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Resumen

La seccion Caesareae comprende un grupo de especies de Amanita (Agaricales,
Basidiomycota) considerado monofilético, y que se caracterizan principalmente por la
presencia de basidiosporas inamiloides, anillo y volva bien desarrollados, un pileo con
estrias marginales y fibulas en la base de los basidios. Estos hongos forman asociaciones
simbidticas de tipo mutualista con plantas vasculares, denominadas ectomicorrizas,
extendiéndose mas alld de bosques templados y boreales en el hemisferio Norte. Algunas
especies son consideradas de gran valor gastrondmico y etnomicoldgico, repercutiendo en
la economia y cultura local de algunas sociedades. El objetivo de este trabajo es utilizar un
enfoque filogenético a través del andlisis de secuencias multiples de ADN para mejorar el
conocimiento acerca de la historia evolutiva de este grupo, asi como para determinar las
relaciones evolutivas que existen entre las especies. Cuatro regiones gendémicas (/7S, LSU,
RPB2, efl-a) fueron amplificadas y secuenciadas de un total de 119 muestras que
representan cerca de 50 especies de la seccion. Las variantes analiticas incluyeron Méaxima
Parsimonia, Méaxima Verosimilitud y Andlisis Bayesiano. Una prueba de homogeneidad
partiturada y analisis bayesianos independientes (por locus) revelaron congruencia
filogenética entre regiones. Un andlisis inicial, utilizando regiones conservadas (LSU,
RPB2, exones de efl—a), delimit6 los principales grupos considerados en este trabajo como
subsecciones (Caesarea, Albescens, Brevifulva, Calyptratoides, Murrilliana). Después, las
secuencias variables (/7S e intrones de ef/—a) fueron incorporadas haciendo alineamientos
por subseccion, lo que llevo a la construccion de dos matrices. Los andlisis filogenéticos
revelaron que el arreglo subseccional es consistente con caracteres macroscopicos como lo
son la coloracion (pigmentos) y conformacion (tamafio, forma) del basidioma, mientras que
los caracteres microsopicos (estructra del subhimenio, tamafio de basidiosporas) eran
homopléasicos a nivel subseccional. Comparativamente, se detectdé mayor variacion
molecular en las regiones /7S y efl—a, las cuales pueden ser buenos cddigos de barras en
este grupo. Se delimitaron algunas especies con base en criterios integrativos (morfologia,
biogeografia, filogenia). Algunas especies resultaron ser nuevas para la ciencia. La mayoria
de las especies filogenéticas encontradas coincide con un concepto morfolégico, a
excepcion de un grupo diverso (complex. hemibapha) que necesita mayor analisis
taxonomico y filogenético. Se detectaron patrones biogeograficos dentro de las

subsecciones Caesarea 'y Albescens. En ambas se propone un origen Gondwanico, seguido
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de una migracion pasiva a través de la masa continental Indica hacia el Sureste Asiatico
durante el Eoceno. Debido a la ubicuidad de los miembros de la subseccion Caesarea en el

hemisferio Norte se asume que el grupo se diversifico rapidamente.
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Abstract

Section Caesareae includes a group of species from the genus Amanita (Agaricales,
Basidiomycota) that are recognized mainly by having inamyloid spores, well-developed
annulus and volva, marginal striations, and clamp connections at the base of the basidia.
Previous studies have demonstrated that this group is monophyletic. Moreover, these fungi
establish mutualistic symbiotic associations with woody plants, known as ectomycorrhizae,
extending beyond temperate and boreal ecosystems in the Northern hemisphere. Some
species are considered valuable gastronomical and etnomycological resources, having a
strong impact in local economical and cultural affairs for some societies. Our objective was
to use a multigene phylogenetic approach to improve the knowledge on the evolutionary
history within Amanita section Caesareae, and elucidate phylogenetic relationships among
species. Four genomic regions (/7S, LSU, RPB2, efl-a) were amplified and sequenced
from 119 samples that represent near 50 species of the section. Analytical approaches
included Maximun Parsimony, Maximun Likelihood, and Bayesian Inference. A partition
homogeneity test and independent by-locus analyses revealed phylogenetic congruence
between loci. An initial analysis, using only conserved regions (LSU, RPB2, efl—a exons),
delimited the main groups considered here as subsections (Caesarea, Albescens, Brevifulva,
Calyptratoides, Murrilliana). Variable regions (ITS, efl—o introns) were used when doing
by-subsection homologous alignments, which lead to the construction of two separated
matrices. Phylogenetic analyses revealed a subsectional arrangement consistent with
macroscopic features such as basidiome coloration (pigmentation) and conformation (size,
form), while microscopic characters (subhymenial structure, spore size) were homoplasic at
a subsectional level. Comparatively, more molecular variation was detected within /7S and
efl—a regions, markers that could function well as DNA barcodes. Some species were
delimited based on integrative criteria (morphology, biogeography, phylogeny). New-to-
science species were also found with this approach and new combinations suggested. One
highly diverse group (complex. hemibapha) was detected within subsection Caesarea that
certainly needs more taxonomic and phylogenetic exploration. Some biogeographic
patterns were found within subsections Caesarea and Albescens. In both cases a
Gondwanean origin is proposed, followed by a passive migration through the Indian

continental landmass to Southeast Asia during the Eocene. Due to the ubiquity of members



Sistematica molecular de Amanita seccion Caesareae Sanchez-Ramirez, 2011

of subsection Caesarea throughout the Northern hemisphere a rapid diversification process

is assumed.
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1. Introduccion

Amanita Pers. es uno de los géneros mejor estudiados a nivel morfologico y molecular
(Moreno et al., 2008). Los principales trabajos modernos sobre taxonomia y sistematica de
Amanita han sido realizados por Singer (1951, 1986), Corner & Bas (1962), Bas (1969), y
mas recientemente por Yang (1997) y Tulloss (2009a). Los investigadores que han
trabajado tanto aspectos moleculares como morfoldgicos en Amanita en general estdn de
acuerdo con la clasificacion infragenérica, que incluye la division del género en dos
subgéneros: Amanita y Lepidella Corner & Bas, tres secciones (Amanitae, Vaginatae
Corner & Bas, Caesareae Singer) pertenecientes al primero, y cuatro secciones (Admidella,
Lepidella, Phalloideae, Validae) que pertenecen al segundo. Cada seccion y subgénero
tiene rasgos morfologicos particulares y su monofilia ha sido confirmada por estudios
filogenéticos independientes de ADN ribosomal (Weil} et al., 1998; Drehmel et al., 1999;
Moncalvo et al., 2000a, 2002; Zhang et al., 2004; Justo et al., 2010). Agrupaciones
infrasecciconales de Amanita seccion Caesareae han sido exploradas en el rango informal
de estirpe por Tulloss (2009b).

Las especies de Amanita son principalmente subcosmopolitas con un numero
estimado de entre 500 y 1000 especies (Yang, 2000; Tulloss, 2005), incluyendo especies
alucinogenas, venenosas y comestibles. Ademds, su ecologia compete a interacciones
simbidticas mutualistas mediante la formacion de ectomicorrizas en las raices de plantas
vasculares dentro de ecosistemas de bosque templado y boreales (Trappe, 1962; Molina et
al., 1992; Yang et al., 1999; Dahlberg, 2001; Taylor & Alexander, 2005; Smith & Read,
2008).

Amanita caesarea (Scop.) Pers. es la especie tipo de la seccion Caesareae y es
considerada como un valioso recurso gastronémico en Europa. Otras especies de la seccion,
con parecido morfolégico, se han descrito principalmente en Norte América, Asia, y Africa,
y se han comparado con especies Europeas (Bas, 1977; Guzman & Ramirez-Guillén, 2001).
Adicionalmente, estas especies tienen un valor etnomicoloégico (Hirkonen, 2002; Garibay-
Orijel et al.,, 2007; Christensen et al., 2008) y econdémico como hongos silvestres
comestibles (Yun & Hall, 2004, Boa, 2004). No obstante su cultivo o producciéon no ha sido
posible hasta ahora debido a multiples impedimentos relacionados con la biologia misma
de los hongos ectomicorrizogenos (Savoie & Largeteau, 2011). La seccion Caesareae

también incluye otras especies no comerciales que comparten una serie integrada de
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caracteres macro y micromorfologicos que representan informacioén taxonomica de gran
relevancia. Todas las especies descritas en la seccion y algunas provisionales se han
colocado en grupos hipotéticos por estirpe, enfocados fuertemente en rasgos como la
estructura del subhimenio, tamafio y forma de basidiospora, distribucion de pigmentos en el
basidioma, y consistencia/tincion del basidioma (Tulloss, 1998, 2009b).

En hongos, el uso de caracteres macro- y micromorfoldégicos ha estado
tradicionalmente relacionado con la delimitacion de especies (Petersen & Hughes, 1999;
Taylor et al., 2000, 2006a, b). La aplicacion de este tipo de reconocimiento, ha llevado a la
idea generalizada de que existen especies cosmopolitas con poca variacion morfologica. No
obstante, estudios filogenéticos con datos moleculares en macrohongos muestran
continuamente que los endemismos son bastante comunes debido a una estructuracion
geografica y la adaptacion local (e.g. Vilgalys & Sun, 1994; Wu et al. 2000; Coetzee et al.,
2000, 2001a, b; James et al., 2001; Shen et al., 2002; Chapela & Garbelotto, 2004; Zervakis
et al., 2004; Froslev et al., 2005, 2007; Geml et al., 2006, 2008; Taylor et al., 2006c;
Hughes et al., 2007; Nuytnick & Verbeken, 2007; Nuytnick et al., 2007; Carriconde et al.,
2008; Hedh et al., 2008; Moncalvo & Buchanan, 2008). En el pasado, se han utilizado con
frecuencia nombres de especies de Amanita descritas en Europa para nombrar hongos fuera
de este continente, donde con frecuencia las colecciones no se han estudiado a profundidad
por micdlogos especialistas en el grupo (Tulloss, 2005; Guzman, 2008). La recurrencia en
este patron puede deberse en general a visitas de micologos extranjeros a esos paises
(Kickx, 1841; Singer, 1957; Guzman, 1998), en combinacién con tendencias de
convergencia de estructuras morfoldgicas.

Recientemente, un numero considerable de estudios han utilizado enfoques
multigénicos para el desarrollo de hipdtesis filogenéticas en hongos, y sostienen que
matrices concatenadas de loci ribosomales (/7S/LSU) y loci de copia tnica revelan ser mas
informativos que filogenias basadas en un s6lo gen (O'Donnell et al., 1998a, b, 2004;
Dettman et al., 2003; Bruns & Shefferson, 2004; Mathney, 2005; Matheny et al., 2006,
2007; Freslev et al., 2005, 2007; Garnica et al., 2007; Geml et al., 2005, 2006, 2008; Oda et
al., 2004; James et al., 2006; Wirtz et al., 2008). Incluso, algunas tendencias en
perspectivas gendmicas han probado ser significativamente precisas (Rokas et al., 2003;
Taylor & Fisher, 2003). Con relacion a la delimitacion de especies, el criterio y el

reconocimiento filogenético, en términos de concordancia genealdgica (Avise & Ball,

6
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1990; Baum & Shaw, 1995; Avise & Wollenberg, 1997; Shaw, 2001) ofrece ser un método
prometedor y de gran utilidad para abordar temas evolutivos en hongos (Harrington &
Rizzo, 1999; Taylor et al. 2000, 2006a, b; Burnett, 2003; Moncalvo, 2005; Giraud et al.,
2008), como pueden ser evolucion fenotipica, complejos de especies, especiacion criptica y
alopatrica, dispersion a larga distancia y adaptacion ecoldgica. Ademads, el reconocimiento
filogenético de especies puede ser mutuamente ilustrado revisando otro tipo de evidencias
como la morfologia, biogeografia y ecologia (Dayrat, 2005; DeSalle et al., 2005).

Estas premisas justifican el uso de enfoques multigénicos y filogenéticos para
probar hipotesis en sistematica, delimitacion de especies, biogeografia, evolucion
molecular y morfologica. En este trabajo se tratan varios aspectos de la sistematica
molecular para para abordar temas evolutivos relacionados con el género Amanita seccion

Caesareae.
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2. Antecedentes

2.1 Morfotaxonomia y sistematica de la seccion Caesareae

Amanita caesarea fue descrita por primera vez por Giovani Antonio Scopoli en 1772, quien
le dio el nombre de Agaricus caesareus Scop. A partir de su primera descripcion se le
colocd en varios géneros. J.-B. Lamark la ubico por primera vez en el género Amanita en
1783, sin embargo le dio otro epiteto especifico, aurantia. No obtuvo su nombre cientifico
actual hasta que el botanico C. H. Persoon, en 1801, la nombr6é como actualmente se le
conoce: Amanita caesarea. No obstante otros botdnicos y micologos como C. E. O. Kuntze
(1898), W. A. Murril (1913), y E. Horak (1968), la han sinonimizado en los géneros
Fungus, Venenarius y Volvamanita, respectivamente.

A continuacion se describen en detalle las principales caracteristicas morfotaxonomicas del
género y en particular de la seccion Caesareae:

Desarrollo del cuerpo fructifero. Es hemiangiocarpico debido a que el himenio es endogeno

y se exhibe justo antes de la esporulacion. Esto se debe, en primera instancia, a que la volva
estd bien desarrollada. Esta caracteristica es de considerable importancia debido a que en
diferentes secciones, el desarrollo del primordio es variable. La diferencia radica en el
desarrollo del bulbo inicial que gradualmente se desarrolla en distintos tejidos del cuerpo
fructifero. En especies como A. muscaria (L.) Lam. y A. rubescens Pers., el desarrollo del
primordio es excéntrico con respecto a la superficie superior del bulbo. Sin embargo, en 4.
vaginata (Bull.) Lam. y 4. caesarea el desarrollo del primordio se lleva a cabo cerca del
centro del bulbo. Este hecho, explica por qué estas tltimas dos especies carecen de bulbo
basal, en el basidioma maduro. La elongacion del estipite también es variable dentro de las
secciones y esta relacionada con la formacion de la volva y la presencia del bulbo. En este
caso particular la diferencia entre las secciones Amanitae, Vaginatae y Caesareae es que en
la primera, la elongacion es apical sobre el bulbo primordial, lo que provoca la presencia
del bulbo, y en la segunda y tercera la elongacion es "total" ya que el estipite se desarrolla
desde la base del primordio (Corner & Bas, 1962; Bas, 1969). Bas (1969) consider6 que en
términos "filogenéticos", la combinacién maés primitiva es un primordio excéntrico con
estipite que se desarrolla de la base, (el crecimiento del estipite se desarrolla junto con el
primordio en A. vittadinii (Moretti.) Sacc.) seguido de un primordio excéntrico que tiene
estipite con elongacion apical (4. muscaria), y finalmente un primordio central con estipite

con elongacion total (4. caesarea).
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Elementos del margen del pileo. Bas (1969) considera que hay una fuerte correlacion entre

la reaccion de basidiosporas con la solucion de Melzer y la sulcacion del margen del pileo.
El valor biologico del margen de las estrias tiene que ver con la facilitacion de una
extension y crecimiento rapido del pileo, lo cual confiere al cuerpo fructifero una ventaja
para la liberacion exitosa de basidiosporas antes de exponerse a las condiciones
ambientales. La sulcaciéon del margen es una caracteristica importante del subgénero
Amanita. Sin embargo, también ocurre (en una medida menor) en especies del subgénero
Lepidella. Ya que en la seccion Caesareae 'y Vaginatae, la sulcacion es una caracteristica
inherente, Bas (1977), Tulloss (2009b) y Guzman & Ramirez-Guillén (2001), la utilizaron
como un caracter importante para la segregacion de especies y estirpes. Ademads, Bas
(1969, 1977) considera que la medicion del estriado debe estar calibrada en proporcion al
radio del pileo.

La volva. Dentro de los Agaricales la volva puede tener origenes distintos; puede formarse
a partir de: 1) el micelio circundante del primordio; 2) de hifas que crecen de partes del
cuerpo fructifero juvenil; y 3) de la diferenciacion temprana de la capa externa del velo
universal del primordio (Bas, 1969; Singer, 1986; Alexopoulos et al., 1996). A esta ultima
pertenece la volva de Amanita. La volva puede ser friable o fugaz, discreta, sacciforme,
limbada o adnata. El tipo de volva friable es el mas variable dentro del género y tiene que
ver con los restos que quedan sobre el pileo. Los tipos de volva estan directamente
relacionados con la estructuracion de las células del velo universal y el desarrollo del
primordio. Dentro de la seccion Caesareae la volva es sacciforme y se diferencia poco
entre las especies. Sin embargo, dentro de la seccion Vaginatae, Bas (1969) distinguid 4
tipos de volva presentes: 1) la volva membranosa, firme y sacciforme; 2) la volva suave,
membranosa y felpada; 3) la volva submembranosa y subfriable; y 4) la volva flocosa-
friable. También mencioné que existen estados intermedios entre los tipos de volva
mencionados. Adicionalmente, una caracteristica de la volva la cual Tulloss (2009b)
considera que puede ser de importancia para la seccion Caesareae (sensu Yang, 1997,
Tulloss, 2009a) es el borde interno de la volva, y la extension de la parte felpada del
estipite. El analisis que hizo Bas (1969) sobre el borde interno es excelente y revelador. El
observd un patron de localizacion y de origen del borde interno, relacionado con el
desarrollo del basidioma. En especies con desarrollo excéntrico y elongacioén basal, el

borde se ubica en multiples parches adheridos debajo del anillo y sobre el estipite. En otras
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especies, conforme la transicion gradual ocurre hacia el desarrollo central y elongacion
total, el borde interno pasa a ser un parche unico ubicado debajo del anillo, después sobre la
porcion central del estipite, y finalmente, sobre la parte basal del estipite. En especies con
volva adnata circumsésil ocurre en el angulo entre el estipite y la volva, y finalmente en
especies con volva bien desarrollada en forma de saco puede ubicarse en el fondo de la
volva, o internamente sobre la volva.

El velo parcial o anillo. El tejido primordial que se localiza entre las ldminas primordiales y

el estipite, generalmente se diferencia en un velo que cubre los bordes de las laminas
jovenes. Cuando el basidioma se desarrolla totalmente, el velo queda colgado sobre el
estipite en forma de un anillo. Algunos autores como Corner & Bas (1962), Bas (1969),
Yang (1997) y Tulloss (2009a), han considerado que en el caso de la seccion Vaginatae, la
diferenciacion del velo queda abortada, por lo cual no se desarrolla, ni se aprecia en
basidiomas maduros. Esto mismo ocurre en especies de las secciones Lepidella y Amidella.
La presencia de un anillo membranoso es una caracteristica fundamental para la separacion
de la seccion Caesareae de la seccion Vaginatae. El desarrollo del basidioma (en particular
la extension del pileo) también esta directamente relacionado con el posicionamiento del
anillo, lo cual es un carécter distintivo entre secciones. El anillo puede estar en una posicion
apical, medial o basal. Las caracteristicas microscopicas del anillo no estan bien estudiadas.
Actualmente, hay una especie (4. calyptratoides Peck) dentro de la seccion Caesareae que
presenta un anillo que se disuelve gradualmente sobre el estipite, ésta es una caracteristica
distintiva por la que Tulloss (2009b) la ubica en la estirpe Calyptratoides (como unico
taxon).

Fibulas. Son estructuras celulares que estan relacionadas con el crecimiento y
diferenciacion de las hifas. En particular, estan implicadas en la migracién de uno de los
nucleos a la célula que acaba de desarrollarse en un micelio dicaridtico (Alexopolous et al.
1996). Se ahi su nombre en inglés “clamp connections”. Las fibulas pueden encontrarse en
cualquier estructura celular, pero es mas frecuente que se encuentren en la base de los
basidios. Bas (1969) tomo en cuenta que las fibulas estan en proceso de perderse dentro del
género Amanita. Comentd que mientras en algunas especies se pueden encontrar en
cualquier parte del cuerpo fructifero y aparecer también en los basidios; en otras sélo se
encuentra en los basidios; y en algunas no se encuentran en ninguna estructura celular. Otra

cuestion en relacion a las fibulas en la base de los basidios, es que en los basidios viejos o
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maduros la fibula se pierde o puede crecer un nuevo basidio, distorsionado las estructuras,
mientras que en basidios jovenes siempre estdn presentes. Las fibulas de los basidios son
comunes dentro del subgénero Amanita en la seccion Caesareae y es un caracter necesario
para distinguir entre miembros de Vaginatae y Caesareae.

Basidiosporas. Son de suma importancia taxonomica dentro del género. La reaccion
amiloide sobre las paredes de las basidiosporas, al agregar el reactivo de Melzer es posible
distinguir entre los subgéneros Amanita y Lepidella. No obstante, otros caracteres, junto
con éste, también igualmente determinantes (Yang, 1997; Yang et al. 1999). Bas (1969,
1977) llegd a la conclusion de que el tamafio de las basidiosporas es un caracter importante
para la identificacion de especies y estirpes. También, mencion6 que dentro de la seccion
Vaginatae existen especies con los tamafios basidiosporales més pequefios y més grandes
del género (de 4.5-5.5 x 4-5 hasta 16 x 15 um). En la secciéon Amidella las basidiosporas
son caracteristicamente baciliformes. La medida de las basidiosporas también esta
relacionada con el numero de mediciones por ejemplar. Bas (1969, 1977) mide 10
basidiosporas cuando los tamafios son fijos; sin embargo pueden medirse hasta 25 en casos
cuando el tamafio es variable. Tulloss (2009a, b) hace mediciones en 100 basidiosporas por
ejemplar. Bas (1969, 1977) también indica una medida para determinar el niimero de
ejemplares por el numero de basidiosporas medidas, por ejemplo: 40/4 si midio 10
basidiosporas en cuatro ejemplares. El coeficiente basidiosporal (Q) es una medida que se
refiere a la division de la longitud entre la anchura de las basidiosporas. Esta medida
también esta relacionada directamente con la forma de las basidiosporas (globosa,
subglobosa, ampliamente elipsoide, elipsoide, alongada, cilindrica y baciliforme) (Bas,
1969). Guzman & Ramirez-Guillén (2001) hicieron una separacion de especies
(especialmente mexicanas) con base Unicamente en el tamafio de las basidiosporas,
separado especies como A. basii Guzman & Ram.-Guill. de A. casesarea; y A. yema
Guzman & Ram.-Guill. de 4. tecomate Guzman & Ram.-Guill., so6lo por una diferencia de
1 0 2 um de diferencia en el tamafio entre ambas. Tulloss (2009b) toma como un caracter
indispensable la longitud de las basidiosporas y el Q, para separar especies de la estirpe
Hemibapha sensu Tulloss.

Subhimenio. En especies de Amanita el subhimenio generalmente esta bien desarrollado,
una o dos veces mas grueso que el himenio. Los tipos de células subhiménicas son

variables dentro del género, y pueden distinguirse en los siguientes tipos: 1) ramosa
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(células delgadas y ramificadas); 2) ramosas-infladas (infladas y ramificadas); 3) coraloides
(con forma muy irregular, con mas proyecciones que conexiones); y 4) celulares (de
elipsoides a isodiamétricas). Las formas celulares son mas comunes en Amanita, mientras
que las otras formas ocurren en diferentes secciones de Lepidella (Bas, 1969). Bas (1969)
postuld que existe una tendencia "filogenética" en relacion a la combinacion del tipo de
subhimenio, de basidios y la presencia de fibulas. El opin que la tendencia es de basidios
largos con fibulas y subhimenio grueso ramoso (primitivos), hacia basidios cortos sin
fibulas y subhimenio no tan grueso pero del tipo celular. Tulloss (2009b) y Guzmén &
Ramirez-Guillén (2001) describen tanto en la estirpe Caesarea como en Hemibapha, un
subhimenio pseudoparenquimatoso, diferencidndose en que la primera estirpe presenta de
3(-5) células, mientras que la segunda presenta de 3(-1) células. Otra estirpe de la seccion
es Calyptroderma, la cual también se diferencia del resto debido a que las especies no
presentan un subhimenio pseudoparenquimatoso, en su lugar hay una red de hifas
ramificadas de segmentos hifales relativamente cortos que se encuentran parcialmente
inflados o en algunos casos no inflados (Tulloss, 2009b).

Pigmentacion y coloraciéon. En Amanita la pigmentacion por lo general es celular y

proviene de la vacuola. Cabe hacer notar que en el subgénero Lepidella hay muchas
especies sin pigmentacion, y si la presentan, se concentra en la volva o en la volva y
pileipelis; los colores brillantes son escasos. En cambio, en el subgénero Amanita, las
especies sin pigmentacion son raras. La pigmentacion se concentra en el pileipelis con
mayor frecuencia, y con menos, en el pileipelis y la volva; los colores brillantes son
abundantes. El color del pileo es una caracteristica muy importante para distinguir entre
especies de la seccion Vaginatae y también lo es para las de la estirpe Hemibapha (Tulloss,
2009b) en la seccion Caesareae. Sin embargo la coloracion del pileo es sumamente
variable dentro de especies como en algunas de la estirpe Caesarea y Hemibapha, por lo

cual en algunos casos puede ser un caracter polimorfico.

2.2 Biologia de Amanita caesarea y especies afines

Amanita caesarea, al igual que la mayoria de las especies del género, es micorrizogena
(Trappe, 1962; Singer, 1986; Yang et al., 1999; Meotto et al., 1999; Daza et al., 2006), es
decir, forman asociaciones simbidticas de tipo mutualista con plantas vasculares. Por lo

menos en A. caesarea s. s. se ha reportado su asociacion con diferentes especies de arboles,
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tales como: Castanea sativa, Castanopsis carlesii, C. hystrix, Fagus sylvatica, Pinus
strobus, P. virginiana, Quercus baronii, Q. faginea, Q. liaotungensis, Q. lusitanica, Q.
petraea, Q. pubescens, Q. pyrenaica, Q. robur 'y Q. suber (Trappe 1962; Meotto et al.
1997; Yang et al. 1999; Gonzalez et al. 2002). Las asociaciones con plantas vasculares
pueden variar segun la especie de hongo y depende mucho de la ubicacion geografica, por
ejemplo en México se reportaron miembros de la seccion Caesareae en bosques de Abies,
Quercus y Pinus (Pérez-Silva, 1981; Guzman & Ramirez-Guillén, 2001). En Tailandia,
Sanmee et al. (2008) los citaron en bosques de Fagaceae y Dipterocarpaceae. En general,
las especies de este grupo se podran encontrar mas comunmente en asociacion con plantas
vasculares de las familias Pinaceae, Fagaceae, Betulaceae y Dipterocarpaceae.

Como todos los hongos ectomicorrizogenos (ECM), las especies de la seccion
necesitan establecer una relacion simbidtica con algin hospedero de su preferencia para
poder completar su ciclo vital. Generalmente se pueden identificar tres fases en su ciclo de
vida: 1) una etapa vegetativa que corresponde al crecimiento hifal en el suelo; 2) una etapa
simbidtica en la cual se establece la asociacion micorrizica; y 3) una etapa reproductiva que
lleva al desarrollo de esporomas y la liberacion de meiosporas (Murat et al., 2008).

La mayoria de las raices de plantas ECM, a tan s6lo unos dias de emerger, se
encuentran ya colonizadas por hongos ECM (Taylor & Alexander, 2005; Smith & Read,
2008). Las micorrizas son estructuras de vida corta que se regeneran anualmente durante el
periodo de crecimiento. Estas estructuras se distribuyen verticalmente a profundidades
ocupadas principalmente por raices en la llamada rizésfera. Sin embargo, la gran mayoria
se ubican en los horizontes més someros del suelo, donde los procesos de mineralizacion
son mas activos (Taylor & Bruns, 1999). Por lo general, el 90% de las micorrizas se
encuentra en los 10 cm superiores del perfil edafico en suelos boreales. El tejido fungico en
raices micorrizicas representa de 10 a 100 veces mas que los esporomas, de biomasa
fingica total, incluso sin considerar el extenso micelio extra-radicular (Dahlberg et al.,
1997; Dahlberg, 2001).

En la simbiosis estd implicada la disponibilidad y el flujo de nutrientes en el
ecosistema de bosque templado y boreal (Kernaghan, 2005). Particularmente, las
asociaciones simbioticas favorecen la captacion hidrica y el suministro de minerales
esenciales —como fésforo y nitrégeno— a través de las ectomicorrizas en las raices de

plantas vasculares (Read & Pérez-Moreno, 2003; Taylor & Alexander, 2005; Smith &
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Read, 2008). Reciprocamente el hospedero abastece al hongo de carbohidratos y otros
fotosintatos (Nehls et al., 2001; Nehls et al., 2007).

Como la mayoria de los basidiomicetos, también presentan reproduccion
heterotalica, es decir que la anastomosis (fusion de hifas) se lleva a cabo entre hifas
genéticamente diferentes (Bos, 1996; Debaud et al., 1999; Moore & Novak-Frazer, 2002;
Burnett, 2003). Este mecanismo ha resultado en la evolucién de genes de apareamiento
multialélicos, conocidos en inglés como mating types. En algunas especies se han reportado
miles de alelos. Los genes de dos loci no-ligados, conocidos como A4 y B, determinan el
mating type en el hongo. Estos genes codifican feromonas péptidas y receptores
transmembranales implicados en el proceso sexual (Kronstad & Staben, 1997; Brown &
Casselton, 2001; Moore & Novak-Frazer, 2002).

Utilizando como modelo el hongo ectomicorrizogeno Hebeloma cylindrosporum
Romagn. el ciclo vital de un basidiomiceto ectomicorrizogeno es el siguiente (Marmeisse et
al., 2004): la germinacion de basidiosporas produce un micelio homocariético. Este tiene
crecimiento limitado pero se ha descubierto que también tiene la capacidad de micorrizar
plantulas (Debaud et al., 1988). El apareamiento entre dos hifas homocaridticas
compatibles con alelos diferentes en 4 y B, tiene como resultado la formacién de un
dicarion que generalmente se caracteriza por la presencia de fibulas. Este micelio tiene dos
nucleos haploides por célula. El micelio dicaridtico normalmente crece en el sustrato hasta
colonizar la raiz de la plantula de Pinus pinaster. Bajo condiciones apropiadas de luz y
temperatura, en aprox. 3—6 meses posteriores a la formacion de ectomicorrizas, procedera
la formacion de basidiomas esporulantes. En los probasidios, que se forman sobre la
superficie de las laminas, los dos nucleos haploides se fusionan para formar un ntcleo
diploide, el cual se transforma en cuatro basidiosporas meidticas haploides que son

liberadas en el habitat circundante (Marmeisse et al., 2004).

2.3 Marcadores moleculares y estudios filogenéticos sobre Amanita

La mayoria de los estudios filogenéticos sobre Amanita estdn basados en marcadores
ribosomales. Tales marcadores se resumen a diferentes componentes del paquete de genes
ribosomales nucleares y mitocondriales. Los nucleares incluyen la subunidad pequena 18S
(nSSU), la subunidad grande 28S (nLSU), la region del espacio interno transcrito (/759), la
cual incluye tres loci: /TS, subunidad 5.8S, e ITS2 (del extremo 5' al 3'), y por altimo la
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region del espacio intergénico (/GS). Cada uno de esta bateria de genes tiene su propia tasa
evolutiva, por lo cual, cada uno tiene un alcance filogenético diferente. Por ejemplo, el SSU
tiene una tasa evolutiva mas lenta que el LSU, es decir es un gen mas conservado, asi que
una filogenia usando este gen podria resolver preguntas pertinentes con la relacion
evolutiva entre 6rdenes y clases. El LSU es una region mas conservada que los /757 e ITS2,
y tiene un alcance filogenético a nivel de familias y géneros, no obstante, en el LSU existen
dos dominios divergentes (D1 y D2) cercanos a la terminal 5', los cuales pueden tener
resolucidn infragenérica. Los /7S y el /GS son los genes mas variables dentro del complejo
ribosomal. La tasa evolutiva del /7S ha llevado su implementacion para la resolucion de
preguntas interespecificas, y el /GS para la resolucion de preguntas intraespecificas. Los
genes ribosomal mitocondriales son menos conservados que sus paralogos nucleares, éstos
incluyen la subunidad pequefia mitocondrial (mSSU) y la subunidad grande mitocondrial
(mLSU) (Hillis & Davis, 1988; White et al., 1990; Bruns et al., 1991, 1992; Hillis & Dixon,
1991; Gardes & Bruns, 1993; Buscot et al., 2000; Moncalvo et al., 2000a; Berbee & Taylor,
2001).

Los estudios de filogenia molecular en Amanita hasta ahora han sido de tres tipos:
a) sobre sistematica y biogeografia (Lim & Jung, 1998; WeiB3 et al., 1998; Drehmel et al.,
1999; Oda et al., 1999, 2004; Zhang et al., 2004), b) sobre evolucion molecular (Moncalvo
et al., 2000a) y, c) sobre filogeografia (Geml et al., 2006, 2008). De los estudios de
sistemdtica molecular destaca el de Drehmel et al. (1999), ya que utilizaron como marcador
el LSU probando las hipotesis de la clasificacion tradicional basada en morfologia hechas
por Bas (1969) y Singer (1986), relacionadas con la divisién en dos subgéneros Amanita y
Lepidella, y las subsecciones. Este trabajo y los de WeiB et al. (1998), en el cual también se
empled el LSU, y Oda et al. (1999) que utilizaron la region /TS, corroboraron la existencia
de una clasificacion infragenérica con siete secciones propuestas inicialmente por Singer
(1951, 1986). En el género Amanita el ITS debe de manejarse con cuidado, la variacién en
las secuencias puede provocar alineamientos azarosos que lleven a filogenias imprecisas.
Un ejemplo de ello es el trabajo de Lim & Jung (1998). Otros estudios mas recientes como
el de Zhang et al. (2004) ya incluyen la combinacion de datos, ellos utilizaron tanto LSU
como I7S para corroborar estudios sistematicos anteriores y ampliar la discusion hacia
posibles patrones biogeograficos encontrados en la filogenia. El estudio de Moncalvo et al.

(2000a) es un trabajo muy completo donde se comparan las tasas y modos de evolucion
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entre los genes LSU nuclear y SSU mitocondrial de varias especies de Amanita (muchas de
éstas incluidas en el trabajo de Drehmel et al., 1999). Comprueban que ambos genes tienen
tasas diferentes y no pueden ser combinados en andlisis filogenéticos. Oda et al. (2004), a
raiz de su trabajo previo, deciden profundizar en la relacion entre A. muscaria y A.
pantherina (DC.) Krombh, dos especies muy parecidas entre si. Utilizando I7S y /-
tubulina, un gen protéico, dan mayor resolucion a la separacion entre ambas especies y
concluyen una serie de hipotesis biogeograficas acerca del lugar de especiacion, grupos
biogeograficos y rutas de dispersion. Finalmente, Geml et al. (2006, 2008) toman como
modelo a A. muscaria, una especie aparentemente cosmopolita y morfologicamente
uniforme, para combinar estudios de genética molecular de poblaciones, filogeografia y
ecologia. Por medio de una bateria de cuatro genes (/7S, LSU, f3-tubulina, efl-a;) proponen
la region Beringia como lugar de origen de la especie, debido a que es en esta region donde
se registrd el mayor nimero de haplotipos y diversidad genética. Se encontrd una estructura
filogeografica compleja caracterizada por especies cripticas y relacionada con
microambientes generados, a su vez, por periodos glaciales intermitentes.

Los articulos de Geml et al. (2006, 2008) son un claro ejemplo de la magnitud de un
trabajo que incluya secuencias multiples de ADN. El proyecto AFTOL (Assembling Fungal
Tree of Life) apoyado por la NSF (National Science Foundation) ha generado una cantidad
enorme de informacién relacionada con temas evolutivos en hongos (Blackwell et al.,
2006; McLaughlin et al., 2009). Productos concretos relacionados con este proyecto pueden
encontrarse en el niamero 6 del volumen 98 de Mycologia. El ensamblaje del nuevo
conocimiento evolutivo en hongos no pudo haber sido posible sin el desarrollo de
marcadores moleculares con buena resolucion filogenética. Aparte de los conocidos
ribosomales, se han desarrollado las subunidades I y II de la RNA polimerasa (Liu et al.,
1999; Matheny, 2005; Matheny et al., 2002, 2007), el factor de elongacion 1-alpha
(O'Donnell et al., 1998a; Rehner & Buckley, 2005; Matheny et al., 2007), un gen
mitocondrial de la ATP sintetasa, atp6 (Kretzer & Bruns, 1999; Robison et al., 2001) para
cerca de 1500 especies de hongos, representantes de todos los grupos de taxa en Fungi
(McLaughlin et al., 2009). Adicionalmente, algunos mic6logos han utilizado y desarrollado
otras regiones, como el gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (Den Bakker et
al., 2004), el de la f-tubulina (Thon & Royse, 1999; Begerow et al., 2004) y genes de
actina (Tarka et al., 2000; Helgason et al., 2003), no incluidos como parte del AFTOL. Una
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segunda fase del AFTOL (AFTOL2) tiene como objetivos resolver nodos problematicos
dentro de diferentes grupos de hongos. Para ello consideran el uso de 71 genes, en
particular aquellos que sean aptos para realizar andlisis filogendmicos a gran escala
(McLaughlin et al., 2009; http://www.aftol.org).

La transicion de genes ribosomales a aquellos que codifican para proteinas es
inminente. El "caballito de batalla" en la sistematica fungica claramente es el I78,
sobretodo para resolver cuestiones de especies relacionadas. Sin embargo, a pesar de ser
una region facil de trabajar, tiene serias deficiencias, en particular el alineamiento, lo que
dificulta la seleccion de un grupo externo y la implementacion del concepto mismo de
homologia. Otro contratiempo es que en algunos grupos puede ser extremadamente
variable o completamente invariable. Problemas similares ocurren en genes ribosomales
estructurales como el LSU y el SSU (Bruns & Shefferson, 2004). En cambio, los genes que
codifican para proteinas son mds faciles de alinear debido a que estan restringidos a un
marco abierto de lectura (ORFs, open reading frame). Ademads, no son tan conservados
como los ribosomales estructurales debido a que es el producto (proteina) lo que esta sujeto
a seleccion, en lugar de la secuencia nucleotidica en si. Esta diferencia hace que sean
marcadores sumamente versatiles, debido a que se pueden emplear para determinar
relaciones filogenéticas a un nivel mayor utilizando la secuencia aminoacidica, y para
relaciones filogenéticas a un nivel menor aprovechando la variacion en terceras posiciones

de codones e intrones (Berbee & Taylor, 2001; Bruns & Shefferson, 2004).

2.4 Especie fungica: el criterio filogenético y la concordancia genealogica

En general se considera que las especies son entidades naturales que surgen a partir de
eventos de especiacion (Mayden, 2002). El reconocimiento de especies es una iniciativa
humana que es esencial para el subsecuente estudio de procesos evolutivos implicados en la
especiacion. La correcta "colocacion" de un individuo dentro de una especie es un
prerrequisito para estudios del modo de reproduccion, hibridizacion, flujo génico y
seleccion. Tradicionalmente, todas las especies fungicas se reconocian a través de la
morfologia (Petersen & Hughes, 1999; Taylor et al., 2000, 2006a, b). Ahora que sabemos
que los hongos son fenotipicamente plasticos y comuUnmente presentan estructuras
convergentes (Bruns et al., 1991; Hibbett et al., 1997; Burnett, 2003; Bridge et al., 2005;

Moncalvo, 2005) es necesario buscar nuevas formas de reconocimiento. Una opcion obvia
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seria el criterio biologico de especie, llevando a cabo pruebas de interfertilidad o
compatiblilidad somatica (Petersen & Hughes, 1999). No obstante, un gran obstaculo
resulta del hecho de que sélo el ~11% de las especies de hongos han sido cultivadas, y el
~20% no se reproduce sexualmente (Ainsworth et al., 2001). Un enfoque reciente y muy
utilizado es la implementacion del Reconocimiento Filogenético de Especie (PSR), con el
cual es posible inferir aislamiento genético mediante la concordancia genealdgica de
multiples loci conocido como GCPSR (Baum & Shaw, 1995; Avise & Wollenberg, 1997;;
Taylor et al., 2000, 2006a, b; Shaw, 2001).

Para aplicar cuidadosamente el GCPSR, no sélo es necesario encontrar varias
regiones genomicas con suficiente polimorfismo para construir genealogias bien
soportadas, sino también, es necesario construir un acervo de muestras o individuos que
cubran la distribucion de algin grupo de hongos. Una vez obtenidos los datos de
secuencias, las filogenias resultantes pueden compararse para descubrir la transicion desde
la concordancia entre filogenias construidas con distintos marcadores (debido a la pérdida
de variacion ancestral la cual es especifica para cada linaje, causada por el aislamiento
genético) hasta el conflicto entre filogenias (por la migracion entre poblaciones) y asi
eventualmente reconocer especies. El reconocimiento de especies por concordancia
genealogica ha tenido un impacto dramatico en la taxonomia fingica (Taylor et al., 2006a).

Encontrar especies mediante el GCPSR, frecuentemente se encuentra relacionado
con alguna estructura geografica que indica endemismos (Taylor et al., 2006a, b; Lumbsch
et al., 2008). Sin embargo, no siempre es la regla y ejemplo de esto es el estudio de Pringle
et al. (2005) donde se encuentran s6lo dos especies filogenéticas a nivel mundial en
Aspergillus fumigatus Fresen. No obstante, la mayoria de los estudios filogenéticos en
hongos sefialan claros patrones filogeograficos, en especial cuando estdn involucradas
especies emparentadas, complejos de especie, o una sola especie. En muchas ocasiones
estas especies resultan ser cripticas (Taylor et al., 2006b), es decir, son especies en algunos
casos incipientes que no son aparentes aplicando otras formas de reconocimiento como el
morfolégico o bioldgico (Brickford et al., 2006). Si consideramos que el reconocimiento
morfoldgico, con ~100,000 especies descritas (Kirk et al., 2008), es la principal
herramienta para reconocer especies fingicas, entonces ;donde esté el resto del 1.5 millon
de especies estimadas (Hawsworth, 2001)? Este problema estd siendo resuelto en varias

perspectivas: a) la busqueda y aparicion de especies cripticas y alopatricas producto de
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analisis filogenéticos, b) el sondeo de diversidad fingica bajo tierra, haciendo analisis
filogenéticos de clones edaficos, y ¢) ampliando el conocimiento micologico de regiones
inexploradas (e.g. tropicos) utilizando codigos de barras genéticos (Hawksworth, 2004; J.-
M. Moncalvo, com. pers.). En todos los casos se hace uso de PSR y el GCPSR.

Mas alla de la discusion de criterios, el GCPSR y otros enfoques genético-
poblacionales pueden ser de gran utilidad cuando hablamos de criterios operacionales para
definir unidades practicas en ecologia y conservacion (Sites & Crandall, 1997; Sites &
Marshall, 2003, 2004). Recientemente surgid un interés por ampliar las fronteras de la
delimitacion de especies, estableciendo asi una taxonomia integrativa. Este enfoque busca
reunir la mayor cantidad de datos y evidencia relacionada con una especie para poder
asumir su individualidad evolutiva y como unidad operativa. La evidencia generalmente
engloba datos moleculares, filogenéticos, genéticos, biogeograficos, ecoldgicos, etologicos,
y morfoldgicos que sirven como indicadores para definir fronteras entre especies (Dayrat,
2005; Will et al., 2005; Fonseca et al., 2008; Padial et al., 2008). Diferentes tipos de
evidencias pueden proyectarse como hipdtesis corroborables y de soporte multilateral,
dependiendo de la biologia del organismo y de los procesos de especiacion implicados

(DeSalle et al., 2005).
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3. Objetivos
3.1 Proponer un sistema clasificatorio subseccional para la seccion Caesareae basado en un

analisis filogenético con secuencias de regiones conservadas (LSU, efl-a exones, RPB?2).

3.2 Delimitar especies en la seccion utilizando ademas de inferencias filogenéticas

evidencia complementarias como la morfologia y/o distribucion geografica.

3.3 Proponer marcadores como codigo de barras para la seccion.

3.4 Comparar los caracteres morfologicos utilizados en propuestas clasificatorias anteriores

con las filogenias moleculares.

3.5 Proponer algunos patrones biogeograficos.

4. Hipotesis

La morfologia caracteristica de las estirpes y especies de la seccion Caesarea no
necesariamente debe ser consistente con las relaciones filogenéticas basadas en ADN. No
obstante, el andlisis de secuencias es capaz de revelar informacion acerca de la historia
evolutiva del grupo, como lo pueden ser el establecimiento de grupos monofiléticos, la

delimitacion especies y el surgimiento de nuevas hipotesis biogeograficas.
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5. Materiales y métodos

5.1 Material biologico

Se obtuvieron tejidos flngicos a partir de ejemplares de especies conocidas de la seccion
Caesareae depositadas en varios herbarios micoldgicos (tabla 1). El nimero de muestras
seleccionadas para la extraccion de ADN fue de 119, de las cuales 106 correspondieron a
especies previamente descritas y/o en proceso de descripcion, y 14 a seis posibles especies
nuevas aun sin describir. Adicionalmente, se incluyeron en los analisis todas aquellas
secuencias depositadas en GenBank relacionadas con la seccion Caesareae (tabla 2). De
este grupo de secuencias, algunas muestras ambientales (e.g. ectomicorrizas, clones de
suelo) que tuvieron un puntaje alto en nBLAST, fueron consideradas como pertenecientes a
la seccion. Las tablas 1 y 2 contienen todas las muestras utilizadas en el trabajo, asi como
datos acerca de su ubicacion geografica, herbario, colector y nimero de colector, y regiones
genOmicas secuenciadas. La mayoria de las especies estan descritas (y/o informacion
relacionada con su descripcion se puede encontrar) detalladamente en la pagina web

http://www.amanitaceae .org/?section%20Caesareae.

5.2 Extraccion de ADN, protocolos de PCR y secuenciacion

El ADN fue extraido utilizando diferentes métodos, desde métodos estandarizados con
CTAB (Zolan & Pukkila, 1986) o SDS (Lee & Taylor, 1990) a paquetes de extraccion
como el Plant DNeasy mini prep de QIAGEN (QIAGEN, Inc., Valencia, CA), y un
novedoso método de extraccion en placa de 96 pozos para material fingico herborizado
descrito a detalle en Dentinger et al. (2010). El método requiere de muy poco tejido (~10
mg) por pozo y estd basado en enzimas digestivas, amortiguadores de extraccion, y una
placa especial (PALL) con un filtro de fibra de vidrio que funciona como matriz para
capturar las moléculas de ADN. Para poder llevar a cabo este método fue necesaria la
utilizacion de una bomba de vacio y una estructura de soporte para la succion; también se
utiliz6 una centrifuga de placa. La mayoria del ADN fue diluido a 1:10 en agua MiliQ.

Los pares de iniciadores que fueron utilizados para la reacciéon en cadena de la
polimerasa (PCR) fueron los siguientes: ITS1f y ITS4b (Gardes & Bruns, 1993) para la
region I7S1-5.8S5-1TS2 (ITS); LROR y LRS5 (Vilgalys & Hester, 1990) para LSU; -6BF y -
7.1R (Matheny, 2005) para RPB2; y EF1-983F (GCY CCY GGH CAY CGT GAY TTY
AT) y EF1-1567R (ACH GTR CCR ATA CCA CCR ATC TT) (S. Rehner, no pub.) para

21



Sistematica molecular de Amanita seccion Caesareae Sanchez-Ramirez, 2011

efl-a. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un volumen de 10 pL conteniendo 1.0
uL de amortiguador 10X PCR (100 mM Tris—HCI, pH 8.3, 500 mM de cloruro de potasio,
2.5 mM de cloruro de magnesio, gelatina al 0.1%, albimina sérica bovina 1.6 mg/nL), 1.6
nL de dNTPs (1.24 mM de cada dANTP), 0.2 puL de cada iniciadores (10 uM), 0.1 pL de Taq
polimerasa Platinum (Invitrogen, Carlsbad, CA), 2 uL. ADN muestra y 4.9 pL de agua
estéril MiliQ. Tres protocolos "touchdown" con condiciones de termociclado (Eppendor
Mastercycler EP Gradient) particulares fueron empleados para la amplificacion de todos los
loci. Para ITS y LSU las condiciones consistieron de un ciclo a 94°C por 2 min; cinco ciclos
a 94°C (0.5 min), 60°C (0.5 min), y 72°C (1 min); 25 ciclos a 94°C (0.5 min), 55°C (0.5
min), y 72°C (1 min); y 10 ciclos a 72°C por 10 min. Para efI-a consistio de un ciclo a 94°C
por 2 min; cinco ciclos a 94°C (0.5 min), 60°C (0.5 min), y 72°C (1 min); cinco ciclos a
94°C (0.5 min), 58°C (0.5 min), y 72°C (1 min); cinco ciclos a 94°C (0.5 min), 56°C (0.5
min), y 72°C (1 min); 15 ciclos a 94°C (0.5 min), 54°C (0.5 min), y 72°C (1 min); y 10
ciclos a 72°C por 10 min. Y para RPB2 las condiciones fueron un ciclo a 94°C por 2 min;
cinco ciclos a 94°C (0.5 min), 62°C (0.5 min), y 72°C (1 min); cinco ciclos a 94°C (0.5
min), 60°C (0.5 min), y 72°C (1 min); cinco ciclos a 94°C (0.5 min), 58°C (0.5 min), y 72°C
(1 min); cinco ciclos a 94°C (0.5 min), 56°C (0.5 min), y 72°C (1 min); 10 ciclos a 94°C
(0.5 min), 54°C (0.5 min), y 72°C (1 min); y 10 ciclos a 72°C por 10 min. En ocasiones
RPB2 fue amplificado utilizando las condiciones de ef/-a. Todos lo productos de PCR
fueron "limpiados" o purificados a través de un método enzimdtico que digiere ADN de
cadena sencilla (iniciadores) y dimeros. El método se conoce como Exo-Sap y consiste de
dos enzimas una exonucleasa y una fosfatasa. Esta técnica es de muy bajo costo, efectiva y
muy répida (tiempo aprox. para 48 muestras es de 0.75-1 hora). Este método se encuentra
descrito en Dentinger et al. (2010). Los productos fueron visualizados en geles de agarosa
al 1% tefiidos con bromuro de etidio.

Las reacciones de secuenciacion se llevaron a cabo con BigDye Terminator kit y
secuenciados en un secuenciador de Applied Biosystems de 48 capilares. Las secuencias
fueron editadas con el software Sequencher 3.0 de GeneCodes. Las secuencias ITS fueron
delimitadas utilizando los motivos CATTA- (en la porcion SSU) y -GACCT (en la porcion
LSU) para evitar repetir caracteres y solo incluir las regiones ITS1-5.8-ITS2 (Dentinger et

al., 2010).

22



Sistematica molecular de Amanita seccion Caesareae Sanchez-Ramirez, 2011

5.3 Alineamiento, particiones y preparacion de las matices de datos

Con el fin de abordar la sistematica seccional y la delimitacion de especies dentro de la
seccion fue utilizada una matriz de datos que consistid de solo las regiones conservadas
LSU, efl-a (exones) y RPB2. Las secuencias fueron alineadas inicialmente con el programa
MUSCLE 3.6 (Edgar, 2004), para después finalizar el alineamiento ajustando
inconsistencias de  manera manual utilizando SE-AL  (Rambaut, 2007:
http://tree.bio.ed.ac.uk/software/seal/).

La region /7S se considera un locus altamente variable interespecificamente (Bruns
et al., 1991; Gardes et al., 1991; Chen et al., 1992; Farmer & Sylvia, 1998; Buscot et al.,
2000) y puede resultar dificil de alinear, sobretodo con un grupo externo (Bruns &
Shefferson, 2004). Ciertamente Amanita es un caso de ello y como prueba se encuentran
estudios filogenéticos imprecisos sobre Amanita (ver Lim & Jung, 1998; Oda et al. 1999).
Adicionalmente, el LSU ribosomal ha sido reportado como altamente divergente en
Amanita por Moncalvo et al. (2000b).

Una vez finalizado el analisis filogenético previo (ver secciones tematicas 5.4y 6.1)
los principales grupos o clados fueron establecidos (de aqui en adelante se les llamara
subsecciones). Alineamientos independientes de /7S e intrones de ef7/-o fueron agregados
por subseccion. Los datos totales, es decir de todas las regiones (I7S, LSU, efl-a. y RPB2)
fueron agregados en dos matrices una con los datos de la subseccion Caesarea y otra con
los datos de la subsecciones Albescens, Brevifulva, Calyptratoides y Murrilliana (ver
seccion temadtica 6.1). Los andlisis filogenéticos fueron llevados a cabo por separado en
cada conjunto de datos. Este esquema de preparacion de matrices fue implementado con la
finalidad de mejorar la homologia en secuencias variables, incrementar la resolucion
filogenética, y elucidar relaciones recientes de divergencia.

En las tres matrices los datos fueron particionados para los subsecuentes analisis
filogenéticos, excepto para Maxima Parsimonia (MP) (ver seccion temadtica 5.5). Para
Miaxima Verosimilitud (ML) fue utilizado un esquema de particion simple, es decir, el
propio limite de cada region. El conjunto de datos seccional fue particionado en 3 (LSU,
exones de efl-a, RPB2), mientras que las dos matrices fueron particionadas en 5,
incluyendo las regiones variables (/7S e intrones de ef/-a). Particiones adicionales por
codon fueron utilizados para ef/-a y RPB2 en el Andlisis Bayesiano (BA) en cada matriz.

El mejor modelo de sustitucion nucleotidica para cada particion (ver tabla 3) fue
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seleccionado a través de Modeltest 3.7 (Posada & Crandall, 1998) y PAUP* (Swofford,
2002). En la figura 1 se aprecia un diagrama de flujo donde se detallan aspectos del manejo

de las matrices de datos y los diferentes enfoques para los andlisis de cada matriz.

5.4 Congruencia de datos y homogeneidad filogenética

Se tomaron en cuenta dos enfoques diferentes para medir la homogeneidad entre genes o
particiones. Uno fue el método de Farris et al. (1995), el cual se conoce como Prueba de
Homogeneidad por Particion (PHT), que mide estadisticamente la longitud de ramas (o
pasos) en los arboles de parsimonia producidos por los diferentes loci. El segundo enfoque
fue invocar el criterio de combinacion condicional (Bull et al., 1993; Huelsenbeck et al.,
1996), haciendo andlisis independientes de cada locus asi como la utilizacion de alglin
estadistico de soporte de ramas (de Queiroz, 1993) para evaluar la congruencia.

Para llevar a cabo las pruebas se tomaron 25 muestras (las cuales tenian integros los
cuatro loci) con cuatro particiones (I7S, LSU, efl-a, RPB2), éstas fueron analizadas
independientemente con inferencia Bayesiana (500,000 generaciones) en MrBayes
(Ronquist & Huelsenbeck, 2003). Los arboles consenso de mayoria, con valores de
probabilidad posterior (pp) como indicadores de soporte, fueron comparados
topologicamente en cada corrida (figura 2). En el segundo enfoque se llevo a cabo una
PHT, (Farris et al., 1995; Baker & Lutzoni, 2002) con PAUP* (Swofford, 2002) utilizando
1000 pseudo-réplicas, 10 secuencias de adiciéon al azar y el algoritmo de biseccion-

reconeccion-de-arbol (TBR).

5.5 Andlisis filogenético

Tres tipos de andlisis filogenéticos fueron llevados a cabo para cada una de las matrices de
datos: MP, ML, BA. Para MP fue utilizado el software PAUP* 4.0b10 (Swofford, 2002) sin
pesos y sin orden mediante una busqueda heuristica con 1000 réplicas de adicion de
secuencias al azar, arbol al azar construidos en stepwise, algoritmo TBR para intercambio
de ramas, MAXTREES limitado a 10,000 y MULTREES inhabilitado. Las regiones
ambiguas o indels (insercion/delecion) fueron considerados como datos faltantes. E1 MP
bootstraping fue realizado con 1000 réplicas, cada una con 100 réplicas de adicion de
secuencias al azar. El andlisis ML fue llevado a cabo con RAXML 7.0.4 (Stamatakis,

2006a) aplicando el algoritmo para bootstrap rapido mediante aproximaciones CAT
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(Stamatakis, 2006b) especificando 1000 réplicas e imprimiendo las biparticiones finales al
mejor arbol de ML encontrado en la version de particiones del programa GARLI 0.97 (D.
Zwickl, https://www.nescent.org/wg_garli/Partition  testing version), en el cual se
estimaron todos los parametros del modelos GTR para cada particion en 10 busquedas. El
BA fue llevado a cabo en el programa MrBayes 3.1.2 (Ronquist & Huelsenbeck, 2003)
especificando 1,000,000 generaciones, muestreando cada 100 generaciones, dos corridas
independientes y 4 Cadenas Markov Monte Carlo (MCMC) para cada corrida. El 25% de
los arboles iniciales fueron descartados para llevar a cabo los calculos de probabilidad
posterior y el arbol consenso de 50% de mayoria. Secuencias de LSU de A. aff. vaginata y
A. amerimuscaria Tulloss & Geml nom. prov. fueron utilizadas para enraizar el conjunto de
datos seccional. Estudios moleculares anteriores (Weil} et al., 1998; Drehmel et al., 1999;
Moncalvo et al., 2000a, 2002; Zhang et al., 2004) han mostrado que las secciones Amanitae

y Vaginatae son grupos hermanos de la seccion Caesareae en el subgénero Amanita.
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6. Resultados

6.1 Sistematica seccional

La seccion Caesareae tiene actualmente 89 nombres de taxa descritos, en vias de
publicacion y en vias de descripcion segiin Tulloss (2009a). De éstos, seis son nombres
provisionales (nom. prov.) y 21 tienen un nombre criptico (Amanita sp. ###). En el presente
trabajo se encontraron 54 taxa representados, en general, por grupos monofiléticos, nodos
terminales divergentes y especies alopatricas. En la figura 3, aparecen ramas altamente
soportadas (>95%) por su consistencia filogenética. Estas ramas principales, reflejan
grupos naturales o clados y deben considerarse como tales. Por este motivo, se sugiere la
clasificacion de éstos grupos en el rango sistematico formal de subseccion. Se encontré un
patron general basado principalmente en los pigmentos de los basidiomas como un atributo
morfoldgico sdlido (sinapomorfia) en la subdivision seccional, en lugar de la anatomia
microscopica que se contemplaba en clasificaciones morfoldgicas infraseccionales previas.
Otros caracteres macromorfoldgicos, propios de cada subseccion, resultaron igualmente
ilustrativos. La figura 4 muestra una matriz de datos morfoldgicos extrapolada al filograma
seccional de la figura 3. A continuacion se describe brevemente cada subseccion.

Subseccion Caesarea. Este grupo monofilético incluye a todos los hongos de rasgos

"caesaroides" con pigmentos celulares brillantes en el pileo como anaranjado, rojo,
amarillo, y/o otros tonos de éstos colores. A estos pigmentos se les conoce como
betalainicos y producen colores entre el espectro de rojo y amarillo (figura 4). La especie
Europea A. caesarea pertenece a este grupo, junto con otras especies similares localizadas
en América (4. arkansana H. R. Rosen, A. basii, A. calyptroderma G. F. Atk. & V. G.
Ballen, A. ichtyeroballen Tulloss nom. prov., A. garabitoana Tulloss, Halling & G. M.
Muell. nom. prov., A. jacksonii Pomerl.), Asia (4. cinnamomescens Tulloss et al. nom.
prov., A. hemibapha sensu lato, A. hemibapha subsp. ochracea Zhu L. Yang, A. javanica
(Corner & Bas ) T. Oda, C. Tanaka & Tsuda, 4. similis Boedijn) y Africa (4. mafingensis
Hark. & Saarim. in Hérk., Saarim. & Mwasumbi, A. masasiensis Hark. & Saarim. in Hark.,
Saarim. & Mwasumbi, 4. tanzanica Hark. & Saarim. in Hérk., Saarim. & Mwasumbi).
Ademds, muchas —si no es que todas— son especies comestibles y tienen un valor
gastrondmico, econdmico y etnobioldgico a escala local y regional. La filogenia y las
relaciones entre especies de este grupo pueden apreciarse en la figura 5. Se puede concluir

que las especies con el epiteto especifico hemibapha corresponden a una diversidad
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subestimada de especies. Algunas especies también presentan pigmentos pardos como A.

similis, A. hemibapha subsp. ochracea y A. cinammomescens.

Subseccion Albescens. Este grupo incluye especies que generalmente carecen de pigmentos
y tienen basidiomas de tamafio regular (didmetro del pileo: ~100-200 mm). Algunas
presentan tenues tonos de color café o grises sobre el disco central del pileo. Muchas,
tienen el contexto del pileo engrosado, y la totalidad presenta de una estructura del
subhimeno pseudoparenquimatosa de una a tres células (figura 4). Las especies de este
grupo se consideraban anteriormente como miembros de la estirpe Hemibapha s. Tulloss.
Los integrantes de esta subseccion son comestibles, particularmente la especie Africana A.
zambiana Pegler & Piearce y la especie Asiatica A. chepangiana Tulloss & Bhandary. Las
relaciones entre especies de este grupo pueden apreciarse en la figura 6.

Subseccion Brevifulva. Este es un grupo sumamente interesante en términos de evolucion

morfolégica. Basicamente puede subdividirse en tres grupos bien delimitados
morfologicamente. Uno esta representado solo por 4. torrendii Justo, un hongo secotioide
(gasteroide) de ambiente mediterraneo. Otro grupo incluye especies Asiaticas (4. yuaniana
Zhu L. Yang, 4. esculenta Hongo & 1. Matsuda) y Americanas (4. spreta (Peck) Sacc., 4.
belizeana Tulloss & Vincent nom. prov., A. recutita sensu Coker) que caracteristicamente
presentan abundantes pigmentos pardos, tanto en el pileo como en el estipite. El ultimo
consiste cominmente de especies con basidiomas pequefios (4. virginiana (Murrill)
Murrill, 4. ristichii Tulloss, A. incarnatifolia Zhu L. Yang, A. longistriata (S. Imai) E.-J.
Gilbert, 4. roseolamellata A. E. Wood) con pileos de menos de 90-100 mm de didmentro, y
tienen el inusual rasgo de laminas con tonos rosados. Los basidiomas generalmente son
blancos con tonos pardos sobre el pileo, a excepcion de A. ristichii que es completamente
blanca. Dentro de este grupo también se encuentra 4. banningiana Tulloss nom. prov. que
presenta pigmentos amarillos sobre el pileo. Las relaciones entre especies pueden
apreciarse en la figura 6.

Subseccion Calyptratoides. Esta subseccion tiene pocos representantes conocidos, de los

cuales hasta ahora solo se han reportado en el O de EUA y México. No obstante, 4.
calyptratoides Peck, especie en la que se basa la subseccion, tiene atributos morfologicos
unicos, entre ellos, una forma de estipite que asemeja una vela y un anillo que se "disuelve"

en ¢l. La poblacion mas conocida de A. calyptratoides se encuentra en California, EUA, sin

27



Sistematica molecular de Amanita seccion Caesareae Sanchez-Ramirez, 2011

embargo, se han encontrado ejemplares en México Central (Tlaxcala) que corresponden a

la descripcion original (ver discusion y figura 6).

Subseccion Murrilliana. Este grupo aparece en la parte basal del filograma seccional
(figura 3), enraizado con secuencias de LSU. Geograficamente, las especies de este grupo
se han encontrado en el E de EUA, en el E de Canadd, en México y Japon. Solo A.
murrilliana Singer y A. imazekii T. Oda, C. Tanaka & Tsuda son especies validamente
publicadas. Sin embargo, existe una especie mexicana sin describir informalmente
conocida como Amanita sp. M36. Algunos caracteres distintivos de la subseccion son la
amplia union de la volva al estipite, el estipite proporcionalmente mas delgado en el apice
(cerca del pileo) que en la base (cerca de la volva), pigmentos grisaceos y/o cafés sobre el

disco central del pileo, y un color blanco generalizado del basidioma. Ver figura 6.

6.2 Estadisticos de matrices de datos y arboles

La matriz de datos seccional, que consiste de LSU, efl-o. exones y RPB2, aportd por cada
region informacion relacionada con los caracteres y sitios nucleotidicos. La region LSU
consistio de un total de 936 caracteres, de los cuales 197 fueron sitios parsimoniosamente
informativos, 36 fueron autapomorficos y 703 fueron constantes; Las regiones codificantes
(exones) de efl-o consistieron de un total de 481 caracteres, de los cuales 143 fueron
parsimoniosamente informativos, 9 autapomorficos y 329 constantes; y la de RPB2
consistid de 683 caracteres, de los cuales 213 fueron parsimoniosamente informativos, 8
autapomorficos y 462 constantes. La matriz que contiene especies de la subseccion
Caesarea, tuvo para la region ITS, un total de 700 caracteres, de los cuales 144 fueron
parsimoniosamente informativos, 16 fueron autapomorficos y 540 fueron constantes. Las
regiones no-codificantes (intrones) de ef7-o tuvieron un total de 98 caracteres, de los cuales
55 fueron parsimoniosamente informativos, 10 autapomorficos y 33 constantes. En el caso
de la tercera matriz, que contiene especies de las subsecciones Murrilliana, Calyptratoides,
Albescens 'y Brevifulva, la region ITS tuvo de un total de 685 caracteres, 196
parsimoniosamente informativos, 16 autapomorficos y 473 constantes; los intrones de ef7-a
consistieron de 116 caracteres, de los cuales 72 fueron parsimoniosamente informativos, 9
autapomorficos y 35 constantes. Para estos dos conjuntos de datos, solo se reportan en este
trabajo las regiones de /7S e intrones de ef/-a, debido a que las otras regiones ya se

mencionaron al describir las caracteristicas del conjunto de datos seccional.
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Con el propodsito de comparar las capacidades de funcion como codigo de barras
dentro de la region /7S, fue evaluada la contribucion individual del /757 y ITS2. En la
matriz de la subseccion Caesarea, el ITSI consistio de 357 caracteres, de éstos 83 fueron
parsimoniosamente informativos, 6 autapomorficos y 268 constantes; en contraste, el /752,
de un total de 186 caracteres, 52 fueron parsimoniosamente informativos, 9 autapomoficos
y 125 constantes. El tercer conjunto de datos tuvo para el /7S] 325 caracteres, de éstos 111
fueron parsimoniosamente informativos, 8 autapomorficos y 206 constantes; el /752 tuvo
203 caracteres, 78 parsimoniosamente informativos, 7 autapomoficos y 118 constantes. La
diferencia de sitios parsimoniosamente informativos, entre los dos conjuntos de datos
puede deberse a que en el primero s6lo representa una sola subseccion, y el siguiente
conjunto de datos contiene cuatro subsecciones (mayor variaciéon de secuencias). No
obstante, es claro que el /7S] aporta mayor cantidad de informacion filogenética, y puede
ser utilizado en casos donde el ADN este altamente degradado.

En el caso de los arboles filogenéticos, el andlisis de MP del conjunto de datos
seccional encontr6 358 darboles igualmente parsimoniosos de 1326 pasos, indice de
consistencia (CI) de 0.5486, indice de retenciéon (RI) de 0.8739 e indice de retencion
reescalado (RC) de 0.4791; el andlisis de MP en la subseccion Caesarea encontrd 445
arboles igualmente parsimoniosos con 790 pasos, un CI de 0.7304, un RI de 0.8842 y un
RC de 0.6458; el analisis de MP para el tercer conjunto de datos encontréd 981 arboles
igualmente parsimoniosos de 1275 pasos, CI de 0.7, RI de 0.89 y RC de 0.6273. Dentro de
cada conjunto de datos los arboles tuvieron parametros similares. En el caso de los analisis
de ML, el mejor arbol de ML, para el conjunto de datos seccional, tuvo un valor de
verosimilitud de -9754.4821 InL; el mejor arbol de la subseccion Caesarea tuvo -8501.902
InL; y el mejor arbol del tercer conjunto de datos alcanz6 un valor de -10477.407 InL.

La tabla 3 contiene informacion relacionada con la seleccion del mejor modelo de
sustitucion nucleotidica y los esquemas de particion de datos que fueron utilizados para los
analisis de ML y BA. El Criterio Informativo de Akaike (AIC) y la Prueba Jerarquica de
Tasas de Verosimilitud (hLRT) fueron utilizadas para seleccionar comparativamente el
mejor modelo. Es posible observar patrones dentro de cada una de las regiones y en cada
esquema de particion. Se ha reportado que AIC tiende a favorecer modelos complejos en
comparacion con hLRT (Posada & Crandall, 1998; Johnson & Omland, 2004); esta

tendencia también es aparente en los datos de la tabla 3.
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6.4 Variacion de secuencias

Las regiones con mayor variacion de secuencias fueron el /7S, ef/-o. y RPB2. La variacién
encontrada en la region LSU fue principalmente de mutaciones puntuales y de indels de
unos cuantos pares de bases. El modelo de sustitucion en esta region indica una desviacion
hacia mutaciones transicionales C-T y A-G. El tipo de variacion observado en la region I7S
consistid6 de mutaciones indels con variacion de longitud, e inversiones cortas. Dentro de
las secuencias de la subseccion Caesarea se encontrd una insercion relativamente larga
(~100 pb) en todas las especies no-basales incluyendo a todas las especies Americanas.
Predeciblemente, mucha de la variacion en las regiones codificantes de ef7-a y RPB2 se
encontrd en las terceras posiciones de los codones. Una tendencia hacia mutaciones
transicionales C-T y A-G también fue registrada en la primera y tercera posicion de
codones, tanto en ef/-o. como en RPB2. Las segundas posiciones tuvieron menos variacion
en ambas regiones. Se encontraron dos intrones cortos (~50-60 pb) dentro de la region efl-
a, los cuales en conjunto con las terceras posiciones de codones, confirieron suficiente
variacion para la resolucion filogenética a nivel de especie (figura 2). Se encontr6 variacion
intragendmica en la region /7S en algunos taxa (4. jacksonii, A. calyptratoides, A.
Jjavanica). Otros autores también encontraron variacion intragenoémica del /7S en géneros
como Lactarius (Nuytink & Verbeken, 2007), Xerocomus (Taylor et al., 2006¢c) y en
miembros gasteroides y secuestrados de Amantia (Justo et al., 2010). Mathney et al. (2007)
también reportan que encontraron heterogeneidad en la longitud del /7S en 20% de los taxa
muestreados en una filogenia multigénica de basidiomicetos. En este trabajo se incluyeron
también dos secuencias clonadas de un especimen de 4. cf. similis (093) de Vietnam (figura
5), las cuales tuvieron una variacion en la longitud del /7S de unos cuantos pares de bases.
Es probable que esta variacion se deba a alelos o polimorfismos de diferentes poblaciones
que estuvieron aisladas y que recientemente se han hibridizado. Estos polimorfismos
pueden encontrarse en estados homocigotos en individuos de las poblaciones que
permanecen aisladas o sin flujo génico. Otra posibilidad es que dentro del genoma haploide
haya cambios mutacionales en alguna de las copias del complejo de genes ribosomales. No

se encontro parologia ni pseudogenes en las secuencias utilizadas.
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6.5 Datos faltantes

Los efectos de datos faltantes en filogenética ya han sido estudiados por Wiens (2003,
2006). La tabla 1 muestra las especies y los ejemplares utilizados, al igual que las
secuencias obtenidas para cada uno. Puede notarse que hay secuencias que no fueron
obtenidas para algunas especies y muestras. Ademas, algunas secuencias, principalmente de
ITS y LSU, pero también en ef]/-a, se encuentran fragmentadas o incompletas debido a
diversos factores, desde variacion intragendmica hasta problemas técnicos en la
secuenciacion y ADN de baja calidad. En la mayoria de las muestras fue posible obtener
ITS y LSU, las cuales tienen en este trabajo un porcentaje de datos faltantes del ~15%. En
las regiones que codifican para proteinas (ef/-a. y RPB2) hubo dificultades para obtener
secuencias, probablemente debido a que son genes de copia Unica, aunado a que los
iniciadores utilizados para su amplificacion son degenerados e inespecificos. Estos tuvieron
un porcentaje del 54% (efl-a) y 67% (RPB2) de datos faltantes. Sin embargo, algunas
simulaciones en computadora realizadas por Wiens (2003, 2006) y los resultados en este
trabajo presentados, demuestran que aln con altos porcentajes de datos faltantes, la
precision filogenética continua siendo consistente, posicionado a dichos taxa dentro de una
topologia filogenética esperada. Caracteres faltantes en las regiones /7S, efI-o. y/o RPB2 no
reflejaron "disturbios" filogenéticos, en parte debido a que estos loci contienen suficientes
caracteres parsimoniosamente informativos a lo largo de su extension; intrones y terceras
posiciones en genes protéicos e I751-ITS2 para el rDNA. No obstante, no ocurrié lo mismo
con secuencias de LSU, las cuales tienen menos caracteres variables parsimoniosamente
informativos. Algunas muestras que solo tuvieron LSU (e.g. secuencias de GenBank) o que
unicamente tenian fragmentos de LSU (~300-400 pb) con frecuencia aparecieron basales o
segregados cercanamente de su clado correspondiente. Un ejemplo conspicuo es el clado de

A. caesarea en la figura 5.

6.6 Analisis filogenéticos

Tanto el PHT como los andlisis BA independientes para cada region (figura 2) no
mostraron conflicto filogenético real. E1 PHT resulté con un valor de P de 0.062, a pesar de
que el valor sugerido deberia estar dentro de un rango de 0.01 a 0.05 (Baker & Lutzoni,
2002), el obtenido es un valor razonable considerando que todas las regiones varian en sus

tasas evolutivas y en las presiones evolutivas que las gobiernan, ademas de que el PHT se
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basa en parsimonia y no en un modelo de sustitucion nucleotidica. Adicionalmente, los
valores de soporte en los BA independientes (figura 2) son altos a lo largo de todas las
regiones, soportando los mismos clados e indicando homogeneidad filogenética entre
genes. A su vez, los andlisis filogenéticos principales (MP, ML, BA) no fueron indicativos
de conflicto. Sin embargo, el arbol generado por MP (no mostrado) no fue congruente con
los de ML y BA en la posiciéon y relacion basal de los clados principales o subsecciones.
Por ejemplo, el clado de la subseccion Albescens se encontrd posicionado cerca del grupo
externo en el andlisis de MP, mientras que en ML aparecidé cercano a la subseccion
Caesarea. Ademas el arbol consenso de mayoria (BA) muestra politomias cuando hay
inconsistencias en cuanto a la posicion de los nodos (figura 3). Esto indica que la relacion
basal de las subsecciones no es clara, y se traduce en valores de soporte de ramas reducidos.
A pesar de las inconsistencias basales, el soporte de ramas, en todos los andlisis, fue
superior al 95% en los clados subseccionales (figura 3). Los arboles de los conjuntos de
datos subdivididos (figuras 5 y 6) no muestran cambios topoldgicos en los diferentes
analisis realizados. Particularmente, en los arboles del tercer conjunto de datos (figura 6),
los valores de soporte fueron superiores al de los del conjunto de datos seccional (figura 3),
lo que indica que las mejoras en el alineamiento de /7S e intrones de ef/-o. optimizaron
significativamente la resolucion filogenética. En contraste, el arbol de la subseccion
Caesarea (figura 5), obtuvo relativamente bajos valores de soporte (<60% para algunos
clados) en el andlisis bootstrap de ML. Es probable que estos valores de soporte estén
relacionados con incongruencias en las aproximaciones CAT usadas en RAxML. No
obstante, no ocurridé lo mismo con los andlisis de bootstrap de MP y las probabilidades
posteriores en el BA, dado que los valores de suporte superaron el 80%.

Los arboles presentados (figuras 3, 5 y 6) son arboles bayesianos de consenso de
mayoria donde el grosor de las ramas indica el nivel de soporte en fraccion de probabilidad
posterior. En estos arboles también se indican valores de bootstrap ML y MP para la
mayoria de las ramas en las figuras 5 y 6, y en la figura 3, sdlo se indican en las ramas

subseccionales, en la rama seccional y en las relaciones basales entre subsecciones.
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7. Discusion
7.1 Delimitacion de especies
Considerando que los objetivos primordiales de la sistematica son 1) descubrir y describir
especies, y 2) determinar sus relaciones evolutivas (Sites & Marshall, 2003, 2004; Wiens,
2007), no es un objetivo de investigacion comun evaluar niveles medio (seccional) y bajo
(especies) de relaciones filogenéticas en un mismo estudio (Barraclough, 2010). La
posibilidad de explorar ambos objetivos simultaneamente yace en la naturaleza evolutiva de
las regiones gendémicas que se estan utilizando. Loci variables y conservados
frecuentemente aportan informacién diferente sobre la historia evolutiva de un organismo
(Hillis & Davis, 1988; Bruns et al., 1991; Hillis & Dixon, 1991; Berbee & Taylor, 2001).
En este estudio se han considerado las regiones LSU, RPB2 y los exones de ef/-o. como
regiones conservadas, y han sido utilizadas para inferir la sistemética seccional. Al agregar
secuencias de regiones variables, /7S y los intrones de ef/-o, a matrices subdivididas por
parentesco, los alineamientos homologos mejorados permiten la determinacion de
relaciones entre especies.

Recientemente se ha propuesto la faxonomia integrativa (Dayrat, 2005; Will et al.,
2005; Fonseca et al., 2008; Padial et al., 2008), la cual se refiere al uso de multiples
perspectivas complementarias para la exploracion de limites en especies. Incluidas dentro
de estas perspectivas, todo tipo de evidencia bioldgica puede ser utilizada para la diagnosis
y la delimitacion de especies. La ecologia, genética de poblaciones, filogenia, morfologia,
etologia, biogeografia y otras disciplinas pueden explorarse de manera independiente o en
combinacion como evidencia e indicadores de los limites entre especies. Kohn (1992)
exhortd a los micologos a buscar caracteres que aporten "resolucion" a la delimitacion de
especies, sugiriendo desde rasgos anatomicos, citoldgicos, genéticos, ontogenéticos,
moleculares y otros. Ademds de un enfoque filogenético multigénico, en este trabajo
también se incluye evidencia morfolégica y biogeografica como indicadores de limites de
especies (DeSalle et al., 2005; Mejia et al., 2011). No obstante, se le ha dado mayor peso a
la evidencia molecular. Harrington & Rizzo (1999), Taylor et al. (2000, 2006a, b),
Moncalvo (2005) y Giraud et al. (2008) revisaron los criterios y procesos de especiacion
mas significativos en hongos, y concuerdan en que un enfoque filogenético, con
perspectiva genealdgica (Avise & Ball, 1990; Baum & Shaw, 1995; Avise & Wollenberg,

1997; Shaw, 2001) empleando multiples loci, podria ser la mejor manera para determinar
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especies fungicas, e identificar linajes evolutivos cohesivos en hongos. Varios estudios
(véase Freslev et al.,, 2007; Geml et al., 2005, 2006, 2008; Hedh et al., 2008 para
basidiomicetos; Koufopanou et al., 2001; Dettman et al., 2003; Johnson et al., 2005; Wirtz
et al., 2008; para ascomicetos; O'Donnell et al., 1998a, b, 2004; Fournier et al., 2005 para
hongos anamoficos) han tenido éxito utilizando este enfoque, en particular cuando hay
niveles de homoplasia altos y convergencia fenotipica (Freslev et al., 2007), o cuando se
trata con hongos que se reproducen asexualmente (O'Donnell et al., 1998a, b, 2004).

En las figuras 5 y 6 se pueden apreciar las relaciones filogenéticas entre especies,
especies putativas, especies incipientes, y problablemente entre especies cripticas dentro de
las subsecciones. Dentro de la subseccion Caesarea (figura 5), un grupo monofilético que
incluye a 4. jacksonii llama la atencion, ya que es un linaje separado tanto por evidencia
molecular, morfologica y biogeografica. Ademads, pueden observarse dentro del clado,
especies incipientes —especies muy relacionadas entre si en las cuales existe un proceso de
divergencia relativamente reciente, pueden considerarse como poblaciones con alta
diferenciacion genética— (figuras 3 y 7, Amanita sp. T31, Amanita sp. F11) separadas por
su distribucidn y en algunos casos morfologia. Desafortunadamente, el 4rbol consenso de la
figura 5 tiende a colapsar ramas, y el patron de bifurcacion dentro del clado no es
observable. No obstante, los arboles de MP y ML si revelan este patron anidado de
bifurcacion (figura 7). Amanita jacksonii solo se encuentra en América y tiene un conjunto
de caracteres como estipite alongado, pileo proporcionalmente pequefio, estrias marginales
largas, coloracion del basidioma (rojo) y subhimenio de 3 (-1) células, que ligado a la
divergencia molecular, es indicativo de un linaje evolutivo cohesivo. De manera similar, el
mismo patréon ocurre en A. arkansana, A. basii, A. calyptroderma, A. icthyeroballen, A.
garabitoana, A. caesarea, y otras especies.

Amanita calyptroderma 'y A. icthyeroballen tienen la misma distribucion geografica,
ademds de una morfologia muy similar, incluso a la segunda se le ha considerado como
variedad amarilla de primavera de 4. calyptroderma. No obstante, existen diferencias
morfoldgicas, tales como tonos mas palidos y el caracteristico olor a pez en A.
icthyeroballen, ademds de la diferencia estacional en produccion de basidiomas, otofio e
invierno en la primera, y primavera en la segunda (Atkinson, 1909), son indicadores
sugestivos de que pueden ser consideradas especies distintas. La divergencia filogenética

entre ambas es clara en este estudio, incluso se hipotetiza que podrian tener una historia
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biogeografica independiente (ver seccion temdtica 7.3); no obstante, son especies con
distribucion homopétrica (tienen la misma distribucion geografica; Espinosa et al., 2002,
2006) en el O de EUA.

De manera diferente, A. caesarea y A. basii, presentan la misma morfologia, y por
tal motivo, durante mucho tiempo se consider6 la presencia de A. caesarea tanto en Europa,
donde fue descrita originalmente, como en América (Guzman & Ramirez-Guillén, 2001).
Dentro de este contexto, la Gnica diferencia morfoldgica entre 4. caesarea y A. basii segun
Guzman & Ramirez-Guillén, es el tamafio de esporas, indicando que la segunda presenta
basidiosporas mas pequeias en un rango de 1(-2) micrones. A juzgar por los resultados que
muestran una fuerte divergencia filogenética (figura 5) y la obvia distribucién disyunta
(Europa y América), la posicion de ambas especies en el filograma también sugiere que
podrian tener historias biogeograficas independientes. Esta evidencia no so6lo es indicativa
de que en México no existe 4. caesarea, sino que hay una clara convergencia morfologica
entre ambas especies. Tulloss (2005) considerd a 4. basii como especie valida, a pesar de
que hay muy poca diferencia morfologica entre ambas especies, debido a que se encuentran
separadas por el océano Atlantico. Amanita basii es una morfoespecie Mexicana, que junto
con otras (4. laurae Guzman & Ram.-Guill., 4. tecomate Guzman & Ram.-Guill.,, A4.
tullossii Guzman & Ram.-Guill,, 4. yema Guzman & Ram.-Guill.) se describieron dentro
del "complex. caesarea" en el trabajo de Guzman & Ramirez-Guillén (2001). A pesar de no
haber secuenciado los tipos nomeclaturales de las especies descritas en Guzman &
Ramirez-Guillén (2001), si fueron identificados ejemplares (ver notas al final de la tabla 1)
con base en su clave taxondmica. En este marco, no hubo evidencia molecular que respalde
tal delimitacién ya que estas muestras resultaron ya sea en los clados de A. basii o de A.
Jjacksonii. No obstante cabe posibilidad de una excepcion, (4. cf. laurae, que resultd dentro
del clado de A. cochiseana) una muestra proveniente de Jalisco, México, la cual exhibid
divergencia temprana con respecto al resto del grupo (figura 5) que se distribuye en el
Norte de México y Suroeste de EUA. Este ejemplar (038; tabla 1; figura 5) presenta un
subhimenio pseudoparenquimatoso, a diferencia de 4. cochiseana que lo tiene como una
red ramificante de hifas cortas (no pseudoparenquimatoso), y es posible que corresponda al
taxon A. laurae, ya que concuerda tanto en distribucion como en morfologia con lo descrito
por Guzman & Ramirez-Guillén (2001). Amanita laurae, A. tecomate y A. yema deben

estudiarse con mayor profundidad, incluyendo estudios de morfologia, biogeografia y
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filogenia molecular, para poder determinar si corresponden especies “reales”. Otro grupo,
en este trabajo considerado como A. cf. hayalyuy D. Arora & Shepard, presento suficiente
variacion molecular como para representar un grupo monofilético a nivel de especie (figura
5). Los ejemplares de este grupo se encontraban etiquetados como A. jacksonii o A.
tullossii. Sin embargo, A. hayahyuy presenta un color ocre o café en el centro del pileo,
decolordndose en amarillo hacia el méargen conforme madura el basidioma. El estipite
presenta decoraciones amarillentas sobre el estipite y en una etapa temprana en el
desarrollo el estipite es palido (Shepard et al., 2008). Es factible que esta especie se
distribuya en el Sur de México, probablemente en los estados de Oaxaca, Veracruz y
Chiapas, Estado en el que fue descrita. Amanita cf. hayahyuy se encuentra relacionada
filogenéticamente con A. garabitoana, que se encuentra en Costa Rica. Amantia
garabitoana y A. arkansana se describieron como morfoespecies, en estos casos la
evidencia molecular y biogeogréfica respaldan el diagostico morfoldgico.

En la figura 5, aparecen varios nodos terminales bajo la etiqueta hemibapha s.l. a lo
largo de la filogenia de la subseccion Caesarea. Desde la descripcion de A. hemibapha
(Berk. & Broome) Sacc. se han descrito otras variedades morfologicas y subespecies por
otros autores como A. hemibapha subsp. similis (Beodjin) Corner & Bas y A. hemibapha
subsp. javanica Corner & Bas, las cuales fueron elevadas al rango de especie (4. similis
Beodjin y 4. javanica (Corner & Bas) T. Oda, C. Tanaka, Tsuda) por Oda et al. (1999), por
medio de evidencia molecular utilizando secuencias /7S. A su vez, Yang (1997) describid
A. hemibapha var. ochracea Zhu. L. Yang en la provincia de Yunnan, China, comln en el
Suroeste de China. A pesar de que las muestras de esta variedad sélo fueron secuencias
LSU, hubo algunas mutaciones puntuales (haplotipos) que la separaron de otras especies de
hemibapha. Ademas presenta caracteres morfologicos particulares que la distinguen. Por
estas razones se propone que sea elevada al rango de especie, pero incluyendo regiones mas
variables como I7S o efl-a. Cabe resaltar la similitud morfologica y la estrecha relacion
filogenética entre A. ochracea y A. cinnammomesces, al igual que su cercana distribucion.
Takahashi (2004) describio una especie en el Suroeste de Japon que asemeja a A.
hemibapha, pero con un notorio anillo color rojo, este taxén fue nombrado como A.
rubromarginata Har. Takah. Estos son claros ejemplos de que existe una gran diversidad
morfologica, taxondmica y filogenética en las especies de hemibapha sensu lato. Sanmee et

al. (2008) concuerdan en que este taxon requiere de una revision taxonémica profunda. En
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este estudio fueron identificadas al menos seis especies filogenéticas bajo alguna
denominacion de hemibapha en Asia. Considerarlas como "complex. hemibapha" es una
sugerencia, hasta que se profundice en su taxonomia.

Por otro lado, la subseccion Albescens (figura 6) contiene especies
filogenéticamente delimitadas, algunas como A. zambiana y A. egregia presentan
apomorfias anatomicas particulares (estructura del basidioma), una distribucién disyunta
(Africa, Australia), y divergencia molecular. En la especie Asiatica Amanita sp. Thai3, a
pesar de no ser un taxén formalmente descrito, también se observa delimitado por el mismo
tipo de evidencia. No obstante, otras como A. chepangiana y A. princeps Corner & Bas
parecen estar cercanamente relacionadas y deben de considerarse con cuidado al ser
identificadas, sobretodo porque son homopatricas. Tulloss y Arora (no publicado) notaron
otras especies similares a Thai3, nombradas temporalmente como Thail y Thai2, que sin
duda podrian pertenecer a esta subseccion (Tulloss, 2009a).

Dentro de la subseccion Brevifulva también fueron encontrados linajes aislados
genética y biogeograficamente, correspondientes a descripciones morfologicas. Como
ejemplos de especies bien delimitadas en esta subseccion se encuentran A. torrendii, A,
spreta, A. yuaniana y A. esculenta; o A. ristichii, A. virginiana y A. banningiana (ver
seccion tematica 7.3).

También fueron encontradas especies nuevas para la ciencia (tabla 1: 107-119).
Muchas especies ya habian sido anotadas como nuevas por R. E. Tulloss y otros
colaboradores, por tener atributos morfologicos particulares que sugerian su segregacion de
otras especies similares (las especies nombradas Amanita sp. ###). Por lo menos fueron
identificadas 6 especies nuevas, las cuales fueron soportadas por datos moleculares. Es
importante mencionar que también fueron incluidas secuencias de muestras ambientales de
suelo o de raices micorrizadas que fueron encontradas en GenBank (tabla 2), bajo una
busqueda BLAST. Todas las muestras coincidieron con alguna especie ya descrita, excepto
la muestra "clon sin cultivar de Amanita" (Malasia) con el nimero 153, es probable que
esta muestra ambiental no identificada corresponda a una nueva especie en ésta area no
descrita atin, o a alguna no incluida en el andlisis. En el contexto de varios articulos
recientemente publicados (Anderson & Cairney, 2004; O'Brien et al., 2005; Porter et al.,
2008; Schmidt et al., 2008; Geml et al., 2009), los hongos que se encuentran en el substrato

(en forma de micelio) son responsables de una parte mayoritaria de la diversidad de
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especies (filogenética) del ecosistema. Ademads, es mas probable que se encuentren ahi
nuevos grupos de hongos que anteriormente no se contemplaban. Al llevar a cabo analisis
filogenéticos que incluyan secuencias de muestras sin identidad taxonomica, pero con
similitud nucleotidica, es considerable que se pueda inferir més acerca de la morfologia de
esa muestra en particular. Por ejemplo, saber que la muestra 153 pertenece a la subseccion
Albescens puede ayudar a la rapida identificacion que representen la misma especie in situ,
ya que se esperaria encontrar caracteristicas morfoldgicas compartidas por la subseccion

(basidioma blanco, pileo de > de 100 mm de didmetro, subhimenio de 3(-1) células).

7.2 Propuestas de codigo de barras

Particularmente, las regiones /7S y efl-a., fueron las mas aproximadas a funcionar como
cddigo de barras de ADN (Herbert & Gregory, 2005; Little & Stevenson, 2007). Como se
menciond anteriormente, en algunas muestras de ADN altamente degradado so6lo fue
posible obtener ya sea el ITS/ o el ITS2, o bien fragmentos del ITS, en ocasiones también
debido a cromatogramas con poca resolucion. Sin embargo, los resultados demuestran que
incluso secuencias fragmentadas tienen suficiente informacion para resolver su colocacion
en el clado correspondiente. Los resultados sugieren que el /7S] es mas informativo en la
seccion Caesareae que el ITS2, y puede ser utilizado eficientemente como codigo de barras
en ejemplares tipo muy antiguos en los cuales se espera que el ADN esté degradado. El ITS
es una region del genoma que se encuentra en copias multiples, por lo cual es facil de
amplificar y secuenciar (White et al., 1990; Gardes & Bruns, 1993; Buscot et al., 2000),
ademds de ser propuesto anteriormente como un buen marcador de codigo de barras en
hongos (Druzhinina et al., 2005; Koljalg et al., 2005). Los andlisis filogenéticos
individuales (por region, figura 2) revelan la utilidad del ef/-o para la delimitacién de
especies; de hecho este marcador fue esencial para distinguir algunas especies que no eran
tan evidentes con /7S, y asi confiriendo un valor de soporte elevado en clados a nivel de
especie. A las regiones variables (intrones y terceras posiciones de codones) en ef7-a se les
puede atribuir la capacidad de resoluciéon. Como antecedente de la eficiencia de efl-a,
Geiser et al. (2004) lo utilizaron como marcador de cddigo de barras en especies de
Fusarium. Rehner & Buckley (2005) también enfatizaron en el uso de ef/-a para distiguir
especies en Beauveria, reportando que son mas informativas que /7. En nuestro estudio,

tanto la region /7S como la de ef7-a resultaron buenos marcadores a nivel de especies que
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sin duda podrian funcionar como cddigos de barras de ADN debido a la informatividad
inherente de las propias secuencias. Otros autores también reportan la eficacia de estos dos
marcadores en otros grupos de hongos (véase O’Donnell et al., 1998a, b; Peintner et al.,
2003; Geiser et al., 2001a, b, 2004; Geml et al., 2005, 2006, 2008; Rehner & Buckley,
2005), sobretodo en andlisis de relaciones filogenéticas de especies cercanas.

Aunque aqui se discute principalmente el poder de resolucion filogenética de estas
regiones también deben de considerarse las limitaciones operacionales y metodologicas de
cada una. A pesar de que la region /TS es reconocida por ser facil de amplificar, se han
reportado (ver resultados 6.4) complicaciones en la secuenciacion. Algunos reportan
variacion intragenémica (Taylor et al., 2006c; Nuytink & Verbeken, 2007; Justo et al.,
2010), incluso Mathney et al. (2007) reportd este tipo de variacion en un 20% de los
basidiomicetos muestreados. La region ITS generalmente presenta un niimero considerable
de indels lo que dificulta su alineamiento y homologia (Alvarez & Wendel, 2003; Bruns &
Shefferson, 2004). Ademas, aunque poco estudiado el efecto en hongos, las regiones ITS1 e
ITS2 pueden formar estructuras secundarias, que en el momento de la secuenciacion
pueden causar heterogeneidad. Los genes protéicos resultan mejores en cuanto a los
cromatogramas y alineamiento, sin embargo la gran desventaja recae en la dificultad para
amplificar muestras herborizadas antiguas, con ADN degradado, y en el disefio de los
iniciadores, los cuales cominmente son degenerados en las segundas y terceras posiciones

de codones.

7.3 Caracteres morfologicos

Inferir un patrén evolutivo en el fenotipo o en la morfologia de hongos no es tarea fécil, y
generalmente no es certero. Esto se debe principalmente a la alta plasticidad fenotipica y la
comun convergencia morfoldgica en hongos (Bruns et al., 1991; Hibbett et al., 1997;
Petersen & Hughes, 1999; Burnett, 2003; Moncalvo, 2005). Tradicionalmente los
micologos se han esforzado en buscar caracteres morfologicos lo suficientemente robustos
para visualizar patrones filogenéticos. Bas (1969) hizo una enmienda del género Amanita
dividiéndolo en dos subgéneros (Amanita y Lepidella) basado en la reacciéon amiloide
(reactivo de Melzer) de basidiosporas. Esta division infragenérica se corrobor6 por métodos
moleculares utilizando genes ribosomales (Drehmel et al., 1999; Oda et al., 1999;

Moncalvo et al., 2000a, 2002; Zhang et al., 2004). Otras inferencias relacionadas con
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tendencias filogenéticas también fueron hechas por Bas (1969, 1977), indicando patrones
ontogenéticos de los basidiomas en los diferentes grupos de Amanita, implicados en el
desarrollo de estructuras caracteristicas dentro del género; como lo son la presencia de
anillo y volva, escamas en el pileo, decoraciones en el estipite, umbo y estrias. Ademas
también sugiri6 tendencias filogenéticas de caracteres microscopicos como fibulas en la
base de los basidios, forma-tamafio de basidiosporas y la estructura del subhimenio.
Basicamente, el andlisis de estos caracteres ontogenéticos y filogenéticos (en el sentido de
Bas) dio como resultado el arreglo infragenérico de siete secciones, las cuales también han
sido corroboradas como grupos monofiléticos a través de filogenias moleculares (Weil3 et
al., 1998; Drehmel et al., 1999; Oda et al., 1999; Moncalvo et al., 2000a, 2002; Zhang et
al., 2004). Yang (1997) realizé una exploracion taxondémica profunda del género Amanita,
enmendado lo propuesto por Bas (1969) y Corner & Bas (1962) con respecto al arreglo
infragenérico, ademés comenta que el género carece de suficientes caracteres morfologicos
como para utilizarse en cladistica.

A partir de los estudios de morfotaxonomia modernos realizados por Tulloss
(2009b) la seccion Caesareae se ha reorganizado en 10 estirpes con base en caracteres tanto
macro como microscopicos. Las estirpes Oleosa, Grandis y Torrendii comprenden a las
especies secuestradas (gasteroides) de clima mediterraneo. Recientemente, un estudio
realizado por Justo et al. (2010) analiza filogenéticamente el género incluyendo a especies
gasteroides como A. grandis (Bougher) Justo, 4. inclulta (Bougher) Justo, A. pseudoinculta
Justo, A. grandispora (G.W. Beaton, Pegler, T.W.K. Young) Justo, 4. oleosa (Bougher &
T. Lebel) Justo y A. forrendii, las cuales anteriormente se consideraban dentro de los
géneros Amarrendia Bougher & T. Lebel y Torrendia Bres. Su estudio sugiere que la
gasteromicetizacion en Amanita tuvo origenes multiples, indicando una clara convergencia
de estructuras morfologicas, probablemente desarrolladas debido al clima 4rido de las
regiones mediterraneas y Australianas. En su trabajo el Unico clado anidado dentro de la
seccion Caesarea es el de A. torrendii. En trabajos previos (Moncalvo et al., 2002) se
determind que 4. torrendii estaba filogenéticamente relacionada con la seccion Caesarea,
por ello se asumi6 que las otras especies gasteroides también lo estaban (Tulloss, 2009b).
En este trabajo se determind que dentro de la seccion, A. torrendii se encuentra mas
relacionada con la subseccion Brevifulva a diferencia de Tulloss (2009b) que contemplaba

una relacion mas estrecha con la estirpe Caesarea.
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La estirpe con mayor diversidad y mayor numero de especies es Hemibapha, y la
Unica caracteristica en comun es una estructura del subhimenio de 3(-1) células. Como se
aprecia en la figura 4, esta caracteristica es sumamente homoplasica dentro de la seccion,
ya que se presenta en cuatro (Albescens, Brevifulva, Murrilliana, Caesarea) de cinco
subsecciones. Las estirpes Caesarea y Calyptroderma tienen mucho en comun, sin
considerar que A4. spreta, dentro de la estirpe Caesarea, es la inica que carece de pigmentos
betalainicos. El resto de las especies de estas dos estirpes si presentan este tipo de
pigmentos y una macromorfologia muy similar (figura 4). El argumento de Tulloss (2009b)
para separarlas radica en la diferencia estructural del subhimenio. Parece ser que el
subhimenio es una estructura celular con alta plasticidad que podria estar relacionada con el
tipo de ambiente. Es notable las especies que presentan un subhimenio de 3(-1) células
predominan en ambientes tropicales o muy hiumedos (cerca del 90% de las especies con
este tipo de sumhimenio habitan en el SE Asiatico), mientras que otras (como A. basii, A.
caesarea y A. spreta), que presenta una estructura del subhimenio de 5(-3) células, habitan
en bosques de pino y encino en climas templados de America y Europa. El subhimenio de
la estirpe Calyptroderma se caracteriza por ser una red ramificante de hifas cortas, es decir,
no es pseudoparenquimatosa. Las especies que presentan este tipo de subhimenio (4.
calyptroderma, A. cochiseana, A. icthyeroballen de la subseccion Caesareae, y A.
calyptratoides de la subseccion Calyptratoides), hasta ahora solo se han encontrado en el E
y S de EUA (California, Washington, Oregon, Nuevo México, Arizona) y N de México
(Chihuahua); sin embargo no comparten una historia evolutiva comun, por lo que se
sugiere que este rasgo pudo surgir independientemente en cada una.

Las especies de la subseccion Albescens fueron consideradas como miembros de
pileo blanco de la estirpe Hemibapha por la presencia de un subhimenio de 3(-1) células
(figura 4). No obstante, este rasgo (la carencia de pigmentos) resultd ser una sinapomorfia
en la subseccion. Algunas especies, como A. princeps, presentan palidos tonos café en el
centro del pileo. La tendencia a generar basidiomas grandes (> de 100 mm de didmetro en
el pileo) es comun dentro de ésta subseccion.

La subseccion Brevifulva contiene las especies con mayor divergencia morfologica
dentro de la seccion, por un lado estd A. torrendii, que como ya se mencion6 es una forma
secuestrada, y es un ejemplo claro de plasticidad fenotipica. Al parecer la filogenia (figura

6) muestra que A4. torrendii divergio tempranamente dentro de la subseccion. Por otro lado,
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se encuentran dos subgrupos, uno con una fuerte tendencia a la produccion de pigmentos
pardos (A. belizeana, A. esculenta, A. recutita, A. spreta, A. yuaniana), tanto en el pileo
como en el estipite. Con base en los resultados, no parece razonable que esta caracteristica
sea producto de una condicidon ambiental; ya que es una caracteristica sinapomorfica
(figuras 4 y 6). Coker (1917) reconocié similitudes morfologicas entre A. recutita y A.
spreta. Los resultados muestran que en efecto estdn relacionadas (figura 6). No obstante, la
primera presenta una caracteristica sumamente inusual, el estipite presenta consistencia de
madera, es decir, es notablemente rigido. Tulloss (2009b) considerd, debido al peculiar
rasgo, a este taxon como el unico integrante de su estirpe Chambersiana. Amanita recutita
se ha recolectado en ambientes poco comunes como sustratos arcillosos en bosques de
encinos, curiosamente la especie 4. pubescens sensu Coker (seccion Amanitae) crece en el
mismo habitat y presenta la misma caracteristica de rigidez en el estipite. Asi que tal vez
esta condicion esté sujeta a variables ambientales. El otro grupo de la subseccion
Brevifulva, contiene especies con basidiomas pequefios (< 100 mm didmetro en pileo),
laminas con tonos rosados, y pileo blanco o con tonos pardos. La excepcion a la regla
dentro de este grupo es A. banningiana, la cual tiene pileo con tonos amarillos
(betalainicos) y es mayor en tamafio con respecto al resto (figura 4). Es probable que el
desarrollo de pigmentos amarillos haya surgido de manera independiente al de la
subseccion Caesarea. A pesar de que el grupo “pardo” y el grupo “blanco de laminas
rosadas” se encuentran fuertemente delimitados por su macromorfologia, una especie
Australiana (ver siguiente seccion tematica) A. roseolamellata, presenta rasgos de ambos
grupos; un pileo color café grisaceo, estipite blanco, y laminas rosadas. Su posicion
filogenética aparece entre los dos grupos (figura 6), por lo que sus caracteristicas podrian
asemejarse a las un ancestro comun entre ambos clados.

La estirpe Calyptratoides (sensu Tulloss) corresponde a la de este trabajo descrita
subseccion Calyptratoides, en la cual el Unico miembro es A. calyptratoides. Esta
subseccidn se encuentra en una posicion casi basal en la filogenia (figuras 3 y 6). La
subseccion que resultdé mas basal dentro de la seccidn Caesareae fue la subseccion
Murrilliana (figuras 3 y 6). En este grupo las especies descritas incluyen a A. murrilliana
del E de EUA y A. imazekii de Japon. Estas dos especies comparten varias caracteristicas
morfoldgicas en comln, ambas tienen un pileo con centro color café, haciéndose mas

palido conforme se acerca a los bordes hasta llegar al blanco, el estipite es alargado y
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carece de pigmentos, y es mas delgado cerca del pileo y més ancho hacia la volva. Tulloss
(2009a, b) notd que la base del estipite estd ampliamente unida a la volva, rasgo inusual
dentro de la seccion, ya que en la mayoria de los taxa, la volva se une sélo en la parte mas
basal del estipite. Este grupo se consideraba dentro de la estirpe Hemibapha debido a sus
integrantes presentan un subhimenio de 3(-1) células.

En resumen, muchos clados basales contienen especies con un basidioma de color
blanco, con tonos grisaceos o color café sobre el pileo, y un estipite alargado, lo que indica
que un ancestro remoto, comun para toda la subseccidon, pudiera haber tenido una
morfologia similar. Es notoria la presencia de pigmentos brillantes y atractivos betalainicos
(rojos-violaceos y amarillos, o tonos intermedios como el naranja, Strack et al., 2003) en la
subseccion Caesarea. Es claro que en la seccion hay una cantidad enorme de convergencia
anatomica, al igual que plasticidad fenotipica, sin embargo la presencia de pigmentos
betalainicos en el basidioma es una clara condiciéon sinapomorfica en la subseccion
Caesarea. Los caracteres micromorfoldgicos parecen ser de gran utilidad en la delimitacion
y segregacion de especies, mas no en la formacion de grupos de inclusion (monofiléticos).
Por otro lado, las caracteristicas macromorfologicas, como la presencia y el tipo de
pigmentos, al igual que la conformacion del basidioma como estructura, han resultado ser
de mayor utilidad para la inclusion de alguna especie de la seccion Caesareae dentro de las
subsecciones.

El tamafio y forma esporal es un caracter ampliamente utilizado en la taxonomia de
hongos, y Amanita no es la excepcion. Los trabajos de Bas (1969, 1977) y Guzméan &
Ramirez-Guillén (2001) son claros ejemplos de la importancia dada al tamafio esporal en
Amanita. Tulloss (2005) discuti6 ampliamente algunas tendencias en Amanita relacionadas
con factores ambientales y la ubicacion geogréafica de los taxa. Bésicamente, expone los
patrones biogeograficos, en varios taxa de Amanita, relacionados con la frecuencia de
basidiosporas subglobosas en taxa boreales, alpinos y subdrticos, y de basidiosporas
baciliformes, alongadas o cilindricas en taxa templados, tropicales y subtropicales.
También menciondé que taxa con basidiosporas pequefias son mas abundantes en los
tropicos. La forma de la basidiosporas también esta implicada en la velocidad de liberacion
al medio. En este caso esporas subglobosas tienden a ser liberadas mas rapidamente que
esporas baciliformes. La discusion sobre la variacion en el tamafio y forma esporas que

hace Tulloss (op. cit.) hacen alusién a que es un caracter enteramente dependiente de la
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adaptacion local de los taxa en Amanita, y a pesar de que es un rasgo sumamente pléastico

para utilizarse en sistematica, es un buen indicador del habitat de una especie.

7.4 Interpretaciones biogeogrdficas

El estudio de los procesos que gobiernan la distribucion geografica de linajes genealdgicos,
es un campo relativamente nuevo y emergente dentro de la micologia (Lumbsch et al.,
2008). Pese a que tradicionalmente se consideraba que las especies de hongos tenian
distribucion cosmopolita o subcosmopolita, se ha descubierto que muchas se encuentran
delimitadas geograficamente, y en otras con relativamente poca variacion morfoldgica se
han encontrado taxa cripticos (Koufopanou et al., 2001; Dettman et al., 2003; Dunham et
al., 2003; Geml et al., 2006, 2008; Le Gac et al., 2007; Carriconde et al., 2009).

A los clados a los que fue posible dar una mayor interpretacion en relacion a
patrones biogeograficos fueron las subsecciones Caesarea y Albescens. Sin embargo, en la
subseccion Brevifulva también se reconocen algunos patrones. Dado que las especies de
dicha subseccion se encuentran mayoritariamente en el hemisferio Norte, y la mas basal (4.
torrendii) se localiza en el mediterrdneo Europeo, es factible que este grupo sea Laurésico.
También es posible ver claros patrones de vicarianza en especies emparentadas, como A.
yuaniana y A. esculenta, y A. spreta, A. recutita y A. belizeana un clado Asidtico y otro
Americano. Paraddjicamente, Amanita roseolamellata se encuentra en Australia de origen
Gondwanico; en este caso se podria suponer que hubo dispersion de larga distancia desde el
SE Asiatico. Por el momento, proponer una hipotesis acerca de la historia biogeografica de
este taxon resulta dificil, sobretodo porque s6lo se emplearon secuencias de /7.

En lo que respecta a la subseccion Caesareae, es posible inferir patrones
biogeograficos, particularmente relacionados con procesos de dispersion y vicarianza en el
hemisferio Norte. Es notable que el clado mas basal de la subseccion se encuentra en
Africa. Amanita mafingensis fue una de las especies con mayor variacion a nivel molecular
(longitud de ramas) en todos los loci analizados. Una hip6tesis probable podria ser que la
subseccion Caesarea haya tenido un origen Gondwanico (figura 8, café), y posteriormente
se haya diversificado y dispersado rapidamente en el SE de Asia. Este tipo de patron de
dispersion ha sido reconocido anteriormente por Hosaka et al. (2008) en Hysterangiales
(Phallomycetidae, Basidiomycota) y Matheny et al. (2009) en un estudio biogeografico de

un grupo de hongos ectomicorrizogenos pertenecientes a la familia Inocybaceae
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(Agaricales). El escenario mas probable es que la dispersion hacia el S de Asia haya
ocurrido por medio de la migracion de una (o varias) poblaciones provenientes del
paleotropico (Africa-India), al derivar la masa subcontinental fndica durante el Eoceno (50-
55 Ma), aproximandose al SE Asidtico (figura 8, café). La cantidad de especies y su
abundancia en el hemisferio Norte es indicativo de un proceso de rapida diversificacion. Un
claro ejemplo de esta diversificacion, como ya se menciono, es el "complex. hemibapha"
(figura 5; figura 8, verde) y la cantidad de especies filogenéticas. La dispersion, el
crecimiento de las poblaciones y el proceso de especiacion tuvo que haber sido
significativamente rapido, como para que varios linajes se expandieran a América via
beringia, y mas aln para que un linaje cruzara transatlanticamente a América a través de
puentes terrestres desde Europa. Cabe la posibilidad de que la subseccion Caesarea se haya
diversificado en el hemisferio norte mediante animales fungivoros que propiciaron la
dispersion de basidiosporas. Burnett (2003) menciond que se han encontrado basidiosporas
fingicas en las heces de una gran cantidad de animales, incluyendo insectos, neméatodos,
mamiferos y aves, estas ultimas en particular pueden transportar a través de largas
distancias basidiosporas viables genéticamente distintas. Otros autores también han notado
este efecto benéfico de zoocoria entre los hongos y la fauna (Hubert et al., 2003; Lilleskov
& Bruns, 2005).

La figura 8 resume los principales patrones biogeograficos encontrados en la
subseccion Caesarea, y esquematiza las rutas de distribucion hipotéticas de diferentes
linajes. Por lo menos tres linajes migraron independientemente a través de tierras beringias
hacia el continente Americano. Uno de estos linajes (figura 8, naranja), el que corresponde
a A. calyotroderma, A. arkansana, A. garabitoana, A. cochiseana y A. basii, s6lo contiene
especies Americanas que se encuentran en el O y S de Norteamérica; otro linaje (figura 8,
amarillo) corresponde a A. icthyeroballen, que guarda mayor relacion con especies de
Siberia (4. caesaroides) y China (4. hemibapha s.l.), formando con ellas un grupo
monofilético. Dentro de este mismo clado, se encuentran especies del O de China (4.
ochracea) y Pakistan (4. cinnamomesces) por lo que es posible que se hayan expandido
linajes no so6lo de Asia a América, como en el caso de A. icthyeroballen, sino hacia el
occidente Asiatico. El tercer linaje (figura 8, rojo) se refiere a Amanita sp. AR1, la cual se
localiza en Arkansas, EUA. A pesar de que hay una tendencia en este clado (clado

jacksonii-caesarea, figura 5; figura 8, rojo) de dispersion hacia Eurasia y hacia el E
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Americano, esta especie y A. jacksonii son las inicas especies Americanas que pertenecen a
este clado, y ya que Amanita sp. AR1 aparece basal, la hipdtesis mas parsimoniosa es que
haya llegado a America via Beringia, mucho antes que A. jacksonii. No obstante su
posicién en el arbol no es tan clara, ya que tiene bajos indicadores de suporte, y bien podria
formar parte del clado del O Americano. El tnico linaje que con mayor certeza se puede
decir que llegd a América a través de puentes terrestres transatlanticos es A. jacksonii, que
ademas es un claro ejemplo de especiacion vicariante con A. caesarea.

La historia evolutiva de las especies Americanas parece estar ligada a periodos de
glaciacion. Linzer et al. (2008) también han descrito, en el hongo patdégeno de pinos
Heterobasidion annosum (Fr.) Bref., una separacion de linajes Americanos en E y O, sin
embargo su hipdtesis respalda una sola migracion beringia a través de la cual la especie
lleg6 tanto al E como al O de EUA, posteriormente expandiéndose a México, como refugio
glacial, y después reestableciéndose de nuevo en Norteamérica. Geml et al. (2006, 2008)
también reportan la separacion de clados geograficos en el E y O de América en estudios
filogeograficos de 4. muscaria. Dado que Geml et al. (op. cit.) proponen la region beringia
como el lugar de origen de la especie, sugieren que ocurrieron eventos de expansion hacia
Eurasia y América en repetidas ocasiones dando lugar a procesos de adaptacion local. En el
caso de A. muscaria, sucedieron varios eventos de especiacion criptica en el O Americano,
particularmente en Santa Cruz, California. También sostienen que la especie se disperso
antes del periodo glacial del Pleistoceno, en el cual los procesos de adaptacion local
llevaron a la especiacion alopatrica regional. En nuestro estudio, patrones similares de
expansion hacia Mesoamérica (México y Centroamérica), parecen haber ocurrido tanto en
A. jacksonii en el E, como en el clado del O Americano. Ambos linajes (E y O) convergen
en el Sur de México, como también lo sefalaron Linzer et al. (2008) para H. annosum, a
través de la Eje Neovolcanico de México y la Sierra Madre del Sur. Es posible que haya
habido recolonizacién de linajes durante periodos mas célidos hacia el Norte desde el S de
Meéxico y Centroamérica, probablemente durante la intermitencia de periodos glaciales en
el Pleistoceno. Dado que las especies de Centroamérica (4. garabitoana) y S de México (4.
cf. hayalyuy) aparecen basales a A. basii y A. cochiseana, especies que se distribuyen en el
Centro, NO de México y SO de EUA, la idea de recolonizacion hacia el Norte es factible.
Esta hipotesis también es contemplada por Linzer et al. (2008). Tulloss (2005) menciond

que hay una fuerte afinidad en taxa de Amanita entre las Montafias Chiricahuas en el SE de
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EUA y la Sierra Madre Occidental en México. También sugiere que la Sierra Madre
Occidental pudo haber jugado un papel de corredor entre Centroamérica y Norteamérica.
En este trabajo se mencionan otras hipotesis que pueden correlacionarse en el presente
estudio. Una de éstas es el limite de distribucién Centroamericano en algunos grupos de
Amanita; en donde la ausencia de especies de Pinus al S de Nicaragua y El Salvador (Perry,
1991; Perry et al., 1998), la reciente (en términos geologicos) aparicion del istmo, y la
“reciente” migracion de Quercus hacia Sudamérica (Hooghiemstra, 2006), son factores que
restringen la presencia de taxa de Amanita.

Otro patron de vicarianza es observable en especies Japonesas, como en el caso de
A. rubromarginata, A. similis, A. javanica y A. hemibapha s.l. (clado caesarea-jacksonii).
En lo que respecta a A. rubromarginata, no se ha descrito una especie similar en areas
continentales. Sin embargo en las siguientes tres, han sido descritas especies
morfologicamente similares tanto en regiones continentales de Asia como en Japon. Por lo
anterior, es posible que la mayoria de las morfoespecies Asiaticas, reconocidas en Japon (o
viceversa) sean especies vicariantes, pero sin diferenciacion morfologica. Adicionalmente,
Tulloss (2005) not6 la similitud de taxa de Amanita seccidon Amanitae en la region del SE
de China tiene una similitud de taxa del 50% con Japon, en la seccion Validae la similitud
es del 70%; mayor que otras regiones Asiaticas como India y Pakistan.

Aparentemente, las especies da la subseccion Albescens son, al igual que la
subseccion Caesarea, de origen Gondwanico. La misma hipotesis de dispersion via India
durante el Eoceno también se sostiene en este trabajo. La distribucion de las especies
conocidas estd restringida a Africa, Sureste Asiatico (India, Tailandia, Cambodia, Laos,
Malasia, China) y Australia. El clado Africano (4. zambiana) y el clado Australiano (4.
egregia) estan bien delimitados filogenéticamente. Sin embargo, parece haber dos linajes
en el Sureste Asidtico, uno relacionado con A. chepangiana y A. princeps, y el otro
relacionado con Amanita sp. Thai3. A diferencia de la subseccion Caesarea, Albescens no

se diversifico ni se expandi6 a través de Asia, América y Europa.
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8. Conclusiones

* Los analisis filogenéticos multigénicos subdividen a la seccion Caesareae en cinco
subsecciones: Caesarea, Albescens, Brevifulva, Calyptratoides, Murrilliana.

* (Caracteres macromorfoldgicos relacionados con la conformacioén (color, estructura,
tamafio) del basidioma son congruentes con el arreglo por subseccion.

* La convergencia morfologica es comun en el grupo sobre todo a nivel
micromorfoldgico; sin embargo, es de gran utilidad para la diferenciacion de especies.
En particular, la convergencia en la estructura del subhimenio de 1-3 células tuvo que
haber surgido independientemente minimo 9 veces; la de 3-5 células al menos 3 o 4
veces; y la de subhimeno no pseudoparenquimatoso al menos 4. En el caso de los
caracteres macroscopicos, los pigmentos betalainicos podrian haberse desarrollado
minimo 2 veces.

* Dentro de la subseccion Caesarea, las especies consideradas como A. hemibapha sensu
lato son filogenéticamente diversas. Es probable que exista un complejo y multiples
especies cripticas en la region del SE de Asia.

* Se contempla un origen Gondwanico para las subsecciones Caesarea 'y Albescens.

* Aparentemente la subseccion Caesarea se diversifico en el hemisferio norte.

* Las regiones /7Sy efl-o resultaron mas factibles para utilizarse como codigo de barras

de ADN.
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10. Apéndice de Tablas y Figuras

Tabla 1. Muestras incluidas en los analisis filogenéticos. En la tabla se indica la especie y localizacion geografica de cada muestra, los datos del
voucher y la regién genomica obtenida. Herbarium Roosveltensis Amanitarum (H.R.A.), Herbario de la Facultad de Ciencias UNAM (FCME),
Herbario de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas (ENCB), Royal Ontario Museum Fungarium (TRTC), Herbario Nacional de México

UNAM (MEXU), Herbario del Instituto de Ecologia, A.C. (XAL), U.S. National Fungus Collections (BPI), Kanagawa Prefectural Museum of
Natural History (KPM), Chiang-Mai University Herbarium (CMU)).

No. Especies Ub|ca<’:|9n Herbario y/o No. Colector y/o No. Colector LSU ITS efl1-a | RPB2
Geografica de Acceso

001 | A. arkansana H. R. Rosen Texas, EUA H.R.A. 283-5 D.P. Lewis 5302 X X X X

002 | A. arkansana Texas, EUA H.R.A. 354-9 D.P. Lewis 6321 X X X X

003 | A. arkansana Texas, EUA H.R.A. 139-10 J. Justice & A. Norarevian X X X X

004 | A. banningiana Tulloss nom. prov. Connecticut, US H.R.A 065-5 A.E. Bessette X X X

005 | A. banningiana New Jersey, US H.R.A. 030-4 S. Kirby 8-31-91-SK1 X X X

006 | A. basii Guzman & Ram.-Guill. 0 Mexico City, MEX FCME S. Sanchez S-32 X X X

007 | A. basii t Michoacan, MEX FCME S. Sanchez S-38 X X

008 | A. basii Puebla, MEX FCME S. Sanchez S-44 X X X X

009 | A. basii Tlaxcala, MEX H.R.A. 291-10 A. Kong Luz & A. Montoya X X

010 | A. basii Edo. de México, MEX | H.R.A. 260-6 RET 7-5-96-C X X

011 | A. basii * Tlaxcala, MEX ENCB Gonzalez 13 X

012 | A. basii + Jalisco, MEX ENCB O. Rodriguez 1648 X X

013 | A. belizeana Tulloss & Vincent nom. prov BELIZE H.R.A. 094-5 M. A. Vincent [MAV 6034] X X X X

014 | A. caesarea (Scop.) Pers Cozenza, ITALIA H.R.A. 142-9 C. Lavorato X

015 | A. caesarea Cozenza, ITALIA H.R.A. 42711 C. Lavorato X X X

016 | A. caesarea Cozenza, ITALIA H.R.A. 450-3 C. Lavorato X X

017 | A. caesarea Cozenza, ITALIA H.R.A. 036-2 C. Lavorato 910915-06 X X X X

018 | A. caesaroides Lyu. N. Vassilieva Yunnan, CHINA H.R.A. 356-10 D. Arora 02-107 X X X

019 | A. calyptratoides Peck California, EUA MEXU RET 1-14-93-Bpp (24314) X

020 | A. calyptratoides Tlaxcala, MEX H.R.A. 292-1 A. Gerenday X X X X

021 | A. calyptratoides California, EUA H.R.A. 382-8 D. Rust X X X

022 | A. calyptratoides California, EUA H.R.A. 273-7 D. Parker X X X X

023 | A. calyptratoides California, EUA | -=——- T. Paulitz X

024 | A. calyptroderma G. F. Atk. & V. G. Ballen Oregon, EUA H.R.A. 385-3 Dick Bishop X X

025 | A. calyptroderma Washington, EUA H.R.A. 389-4 J. E. Lindgren 05-501 X X

026 | A. calyptroderma Washington, EUA H.R.A. 389-5 J. E. Lindgren 05-502 X X X X
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027 | A. calyptroderma Washington, EUA H.R.A. 389-9 J. E. Lindgren 05-503 X X
028 | A. calyptroderma California, EUA H.R.A. 092-6 J. E. Lindgren 05-504 X X
029 | A. calyptroderma Washington, EUA H.R.A. 385-7 J. E. Lindgren 00-31 X X X X
030 | A. calyptroderma Washington, EUA H.R.A. 385-4 J. E. Lindgren 92-69 X X X X
031 | A. chepangiana Tulloss & Bhandary NEPAL H.R.A. 154 (p) Sanijib X X
032 | A. cf. chepangiana TAILANDIA TRTC J.-M. Moncalvo JM03/154 X X X
033 | A. cinnamomescens Tulloss et al. nom. prov. PAKISTAN H.R.A. 314-5 A. N. Khalid X X
034 | A. cinnamomescens PAKISTAN H.R.A. 317-5 A. N. Khalid 68000 X X X X
035 | A. cinnamomescens PAKISTAN H.R.A. 159-9 A. N. Khalid 95810 X
036 | A. cinnamomescens PAKISTAN H.R.A. 311-10 A. N. Khalid 481994[a] X
037 | A. cochiseana Tulloss nom. prov. Chihuahua, MEX FCME S. Sanchez S-31 X X X
038 | A. cf. laurae Guzman & Ram.-Guill. Jalisco, MEX XAL Guzman 21975 X X
039 | A. cochiseana Arizona, EUA H.R.A. R. Redman s.n. [CMP1606] X X X X
040 | A. cochiseana Arizona, EUA H.R.A. A. Ortiz s.n. [CMP3701] X X X
041 | A. cochiseana (NM7) New Mexico, EUA H.R.A. 072-5 M. L. McKee et al. X X X X
042 | A. egregia Reid AUSTRALIA H.R.A. 136-7 D. Arora A-32 X X X
043 | A. esculenta Hongo & |. Matsuda TAILANDIA TRTC J.-M. Moncalvo CMU46102 X
044 | A. esculenta TAILANDIA TRTC-150406 J.-M. Moncalvo CMU4695 X X X
045 | A. esculenta TAILANDIA TRTC-150410 J.-M. Moncalvo CMU4699 X X
046 A. garabitoana Tulloss, Halling & G. M. Muell. COSTARICA H.R.A. 333-2 R.E. Halling 6-25-95-H X

nom. prov.
047 | A. garabitoana COSTA RICA H.R.A. 333-6 C. Shanks et al., 6-16-95-C | X X X X
048 | A. garabitoana COSTA RICA H.R.A. J. P. Schmit 475 X X
049 | A. hemibapha sensu lato TAILANDIA TRTC-150286 J-.M. Moncalvo JM03/131 X X X
050 | A. hemibapha sensi lato TAILANDIA TRTC-150422 J.-M. Moncalvo CMU46111 X X
051 | A. hemibapha (Berk. & Broome) Sacc. Kerala, INDIA H.R.A. 342-8 K. B. Vrinda 625 X X X
052 | A. hemibapha sensi lato TAILANDIA TRTC J.-M. Moncalvo JM03/159 X X X
053 | A. hemibapha sensi lato JAPON HRA.B382 | - X
054 | A. hemibapha (Berk. & Broome) Sacc. TAILANDIA H.R.A. 349-5 D. Arora X X
055 | A. hemibapha sensi lato INDIA BPI HPUB 560 X
056 | A. hemibapha sensi lato Yunnan, CHINA H.R.A. 0257-8 D. Arora X X
057 | A. ichtyeroballen Tulloss nom. prov. Washington, EUA H.R.A. 385-2 J. E. Lindgren 93-07 X X X X
058 | A. ichtyeroballen Oregon, EUA H.R.A. 385-9 J. E. Lindgren 93-04 X X
059 | A. ichtyeroballen Oregon, EUA H.R.A. 385-6 J. E. Lindgren 93-03 X X X X
060 | A. ichtyeroballen Washington, EUA H.R.A. 281-9 M. Beug X X X X
061 | A. ichtyeroballen California, EUA H.R.A. 084-7 D. Arora X X
062 | A. jacksonii Pomerleau 0 Oaxaca, MEX FCME-21652 Villanueva- Jimenez 242 X X X X
063 | A. jacksonii + Oaxaca, MEX FCME-21550 Luna-Gonzalez 10 X X X
064 | A. jacksonii Québec, CANADA | --—--- DD16 X
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065 | A. jacksonii New York, EUA H.R.A. 0154-10 R. E. Tulloss X X
066 | A. jacksonii Texas, EUA H.R.A. 354-8 D. P. Lewis 6357 X X X
067 | A. jacksonii Nebraska, EUA H.R.A. 315-8 C. Carlson X X
068 | A. jacksonii Hidalgo, MEX H.R.A. 252-9 A. Estrada Torres X X X
069 | A. jacksonii New York, EUA H.R.A.154-10 | ---—-- X X
070 | A. jacksonii Massachusetts, EUA H.R.A. M. A. & R. E. Tulloss X X X
071 | A. jacksonii North Carolina, EUA GSMNP FU-0229 | R.E. & S. E. K. Tulloss X X X
072 | A. jacksonii North Carolina, EUA H.R.A. 1094 AVFD [GSMNP FU-0150] X X X
073 | A. jacksonii North Carolina, EUA GSMNP FU-0223 | E. Rothberger & T. Rey X X X
074 | A. jacksonii Québec, CANADA GSMNP FU-0150 | AVFD X

075 | A. jacksonii * Veracruz, MEX XAL Chacén 5895 X X X
076 Q_If:f /:vanica (Corner & Bas) T. Oda, C. Tanaka Dalat, VIETNAM TRTC-157120 B. M. Dentinger X

suda

077 | A. cf. javanica Dalat, VIETNAM TRTC-157127 B. M. Dentinger X

078 | A. mafingensis Hark. & Saarim. Zambia, AFRICA H.R.A. 345-9 D. Arora X X

079 | A. mafingensis Zambia, AFRICA H.R.A. 348-9 D. Arora X X

080 | A. masasiensis Zambia, AFRICA H.R.A. 348-3 D. Arora X X
081 | A. masasiensis Zambia, AFRICA H.R.A. 344-5 D. Arora 00-318 X X

082 | A. masasiensis Zambia, AFRICA H.R.A. 348-2 D. Arora 00-452 X X X
083 | A. murrilliana Singer North Carolina, EUA H.R.A. 278-1 A. Stanley 758 X X X
084 | A. murrilliana Québec, CANADA H.R.A. 251-4 Y. Lamoureux 2866 X X

085 | A. murrilliana Tennessee, EUA H.R.A. 374-2 J. Carrera X

086 | A. hemibapha var. ochracea Zhu. L. Yang Yunnan, CHINA H.R.A. 258-1 D. Arora X

087 | A. princeps Corner & Bas TAILANDIA D. Arora X X X
088 | A. princeps TAILANDIA D. Arora X X X
089 | A. recutita sensu Coker Oklahoma, EUA H.R.A. AROH1 G. L. Ovrebo X X X
090 | A. ristichii Tulloss Maine, EUA H.R.A. 124-10 S. S. Ristich X X

091 | A. ristichii Québec, CANADA H.R.A. 096-1 P.Ray & L. Bushey 1885 X X X
092 | A. rubromarginata Har. Takahashi Okinawa, JAPON KPM NC-0011979 | H. Takahashi X X

093 | A. cf. similis Boedijn Dalat, VIETNAM TRTC-157090 B. M. Dentinger X

094 | A. spreta (Peck) Sacc. EUA H.R.A. X X
095 | A. spreta EUA H.R.A. X X X
096 | A. spreta EUA H.R.A. X X

097 | A. tanzanica Hark. & Saarim. Zambia, AFRICA H.R.A. 346-7 D. Arora X X

098 | A. cf. hayalyuy D. Arora & Shepard QOaxaca, MEX FCME-15194 Villanueva-Jimenez 81 X X X
099 | A. cf. hayalyuy Veracruz, MEX ENCB Ventura 11546 X

100 | A. virginiana (Murrill) Murrill Connecticut, EUA H.R.A. 268-10 D. Lewis X

101 | A. virginiana EUA H.R.A. X X X
102 | A. virginiana Tennessee, EUA H.R.A. 374-2 S. S. Ristich X X
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103 | A. yuaniana Zhu. L. Yang Yunnan, CHINA H.R.A. 257-8 D. Arora X X
104 | A. zambiana Pegler & Piearce Zambia, AFRICA X X X
105 | A. zambiana Burundi, AFRICA X X X X
106 | A. zambiana Zimbabwe, AFRICA X

Especies no descritas (cryptonom. temp.)
107 | Amanita sp. 53 New York, EUA H.R.A. 383-2 Horman X
108 | A. sp. AR1 Arkansas, EUA H.R.A. 373-9 L. McGarrah X X X X
109 | A.sp. F11 Florida, EUA H.R.A. 138-1 A. Norarevian X X X
110 | A. sp. F11 Florida, EUA H.R.A. 138-2 A. Norarevian X X X X
111 | A. sp. M36 Tlaxcala, MEX H.R.A. 293-4 A. Kong Luz X X X
112 | A. sp. M36 Tlaxcala, MEX H.R.A. 293-3 D. P. Lewis X X X X
113 | A.sp. T31 Texas, EUA H.R.A. 365-1 D. P. Lewis 6189 X X X X
114 | A. sp. Thai3 TAILANDIA TRTC-150285 J.-M. Moncalvo JM03/130 X
115 | A. sp. Thai3 CAMBODIA H.R.A. 350-7 D. Arora 00-10 X
116 | A. sp. Thai3 Nakhon, THAI H.R.A. 351-7 D. Arora 98-35 X X X X
117 | A. sp. Thai3 LAOS H.R.A. 350-1 D. Arora 99-332 X X X X
118 | A. sp. Thai3 NEPAL CMU MCO06 X
119 | A. sp. Thai3 (princeps) TAILANDIA H.R.A. 356-5 D. Arora X X X

Grupo externo
120 | A. amerimuscaria Tulloss & Geml nom. prov. MEXICO FCME S. Sanchez X
121 | A. aff. vaginata MEXICO FCME S. Sanchez X

0 Identificada como 4. caesarea (Scop.) Pers.

1 Identificada como 4. yema Guzmén & Ram.-Guill.
* Identificada como A. tecomate Guzman & Ram.-Guill.
+ Identificada como A. laurae Guzman & Ram.-Guill.

Tabla 2. Grupo de secuencias del GeneBank, las cuales pertenecen a la seccion Caesareae, y/o aparecieron como producto de una busqueda en
nBLAST, en el caso de muestras ambientales o sin etiqueta apropiada que obtuvieron un alto puntaje.

No. Especies Etiqueta de GeneBank Ubicacién Voucher LSU ITS RPB2
124 | A. caesarea (Scop.)Pers | === ITALIA C.Bas 7989 (L) AF024443

125 | A.cagsarea | === ESPANA AH 31721 AY486237

126 | A. calyptroderma G. F. Atk. & V. G. Ballen A. lanei California, EUA src437 DQ974693

127 | A. calyptroderma A. lanei California, EUA 07036 GQ250415 | GQ250400 | GQ401358
128 | A. chepangiana Tulloss & Bhandary | ----- Sichuan, CHINA HKAS 34218 AF024445
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129 | A. esculenta Hongo & I. Matsuda | —---- Sichuan, CHINA HKAS 34169 AY436451
130 | A. hemibapha sensulato | === Yunnan, CHINA HKAS 38416 AY436460
131 | A. hemibapha sensu lato subsp. hemibapha JAPON LEM960078 AB015699
132 | A. hemibapha sensulato | === Yunnan, CHINA | -—-- FJ375334
133 | A. hemibapha sensulato | === Nan, TAILANDIA CUB:Microbiology M2 AB458888
134 | A. hemibapha sensu lato subsp. javanica TAILANDIA | ——-- AB451969
135 | A. ichtyeroballen Tulloss nom. prov. aff. lanei California, EUA 07020 GQ250416 | GQ250401 | GQ401359
136 | A. ichtyeroballen A. laneij California, EUA src644 EF559283
137 | A. imazekii T. Oda, C. Tanaka & Tsuda A. chepangiana CHINA HKAS 25772 AY436450
138 | A.imazeki | = JAPON FB-24749 (CBM) AB038767
139 | A.incarnatifolia Zhu.L.Yang | - CHINA HKAS 29519 AF024459

140 | A. jacksoniiPomerleau | === New Hampshire, EUA | HKAS 34041 AY436461
141 | A. jacksonii | == EUA TV96/1 AF097376

142 | A. jacksonii Amanita sp. Guerrero, MEX MHM124 EU569230
143 A. javanica (Corner & Bas) T. Oda, C. Tanaka A hemi . . JAPON LEM970513 AB015698

& Tsuda . hemibapha subsp. javanica
145 | A. longistriata (Imai) Gilbert | === JAPON LEM950067 AB015678
146 A. hemibapha subsp. ochracea Zhu. L. Yang A. hemibapha subsp. CHINA HKAS 29522 AF024458
ochracea
147 | A. roseolamellata A.E.Wood | - AUSTRALIA | - AY 194980
148 | A. similis Boedijn A. hemibapha subsp. similis TAILANDIA LEM960013 AB015697
149 | A. torrendiiJusto | === ESPANA LOU-Fungi 18202 GQ925368 | GQ925387
150 | A. torrendiiJusto | === ESPANA LOU-Fungi 17408 GQ925369 | GQ925386
151 | A. yuanianaZhu.L.Yang | === Yunnan, CHINA HKAS32491 AB039792
152 | A. yuaniagna | == Yunnan, CHINA HKAS29516 AF024488 | AY436479
Muestras ambientales
153 | ----- Uncultured Amanita clone MALAYSIA LH1 GQ268548
154 | A. ichtyeroballen Tulloss nom. prov. Uncultured Amanita isolate California, EUA JMU1 1 GU183957
155 | A basii Guzman & Ram.-Guill. Uncultgred ectomycorrhiza Guerrero, MEX M70C8 FJ196897
(Amanita) clone
156 | A. banningiana Tulloss nom. prov. Uncultured fungus Ohio, EUA S0739 FM999619

66




Tabla 3. Matrices y particiones utilizadas para los analisis de Maxima Verosimilitud y Anélisis Bayesiano. Se muestran los mejores modelos

para cada particion seleccionados por hierarchial Likelihood Test Ratio y Akaike Informative Criterion para cada particion.

Set de datos

Muestra

Sitios

Esquema de

Mejor modelo para MV

Esquema de particion de

Mejor modelo para AB

particion MV thLRT / *AIC datos para AB thLRT / *AIC
Seccional 118 2103 LSU TrN+I+Gt / TIM+I+G* I U R
ef1-o exones TrN+I+Gt / TrNef+I+G* ef1-a 1er posicion de codon | F81+1+Gt / TrN+I+G*
RPB2 TrN+1+Gt / TrNef+|+G* ef1-o. 2da posicion de codon | JC+I+Gt/ TVM+I+G*
ef1-a 3er posicién de codon | HKY+Gt / TVM+G*
RPB2 1er posicion de codén | TIN+GT/ TrN+I*
RPB2 2da posicién de codén | F81+Gt/ TVM+*
RPB2 3er posicion de codén | TrNeft / TrNef*
Subseccion Caesareae 98 2863 ITS HKY+Gt / TVM+G* Ts | -
ef1-o intrones HKY+Gt / HKY+G* eff-a intrones | emmmeeee-
LSU TrN+1+Gt / GTR+I+G* K e ——
ef1-o exones TrN+GT / TrNef+I+G* ef1-a 1er posicion de codon | F81+1+Gt / TIM+I+G*
RPB2 K80+Gt / K80+ ef1-a 2da posicién de codén | HKYT / TVM*
ef1-o, 3er posicion de codon | JCT / K81uf+I*
RPB2 1er posicion de codén HKYT / TIM*
RPB2 2da posicién de codsn | JCT/TIN"
RPB2 3er posicion de codén K80t / K80
Subsecciones Murrilliana, | 54 2859 ITS HKY+Gt / GTR+I+G* Ts | -
Calyptratoides, ef1-a. intrones HKY+Gt / HKY+G* eff-a intrones | -
Albescens, brevifulva LSU TrN+I+Gt / TIM+I+G* R —

ef1-o. exones
RPB2

TrN+GTt / TrNef+G*
TrNef+Gt / TrNef+G*

ef1-a 1er posicidon de codon
ef1-a 2da posicion de codén
ef1-a 3er posicidon de codon
RPB2 1er posicion de codén
RPB2 2da posicion de codon
RPB2 3er posicion de codén

F81+1+Gt / F81+I*
HKYTt / K81uf+G*
JC+I+GT / TVM+I*
TIN+GT / TrN+I*
F81+I1 / K81uf+I*
TrNeft / TIMef*
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1. Primera matriz con regiones conservadas
LSU + EF1a (exones) + RPB2

Filogenia Seccional —l'

— |dentificacion de grandes grupos monofiléticos
SUBSECCIONES

!

<€ Alineamientos por subseccion
’__C [l l .
v % P Integracion deI dos matrices
lﬁ_'::Q—.i,r € ITS + LSU + EF1a (intrones, exones) + RPB2
— :
E

Matriz subsecciones
A B C M
Analisis 3

Matriz subseccion Caesarea
Analisis 2

Figura 1. Diagrama de flujo donde se indica el procedimiento y manejo de matrices de datos, y subsecuentes analisis. El primer cuadro en la
parte superior fue el primer paso donde una matriz inicial alineada con regiones conservadas fue utilizada para llevar a cabo la sistematica
seccional. En seguida fueron identificados los principales grupos, en los cuales se realinearon los datos incluyendo regiones variables. Dos
matrices fueron integradas para llevar acabo subsecuentes analisis. A: Albescens, B: Brevifulva, C: Calyptratoides, M: Murrilliana.
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Figura 2. Analisis bayesianos independientes (por locus) aplicando el criterio de combinacion condicionada. Grosor de ramas indica nivel de
soporte en probabilidad posterior (méximo grosor igual a 1.0 de probabilidad posterior).
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Figura 3. Arbol Bayesiano de consenso de mayoria para el conjunto de datos seccional que incluye las regiones LSU, exones de efI-a. y RPB2.

Aqui se delimitan los principales grupos monofiléticos o subsecciones indicados con lineas verticales. En cada rama se muestran los valores de
soporte de probabilidad posterior, y s6lo en ramas subseccionales y basales valores adicionales de bootstrap ML y MP.
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Figura 4. Arbol consenso de mayoria para el conjunto de datos seccional (figura 1) con matriz de datos morfoldgicos. De las letras A a la I son
caracteres macromorfologicos; y de la J a la K son son caracteres micromorfologicos. A) presencia de pigmentos betalainicos, B) presencia de
pigmentos pardos (melanina), C) presencia de laminas rosadas, D) presencia de estipite palido (sin o con pocos pigmentos), E) basidioma
sequestre, F) basidioma menor a 100 mm de diametro, G) velo que se "disuelve" en el estipite, H) volva adherida al estipite, I) estipite
proporcionalmente mas delgado en el apice que en la base, J) subhimenio de 1-3 células (pseudoparenquimatoso), K) subhimenio de 3-5 células
(pseudoparenquimatoso), L) subhimenio como una red ramosa de hifas cortas (no pseudoparenquimatoso).
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Figura 5. Arbol bayesiano de consenso de mayoria para el conjunto de datos de la subseccion Caesarea. Las lineas verticales negras delimitan
especies monofiléticas, las lineas azules indican distribucion geografica de clados (grupos sinapomorficos). Los valores de soporte indicados son

probabilidad posterior, bootstrap ML y MP.
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Figura 6. Arbol bayesiano de consenso de mayoria del tercer conjunto de datos donde se incluyen sélo las secciones Albescens, Brevifulva,
Calyptratoides y Murrilliana. Ver pie de figura anterior para mayor informacion.
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Figura 7. Recorte del mejor arbol por Maxima Verosimilitud que muestra especies incipientes dentro del clado de A4. jackonsii. Los grupos se

dividen de acuerdo a su distribucion. Excepto en muestras de Quebec la regiéon LSU (*) donde no hubo congruencia.
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Figura 8. Principales patrones biogeograficos observados en la subseccion Caesareae. El arbol mostrado es el mismo de la figura 2, pero aqui
los colores representan la distribucion geografica de los linajes. El mapa es una representacion orografica del mundo. El clado café (mas basal)
contiene especies Africanas, la flecha ejemplifica la hipotesis de migracion a través de India durante el Eoceno. Los clados verdes son especies
Asiaticas, el poligono verde del mapa ejemplifica una posible area de distribucion para las especies de estos clados. Asimismo, algunas lineas
que salen del poligono se refiere a posibles rutas de dispersion. El clado rojo se refiere a las especies que esta mas relacionadas con A. caesarea,
como A. jacksonii, 1os trazos rojos ejemplifican una hipdtesis de la expansion geografica de este grupo. Los clados amarillo y naranja son linajes
que llegaron a América a través de Beringia.

75



	Portada
	Contenido
	Resumen
	1. Introducción
	2. Antecedentes
	3. Objetivos   4. Hipótesis
	5. Materiales y Métodos
	6. Resultados
	7. Discusión
	8. Conclusiones
	9. Bibliografía

	Apéndice

