS POR EL CRECIMILITY

DEL MICELIO (RLVERSO DL LA CAJA DE PETRI)

33. Reverso sin cambio de color.
39. Reverso café, al menos en parte,

40, Reverso decolorado, al menos parcialmente,

TASA DE CRECIMIENTO

41. Caja de Petril cubierta en una semana.
42. Caja de Petri cubierta er dos semanas.
43, Caja de Petri cubierta en tres semanas.
44, Caja de Petri cubierta en cuatro semanas.
45. Caja de Petri cubierta en cinco semanas.
46, Caja de Petri cubierta en seis semanas.
47. Caja de Petri que no se cubre en seis semanas.
Las tasas de crecimiento son expresadas como el nfimero de
semanas requeridas por el cultivo para cubrir una caja de Petri

de 9cn. de difmetro a partir de un infculo, colocado a lado de
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la pared de la caja, cuando crecen en la obscuridad a tempera-

tura ambiente Eluctuante,

PRODUCCION DE CUERPOS FRUCTIFEROS

48, Cuerpos fructiferos regularmante producidos antes del fin
de las seis semanas.

49, Sin emplear en la presente clave.

OLOR DE LOS CULTIVOS

50. Olor fragante, incluyendo los olores dulces o de frutas y
el olor "wintergreen". ‘

51. Olor a tierra o a rancio.

52, Olor cue sugiere un'antiséptico, como el olor a yodoformo.

53. Olor digno de hacerse notar pero no incluido en los ante-

;iores.

RELACION CON EL HOSPEDERO

54 . Asociado con la degradacién de &rboles de hojas anchas.
55. Asociado con la degradacién de coniferas.

56. En otros hdhitats.

FENOMENOS DE INTERFLRTILIDAD

57. Especies homotilicas, completando su ciclo de vida a par-
tir de una sola espora.

58. Heterotdlica, con tipo de interfertilidad desconocido.

59, Keterotilica, mostrando el tipo bipolar de interfertilidad.

60. Heterotdlica, mostrando ser del tipo tetrapolar de inter-

fertilidad.
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EL CODIGO NUMERICO DE LA ESPECIE

La lista de simbolos (el nimnerc asignado a cada cardcter)
gue codifican los caracteres del cultivo de una especie dada
constituye el cédigo de la.especié, el cual provee de una des~
cripcifn bastante completa del micelio de una especie. Asfg,

para Trametes suaveolens el c6digo de especie 2.3.3.43.3G6.40.

42,43,50.54,60, describe a la especie como productora de oxida
sa extracelulér en cultivo, de hifas con paredes delgadas hodo
samente septadas, con fibras, clamidosporas, una mata de mice-
lio blanco, agar decolorado, cue se presenta en drholes de no-
jas anchas, y con heterotalismo tetrapolar. Tal especie, sin
variaciones en los caracteres, aparecerd s6lo una vez en la
clave de Nobles (1966).

Nobles ordena los distintos cO6digos de especie en una clave
de identificacifén de cultivos que separa a las especies primero,
mediante los nmeros 1 y 2 para la presencia o ausencia de oxi-
dasa extracelular. Las dos secciones productc de esta separa-
cién, a su vez se divide cada una en cuatro, de acuerdo a la
septacifn de las hifas (Nos. 3 a 6}, siendo cada subgrupo divi-
dido nuevamente de acuerdo a si presentan o né diferenciacio-
nes especiales. A excepcifn de estos puntos de dicotomia, los
demds caracteres que no son mutuamente excluyentes simplemente
se van agregando hasta completar la caracterizacién del micelio.

Consideramos innecesario transcribir la clave de identifi-
cacién de cultivos hecha por Nobles, ya cue en ella se emplean
los c6digos de las especies cue el autor incluyé en su estudio,

siendo todas de hongos degradadoras de¢ la madera. Simplementec
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quer lamos exponer el modo en que los caracteres de cultivo fue
ron sistematizados para diferenciar las especies en cultivo que
seria lo que en el estudio de los mismos daracteres en el géne
ro Amanita, llega a ser significativo dentro de los ohjetivos
del presente trabajo.

En seguida mencionaremos los t&rminos que este autor emplea
para describir la textura de 1la mata de micelio a la que Nobles
no asigna ningGn nGmero, limitindose a menéionarlo después de

cada c6digo de especle,

TERMINOS EMPLEADOS PARA LA DUSCRIPCION DE LA TEXTURA DEL MICELIO

Como gamuza {(Chamoislike). Suave, con la textura de la gamuza
fina.

Algodonosa (Cottony). Micelio erecto, largo (3-5mm) extendién-
dose en todas direcciones.

Costrosa (Crustose). Formande una costra, generalmente de color
obscuro.

Como_pelusa o pequefios vellos o como plumas finisimas (Downy).
Hifas finas cortas, frecuentemente erectas, dispuestas‘én
la superficie del agar de forma dispersa, produciendo unra
mata vellosa generalmente lo suficientemente fina como pa-
ra ser translfcida.

Farinicea, como harina (Farinaceous). Superficie harinosa, pol-
vosa.

Afelpada (felty). Mata compuesta de micelic algononoso o lano-
so, el cual se ha entrelazade, formando un tapete compacto
y dspero constituyendo una superficie parecida al fieltro.

Flocosa (Flocose). Consistente de pequefias borlas sobre el agar
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o de micelio lanoso o algodonoso agregado para formar pe-
quefios brotes erectos.

Lagunoso (Lacunose). Cubierto de depresiones o pequenos orxifi-
clos.

Plumosa (Plumosec). Presenta brotes de micelioc con un eje cen~
tral, a partir del cual, radian, en forma de abanico, nifas
cortas o largas o grupos de hifas, dando la apariencia de
pl@mas.

Felpuda (Plushlike, como peluche). Similar al aterciopelado pe-
ro con los filamentos m&s largos.

Subaterciopelada (Subfelty). Con micelio apretado al agar, for

mando una mata delgada apenas visible en ocasiones.

Aterciopelada (Felty). Con una capa de micelio consistente de
hifas erectas, rectas y separadas, dispuestas de manera den
sa para formar una composicidén como la del terciopelo.

Lanosa {Wooly). Micelio compuesto de hifas o grupos de hifas
nuy largas, algo entrelazadas y postradas, formando una su

perficie parecida a la tela de lana suavemente texturizada.



APENDICE II

Caracterizaciones miceliales de A. nuscaria

y A. rubescens realizadas por otros autores
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Descripcién de micelios de A, muscaria en Camphell y Petersen,

1975,

L]
Lo
(-

Isolate: Gaspareat Woods, approx 1 mi 6E Wolfville,
Kings Ce., Nova Scotia, Can,, 28.v{ii.73,
Tenn. po, 37908.

ey Code: MA, MA+, PDA: 1. 6. 10, 26. 32, 36. 38, u7. S6.

Isolate: Scot's Bay, Cepe Split, Kings Co., liova
Scotin, Can., 29.vii1.73, Tenn. no.
31928,

Key Code: MA, Ma+: 1. 6. 25, 32. 36. 38. LT, S6.
FDA: 1. 6. 26, 32, 36. 38, b7. 51, S6.

Isolete: Kelizkulik Keticral Park, Victoria lake,
Annepolis Co., Nove Scotim, Can.,
11.1x.73, T¢nn. no. 38250.

LS §
Yey Code: MA, MA+, FDA: 1. 6. 26. 32, 36. 3B. W7, S6.
Colony on MA:

7908, Colory spprox 5 £= diar after 6 veeks,
serial myceliuz white, sutzerged =ycelium "drat gray", cat
felty to velvety, highly ccnveluted; zargin even.

37928, Colony epjrex 23 = €imn In 6 veeks, "light
pirkish cina=on” surrcurding ineculuz, sharply dezarcated
froz "pale pinkish buff"” cycelius tovard cergin, horo-
gerneously wooly with cccesional hyphal tufts, not
sutzerging; cargin even.

38250. Colony sprrox § a2 dien in 6 wecks,
"avellaneous”; rat mostly serial, texture chasoisiike,
extrenely convoluted; ceorgin uneven.

hdvencing zone: hy;hae generative, vwithout elanm
cornectiens, contents hetercgenecus, of U worphological
tyyes: a) very cozzon vesicular to zceniliform or
erticulated, with tizarre lcbose or spherical cells (Fig.
1, hj}, interconnected in cne isolaete only (31598),
Tfrequently brenched, often with large reough-valled
vesicles approx 20 U diaz, expty end collupsed or vith
refrirngent contents, sczetices detsched (Fig. 1, d); b)
spprex 2 W diam, filezentous; ¢) epprox 3 b diam, thin-
wvalled, cczpised of elongated cells with svollen aplces;
d) Wy dinz or grenier, ling, occesionnlly Telrifgent,

cells with swollen effcest ™ Mat: hyphue gencrative,
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si{=ilar to advancing 2one with more extreme cell shsjes
and increased refringence. Exiracellular oxidase
reactions negative wvith gur gusfacum, no growth but a
faint brown diffusion zone on tannic acid agar (37908 and
38250}, no diffusion zone (37928).

Colony on MA+:

37908, Colony epprox 5 mm diam in 6 weeks, mat
sirilar to MA.

37928. Colony approx 30 rm dinz in 6 wvecks, cat
sicilar to MA except becening subzerged tovard margin.

38250, Colony aprrox § tm in 6 weeks, "wocd trovn",
cat felty and farinaceous due to intermingling of vhite
hythae, cocrpact, tightly copvo{ygid, groving upvard on
itself rether than into agar; margin uneven.

Advencing zone: hyphee generative, epprox 3 p diam,
thin-valled, without clazp connections, of 3 rorpho-
legical typesi a] predominantly meniliforzm or vesicular
vith large lobese, rangomly constricted end inflated
cells, vesicles sonetizes actively budding nev vesicles or
brenches, czpty and collapsed or contents refringent or
hcoegereous; b) approx 3 p diam, filezentous, noderately
trenched, contents grenmular; ¢} (37928 only) approx 2 u
dian, shert, tendril-like helicoid hyphae, tightly coiled
in older cat. Hat: hyphee generative, similar to
advencing zcne.

Colony on PDA:

37908. Colony approx 2 mm diam in 6 veeks, costly
restricted to inoculum block, aerial myceliuer vhite,
subzerged mycelfum "drab gray"”, mat downy, convoluted,
ccapact, advancing zone irregularly spreading; cargin
uneven,

37928. Colony spprox 19 &on dian in 6 weeks,
“ecertridge bufr', mat vooly, with cassed aerial hythae of
verieble density; margin uneven vwith areas of diffuse,
silky, subzerged hyphal tips. Odor of urine, faintly
earthy.

38250 Colony approx 8 mm after 6 weeks, "buckihorn
brevn™, mat chemoislike with white felly concentric zones,
undulating topography of rat corresponding to crenations
in advencing marging cargin uneven,

Advancing zone: hyphse generative, thin-valled,
githout clanp connections, contents moderately vacuolate,
cells often with svollen apices, hyphae of k bmorphological
types: &) vesicular and monfliform, vith large (17-22 y
dian) tersinel vesicles and intercalary utriform cells,
both turgld and collaysed, sozetriies refringent, inter-
cornected in ore isolate oaly (37908); b) approx 2 u dinm,
filazentoun, often copiously branched, cells with svollen
arfces; ¢) 3-5 U dinz, cozposed of bulbaus cells; a)
(37928 only) helicoid hoghine, approx 3 y 2iam and oceely
coiled or 1-2 y dfaz and teniril-like, Hat: hyphae
generative, Including types in advancing zone dut

predozinantly moniliforz, and refringent vith large
terrinal vesicles,
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Caracterizacién micelial del neotipo de A. muscaria (Jenkins ¥y

Peterscn, 1976).

Caitural characiers.—Key Cade (Nobles, 1965): 1. 6. 7. 32, 36. 39. 47.
'\50}.5(1.

Codoiny on putalosdextrose ggar up to 20 mm in diam in gix wk;
surtace rugulusc-tiealy to nnnutely ielly and then appearing granular,
sifswhite to paler than “pale smoke pray;” agar depressed at colony
argin s margin (2 wm) whie, appressed to depressed gar, minutely
thabriate, obseurcly zonale: reverse “drali-gray,” irregularly convoluted,
with off-white margin (2 nins ) ; udor famtly fragrant, as of cookang fruit
tHyphae 2.7-8.2 uni in diam, thin-wailed, byaline, withent_clunp_con-
uectiung. often shyhitly intlated, tightly packed, interwaven into a very
wse, irregular prosenchyma; conteits of two types: a) wstly granular
o vacuslate, and 1) rarely gioeoplerous, refringent under phase con-
tast, not deliminated by sepin, wsually somewhat inflated.  Vesicular
bypinae amd _helicoid hyphae sil_observed,

Canghicll and Petersen (1975) reported hyphal differentiation in
cuitures of North Aserican . mnsearia, but no distinet Jifferentiation
was observed o tie cultures from the neotype specimen.  Cultures
vhigmatmg from isellae and stpe flesh were found 10 be essentially
wwitical,
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Caracterizacibn de micelios de A. rubescens en Campbell y

Petersen, 1975,

Amanita rubescens {Ters. per Fr.) S. F. Gray, Nat. Arr.
Brit. Flents, 1: 600, 1821,

Isolate: Kings Cc., Neve Scctia, Can., 10.4x.73.,
Tenr. no. 322L9,

Key Code: MA, MA¢, FrA: 1, 6. 26. 32, 36. 38, L7, s6,

Celcny on MA ejprox SO r= diam in 6 weeks, "tilleul
buff", cat vooly, subzerged tcwsard aévencing zene; cargin
even, AZvancing zone: hyphee generative, 3-b y dlam,
thin-valled, without clesp conrestions, undifferentinted
except fer soze shorti, irrep--arly ihicrered, swvollen
cells, lerge vacucles, end refrirgent guttules. Mat:
hyphee generative, 3-b y die=, thin-valled, vithout cla=p
connecticns; bulbous cells end terminel vesicles
occeslicnal, ¢fien vith granular contents; helicoid hyphae
with verieble ceiling, loosely feolded cr sccordianed to
tightly spiraled. Extrscellular cxidase reacticps
negntive vith guc ciaircus, no grewih dbut a faint brovn
difzusicn zone on tannic acid agar.

Colony on A+ approx bk r= dies after 6 veeks, "pele
olive buff”, seriel and vocly rcar inoculum, subtcerged In
esdvancing zcne; rargin even. Aldvancing zcne: hyphae
gererstive, 3-L p 2tan, thin-lalled, without clanp
cornections, filecentous, unbtranched and undifferentiated
tips or occasionally sborter with frregularly thickened
valle and dense contents; belicoid hyrhae present. Fat:
hyphae generative, sinilar to advancing zone but with
thickened, fusifors cells, singly nand in chains,

.

Colony on PDA spprox 40 cm diar after 6 wecks, off-
vhite, vooly overall, ranging from locse tengles to dense
tufis; cargin even., Acvancing :tone: hyjhee generative,
of L morphological types; a) apprex U p dine, thin-valled,
vithout clmap conpections, cell apices often swollen
prelizinary to branching; b) conilifore, with thickened
cells and large, terminal, densely stafning vesiclesg;
contents becening hetercienceus with age #-d size; c)
helicold, varylng from tightly cclled to slightly
cerpentine or folded; d) apyrox 2 u diaz, vith refringent
guttules. Mat: hythee genegeplive, as in advencing zone
vith increesing heterogeneity in forz end contents.
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Caracterizacié4n de micelios de A. rubescens en Miller et al, 1983.

1. Amandita aubescens (Pers.:Fr.) S. F. Gray Fig. 1
VT 990

MACROSCOPIC CHARACTERLSTICS: Mycelfal mat white to
Tight cream or alightly rosey, under U, V. Light llfht purple
submeryged hyphae focwm a yellow-green ring; reverge creuam
to orange-befpe; mat primarlly submerged, aerial mycei.um
sparse, surfuace velvety, margin even, grows asubmerged i
agar:  maxinum browth rate 4.2-4.5 cm in one month at 259C;
smeil silghtly unpleasant, plasticlike,

MICROSCOMIC CUARACTERISTICS: Hyphae moatly J3-5 um wide,
thtn~walled, smooth, vesicular hyphae 3-12 um wide, subyio-
bose to frrepular, forms long, catenulate chalua (Flw, 1),

septae single, common, contents extremely granular; branch-
inyg simple, frequent; clupp connectleons absent.

MICKOCHEMICAL XEACIIONS:® Oleiferous granules in cy=
lndrical and montitform hyphae blae« {n Sudan Black-B but
negative in Sudan IV.

EXTRACELLULAR OXIDASE I'I(ODUCTION:3 Gum gualsc, syring-
aldazine and phenol were positive.
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